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2 Zusammenfassung

· Das Ziel der vorliegenden Arbeit war:


-
Die Prüfung, inwieweit Futtermittel-DNA auch noch in Kuhmilch nachweisbar ist, da dies ein Hinweis auf die Möglichkeit wäre, GVO-Futtermittel-Verabreichung durch Nachweis gentechnisch veränderter Marker-DNA in Milch aufzudecken.

Sinnvoll wäre ein solcher Nachweis aufgrund des Verbots des Einsatzes von gentechnisch veränderten Organismen und deren Bestandteilen in der biologischen Landwirtschaft oder bei freiwilligen „gentechnikfrei“-Deklarationen, deren stichprobenartige Überprüfung am Hof zwar wirkungsvoll, aber naturgemäß nicht lückenlos durchführbar ist.


-

Zu bedenken war aber auch, dass Marker-DNA nicht nur über den Weg der Verdauung und somit aus dem Blut in die Milch gelangen könnte, sondern dass auch postsekretorische Kontaminationen aufgrund von Verstaubung von Futtermitteln bei der Manipulation im Stall in Frage kommen.

-
Die Entwicklung von auf Milch adaptierte DNA-Isolations- und Nachweisverfahren war somit eine wesentliche Voraussetzung für die vorliegende Arbeit.

· Die Methoden-Optimierung konnte auf folgendem Weg erreicht werden:

-
Es wurde ein DNA-Isolationsverfahren basierend auf der Extraktion mit CTAB (Cetyltrimethylammoniumbromid) entwickelt, um sowohl freie als auch in Zellen gebundene DNA aus Rohmilch zu isolieren und mittels Polymerase-Kettenreaktion (PCR) möglichst sensitiv nachzuweisen.


-
Bei Rohmilch konnte durch Vergrösserung des eingesetzten Probenvolumens von 1 ml auf 200 ml sowie der Verwendung der Konzentrate (getrocknete Magermilch, Rahm und Zentrifugationsschlamm) die Nachweisgrenze für Futtermittel-DNA um das 100 bis 1000fache verbessert werden.


-
Durch Optimierung der PCR-Parameter konnte sowohl die Sensitivität als auch die Reproduzierbarkeit des Futtermittelnachweises gesteigert werden.

· Soja-DNA-Nachweise in Milch gelangen mit überraschend hoher Sensitivität, denn aus Soja-Schrot gereinigte DNA konnte in gespickter Rohmilch in einer Konzentration von bis zu  1 pg (10-12 g)/ml nachgewiesen werden.

· Mais-DNA-Nachweise in Milch gelangen hingegen nicht mit einer zu Soja-DNA vergleichbaren Sensitivität. Bei der aus Mais-Silage gereinigten DNA lag die in gespickter Rohmilch mittels PCR-Methodik erfassbare Konzentration um das etwa 100fache höher, was mit der Tatsache erklärt werden kann, dass es sich hier um ein fermentiertes Substrat handelte.

· Intravenöse Verabreichung von gereinigter Soja-DNA (1,5 mg) an Milchkühe ergab, dass:


-
im Blut ein DNA-Nachweis nur 2 Minuten nach der Applikation erfolgreich ist. Bereits beim nächsten Probenahmezeitpunkt (nach 10 min) konnte keine Soja-DNA im Blut mehr analysiert werden, obwohl die verabreichte DNA-Menge - bezogen auf das geschätzte Blutvolumen der Versuchstiere - die in-vitro-Nachweisgrenze um etwa das 250fache übertraf,


-
die Leukozyten vermutlich einen beträchtlichen Teil der in das Blut injizierten DNA
   binden,


-
auch in Milch, Harn und Kot in den Stunden und Tagen nach der Direktapplikation erwartungsgemäß keine Soja- und/oder Mais-DNA mehr nachweisbar ist.

· Fütterungsversuche bei Milchkühen mit relativ hohen Mengen an Mais- und Sojaschrot während 10 Tagen (die übliche Ration wurde dabei um das 5fache übertroffen) ergaben, dass:


-
in Milch, trotz der durch Methodenmodifikation verbesserten Sensitivitätsgrenze, keine Marker-DNA nachweisbar wurde,


-
im Harn Futtermittel-DNA-Analysen negative Resultate lieferten,


-
im Kot eine schwache Futtermittel-DNA-positive Reaktion analysierbar wurde.

· Verstaubungen von Mais- und Sojafuttermitteln im Stall führten bis zu einer Entfernung von 10 Metern vom Futtertrog in einer bewusst exponierten Milchprobe (2 Stunden in einer offene Kanne) zu einem Futtermittel-DNA-positiven Ergebnis.

· Stabilitätsprüfungen von in Milch enthaltener DNA während gängiger technologischer Einflussfaktoren (Erhitzung , Kühlung, Fermentation mit Milchsäurebakterien) sowie Tiefkühlung (etwa bei Probenaufbewahrung) ergaben, dass:


-
die Kältestabilität bei 4 °C über einen Zeitraum von 22 Tagen und bei –22 °C über 300 Tage gegeben war, auch wenn die Rohmilch mehreren Gefrier-/Tauschritten unterworfen wurde,


-
die Hitzestabilität nicht gewährleistet war, wenn die Temperatur 100 °C überschritt,


-
eine Fermentation mit Milchsäurebakterien die Degradierung der DNA zur Folge hatte, was mit der Empfindlichkeit der DNA gegenüber  niedrigen pH-Werten (insbesonders < 4) und der relativ leichten enzymatischen Spaltung erklärbar war.
· Fazit:


(
Alimentär zugeführte DNA wird offensichtlich durch Abbau im Verdauungstrakt der Wiederkäuer und der Verstoffwechselung der DNA-Fragmente in der Leber und/oder durch Phagozyten sehr schnell und effektiv unter der Nachweisgrenze des derzeit zur Verfügung stehenden Testsystems aus der Blutbahn entfernt.


(
Die darauf gestützte Vermutung, dass Futtermittel-DNA in der Milch kaum auffindbar sein wird,  konnte analytisch bestätigt werden.


( Es ist daher  zur Zeit auf Basis der heute aktuellen Methodik der Wahl nicht möglich, transgene Futtermittel-DNA in Rohmilch als Indikator für den Einsatz derartiger Kraftfutterkomponenten bei der Milchviehhaltung heranzuziehen.


(
Eine postsekretorische Kontamination von Milch über den Weg der Verstaubung eines (unzulässigerweise) im „gentechnikfreien“ Stall gelagerten transgenen Futtermittels könnte jedoch zu einem positiven Ergebnis von Marker-DNA in Rohmilch führen.


(
Hohe Erhitzung und Fermentationsprozesse degradieren die in Milch enthaltene DNA deutlich. Dies würde die Eigenschaft von Futtermittel-DNA, in handelsüblichen Milchprodukten als Indikator für allfällige GVO-Fütterung der Kühe zu dienen, allerdings auch dann noch in Frage stellen, wenn ein alimentärer Transfer von Futtermittel-DNA bis in die Rohmilch  tatsächlich analytisch nachweisbar gewesen wäre.
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Schematische Darstellung des Projektaufbaues zur Prüfung von Nachweissystemen für transgene Futtermittel in Milch

3 Stand des Wissens

3.1 Rechtliche Situation

Lebensmittel mit oder aus gentechnisch veränderten Organismen (GVO) sind heute Realität und werden bezüglich allfälliger Zulassungserfordernisse und Deklarationsverpflichtungen in der „Novel Food-Verordnung“ (258/97 EG) geregelt. Diese Verordnung erfasst neuartige Lebensmittel und Lebensmittelzutaten. Sie wurde mit der Kennzeichnungsverordnung (1139/98 EG) ergänzt, um auch Roundup Ready Soja und Mais Bt-176, die vor dem Inkrafttreten der Novel Food-Verordnung bereits bewilligt waren, zu erfassen. Neuerdings wird auch die Kennzeichnung von Zusatzstoffen und Aromen EU-weit geregelt (50/2000 EG).

Bei Einhaltung einer Melde- oder Zulassungspflicht müssen Lebensmittel mit oder aus GVO dann als solche gekennzeichnet werden, wenn sie herkömmlichen Lebensmitteln „nicht mehr gleichwertig sind“, d.h. in wesentlichen Eigenschaften von diesen abweichen (258/97 EG).

In jedem Falle ist eine verlässliche und praktikable Kontrolle von GVO-Lebensmitteln erforderlich, die - bezogen auf einzelne, derzeit schon am Weltmarkt verbreiteten Lebensmittel - weitgehend Routine darstellt.

Darüberhinaus eröffnet sich aber durch die Schaffung einer freiwilligen „gentechnikfrei“-Etikettierung von Lebensmitteln noch eine zweite Ebene der Überwachungserfordernis, die sich allerdings bei näherer Betrachtung noch um einiges schwieriger und aufwendiger präsentiert.

Bezüglich der Anforderungen an die Inverkehrsetzung von „gentechnikfrei“ deklarierten Lebensmitteln gibt es unterschiedliche Auffassungen, Übereinstimmung herrscht lediglich darüber, dass die „Gentechnikfreiheit“ soweit als möglich, also mit zumutbarem Aufwand zu erfüllen ist, um Konsumententäuschungen tunlichst zu vermeiden. 

Auch Lebensmittelkomponenten, die lt. Lebensmittelkennzeichnungsverordnung bei Milchprodukten deklarationsfrei gestellt sind (Labenzym, Kulturen) sind damit gleichfalls erfasst.

Während manche Aspekte mehr emotional als rational diskutiert werden - z.B. dass Chymosin nur von Mägen von Saugkälbern stammen darf, deren Mütter auch schon GVO-frei gefüttert wurden - ist in Österreich die öffentliche Ablehnung bei Hilfsmittel in der Tierhaltung (Medikamente, Diagnostika, Reinigung und Desinfektionsmittel) deutlich geringer.

Die Diskussion hiezu ist zur Zeit in vollem Gange, sowohl auf nationaler Ebene (Enquete im Bundesministerium für Wirtschaftliche Angelegenheiten am 27.5.98 und Codex-Definition für „Neuartige Lebensmittel“) und EU-weit.

Nach Vorstellungen der bayrischen Initiative „Gentechnikfrei aus Bayern“ sollte für ein derartiges Gütesiegel noch die Forderung beinhalten sein, dass auch veterinärmedizinische Medikamente GVO-frei hergestellt seien.

Zusammenfassend werden somit folgende Bereiche vor genmanipulativen Eingriffen freizuhalten sein:

(
Tierzucht (keine „transgenen“ Milchkühe)

(
Fütterung (keine GVO-Futtermittel. Insbes. betroffen sind die Kraftfutterkomponenten „Gensoja“ und „Genmais“, sekundär aber auch die Futtermittelzusatzstoffe wie Vitamine, Aromastoffe und ß-Carotin, die aus GVO-Fermentationen stammen könnten

(
Milchleistungssteigerung (kein bovines Somatotropin/BST)

(
Chymosin („Genlab“, „Clon-Lab“)

(
Fermentationskulturen  ( keine „gentechnischen“ Joghurt-, Butterei-, und Käsereikulturen)

(
Lebensmittelzusatzstoffe (keine GVO-gewonnenen Lecithin, Aromastoffe, Vitamine u.ä.)

(
GVO-Lebensmittelzutaten (z.B. keine Stärke aus „Genkartoffeln“ u.v.a.m.)

Lückenlose Kontrollen sind, wie bei vielen anderen Kriterien auch, im Zusammenhang mit dem Aspekt „Gentechnikfreiheit“ schwer durchführbar (unverhältnismäßig hoher Kostenaufwand), oder aber undurchführbar (wie etwa bei hochgereinigten Präparaten wie Vitaminen, Aromastoffen u.ä.).

Die heute zur Verfügung stehenden Möglichkeiten, um den Konsumenten dennoch weitgehende Sicherheit zu bieten lassen sich wie folgt definieren:

· Verpflichtung zur Offenlegung von Aufzeichnungen des Betriebes zwecks Kontrolle des Zukaufes von Vorprodukten (Warenflusskontrolle)

· Verpflichtung zur Aufbewahrung von Rückhaltemuster (für einen bestimmten Zeitraum) von Zutaten und Hilfsstoffen zwecks Schiedsanalysen im Zweifelsfalle

· Stichprobenkontrollen unter Anwendung von Stichprobenplänen, ggf. auch in Form eines sogen. Monitorings für grössere Produktionseinheiten bzw. -gebiete, analog zur Absicherung von Kontaminationen mit Schwermetallen oder Pestiziden

3.2 Nachweismöglichkeiten für GVO-Lebensmittel und deren Inhaltsstoffe

GVOs enthalten in ihrem Genom ein oder mehrere Gene, die aus artfremden DNA-Sequenzen stammen können ( z.B. Roundup Ready Soja oder Bt-Mais) und für die Pflanze neue Proteine codieren, oder aus arteigenen Genen, die durch einen verkehrten, gegen die 5‘-3‘ Laufrichtung der DNA erfolgten Einbau die daraus resultierende mRNA binden und inaktivieren (z.B. Antimatsch-Tomate). Das Fremd-Gen kann sich im Genom (vorwiegend bei Pflanzen) oder auf Plasmiden (vorwiegend bei Bakterien) befinden.

Aus dieser Tatsache ergeben sich prinzipiell 3 Wege der Beweisführung für das Vorliegen/Nicht-Vorliegen von GVO-Produkten:

· Nachweisbarkeit GVO-spezifischer Eiweissstoffe (Erfassung der Substanzen und/oder  der Aktivitäten, im Falle von Enzymen)

· Nachweisbarkeit von Sekundärmetaboliten als Folge von Enzymaktivitäten

· Nachweisbarkeit GVO-spezifischer DNA („Fremd-DNA“), soferne es sich um Komplett-Lebensmittel handelt oder aber um Zubereitungen und/oder Isolaten, die noch Spuren der GVO-DNA beinhalten

Auf Grund der geänderten Eigenschaften von GVOs können schon phänotypische Kriterien (z.B. Farbe, Grösse, verlängerte Haltbarkeit, u.ä.) zum Nachweis herangezogen werden.

Auch die Veränderungen im Stoffwechsel können als Nachweis dienen: Veränderte Enzymaktivitäten, fehlende bzw. zusätzliche Proteine bzw. Enzyme, veränderte Fettsäuremuster oder Stärkezusammensetzung können mit den üblichen analytischen – insbesondere protein-/immunchemischen – Verfahren erfasst werden.

Wesentlich sicherer ist der direkte Nachweis einer gentechnischen Veränderung auf DNA-Ebene. GVO-spezifische DNA wird gegenwärtig am meisten zum Nachweis, ob Lebensmittel mit Hilfe der Gentechnik hergestellt wurden, genutzt (Brodmann et. al., 1997; Studer et. al., 1997; Hellebrand et. al., 1998; Jany und Greiner, 1998). Das Verfahren beruht  auf der Erkennung der Nukleotidsequenzen der neueingeführten genetischen Information. Voraussetzungen hierfür sind allerdings, dass die gentechnische Veränderung bekannt ist (Herstellerfirma, Patent, Datenbanken), dass im Lebensmittel noch hinreichend intakte rekombinante Desoxyribonukleinsäure (rDNA) vorhanden ist, und dass die Modifizierung nicht ausschliesslich auf Verwendung arteigener Gene (Selbstklonierung) beruht, da solche Modifizierungen auch durch ein natürliches Re-Arrangement von DNA auftreten können.

Der genotypische Nachweis wird vielfach mit spezifischen, synthetischen Oligonukleotiden durchgeführt, die an komplementäre DNA-Sequenzbereiche auf Grund der spezifischen Basenpaarung binden. Zur Detektion mittels Hybridisierungstechnik (Festphasenhybridisierung oder Dot-Blot-Hybridisierung) sind diese Oligonukleotide mit radioaktiven oder fluoreszierenden Markern versehen.

Mit solchen Gensonden lassen sich die gesuchten DNA-Sequenzen und damit auch gentechnisch veränderte Organismen sehr spezifisch nachweisen. In Lebensmitteln, insbesonders in verarbeiteten, kann allerdings die vorhandene DNA-Menge für einen solchen Nachweis zu gering sein, sodass erheblich empfindlichere Nachweismethoden erforderlich sind. Eine derartige Methode steht mit der Polymerasekettenreaktion (PCR) zur Verfügung, die es erlaubt, mit spezifischen Primern (synthetische Oligonukleotide) noch Spuren von DNA enzymatisch zu vervielfältigen (Saiki et. al., 1988).

Zum Nachweis und zur Identifizierung pathogener Mikroorganismen sowie zur Qualitätssicherung und -überprüfung wird die PCR heute im Lebensmittelbereich sehr erfolgreich eingesetzt (Allmann et. al., 1995; Meyer et. al., 1995; Meyer et. al., 1996; Straub et. al., 1999). In einigen Fällen konnte ihre Überlegenheit in Spezifität und Sensitivität gegenüber immunchemischen Methoden demonstriert werden (Allmann et. al., 1993; Meyer et. al., 1993). Die Identifizierung einzelner Lebensmittel, die mit Hilfe der Gentechnik hergestellt wurden, ist bereits beschrieben worden (Meyer, 1995; Ehlers et. al., 1997; Köppel et. al., 1997; Hellebrand et. al., 1998; Hupfer et. al., 1998; Wurz et. al., 1998; Hotzel et. al., 1999; Straub et. al., 1999).

Es ist jedoch noch zu klären, ob generell „Screening-Methoden“, die einen Nachweis über häufig verwendete Promotor- und/oder Terminatorsequenzen erlauben, eingesetzt werden sollen oder ob gezielt auf spezifische Veränderungen hin untersucht werden soll. 

Die Schwierigkeit beim Einsatz der PCR als analytisches Verfahren besteht in der Isolation eines geeigneten DNA-Präparates. Die DNA muss ausreichend aufgereinigt sein, da eine Reihe von Lebensmittelbegleit- und -inhaltsstoffen die PCR schon in sehr geringen Konzentrationen inhibieren. Normalerweise enthält ein Lebensmittel nur wenige solcher Substanzen in Konzentrationen, die die PCR hemmen, durch das DNA-Extraktionsverfahren können diese aber dann doch angereichert werden (Rossen et. al., 1992). Dies ist der wesentliche Grund für die Tatsache, dass die Übertragbarkeit von DNA-Extraktionsmethoden von einem Lebensmittel zu einem anderen nicht problemlos möglich ist. Bisher existieren aber nur wenige grundlegende Untersuchungen zur Kinetik der PCR-Hemmung durch Lebensmittelbegleit- und -inhaltsstoffe.

Um die Konzentrationen der Lebensmittelbegleit- und -inhaltsstoffe, die die PCR inhibieren, im PCR-Ansatz zu reduzieren, sind entsprechende Extraktions- und Anreicherungsverfahren für die Ziel-DNA zu erarbeiten bzw. wenn möglich ein gängiges DNA-Isolationsverfahren an die entsprechende Lebensmittelmatrix zu adaptieren.

Ausserdem kann die Verarbeitung von Lebensmittel die Zugänglichkeit einer PCR-fähigen DNA-Präparation negativ beeinflussen. Während der Lebensmittelverarbeitung kann es zur Fragmentierung der DNA, z.B. durch mechanische Scherkräfte, durch enzymatische Prozesse (Nukleasen) und durch chemische Hydrolyse (saurer pH Bereich), kommen. Zudem kann die Verarbeitung der Lebensmittel zu einem vollständigen Abbau oder zu Entfernung der DNA führen ( Jany und Greiner, 1998; Hörtner, 1999).

Heute kann die Empfindlichkeit der PCR-Methode so weit gesteigert werden, dass sich bereits wenige Moleküle der rDNA nachweisen lassen. Nachweisgrenzen liegen meist bei wenigen Picogramm pro Reaktion. Wurden Lebensmittel aus einem Gemisch von traditionellem und gentechnisch verändertem Material hergestellt, so lassen sich je nach Matrix und verwendetem Extraktionsverfahren zwischen 0,0001 und 0,1 % GVO-Anteil noch detektieren (Hörtner, 1999). Demnächst wird sich vermutlich in nahezu allen Produkten rDNA durch Carry-over-Effekte und Kreuzkontaminationen finden lassen. Dies würde aber bedeuten, dass Lebensmittel, die nachweislich nicht gentechnischen Ursprungs sind, ebenfalls gekennzeichnet werden müssten. Ausserdem können unbeabsichtigte Verunreinigungen (z.B. bei Gebrauch derselben Transporteinrichtungen, Verstaubung, u.ä.) ebenso zu einem positiven Nachweis führen. Um hier eine dem Lebensmittel sachgerechte Kennzeichnung zu erreichen, wurde mit der Verordnung 50/2000 (EG) ein Schwellenwert von 1 % GVO-Anteil festgelegt. Demzufolge sollten technologisch unvermeidbare Kontaminationen mit gentechnisch veränderten DNAs oder Proteinen nicht zu einer verpflichtenden Kenntlichmachung führen. Der Schwellenwert bezieht sich dabei auf jedes einzelne Vorprodukt bzw. auf jede Zutat und nicht nur auf das inverkehrgebrachte Endprodukt.

Für die Kontrolle der Einhaltung dieses Schwellenwerts ist eine Quantifizierung der transgenen DNA notwendig. Die PCR in ihrer einfachen Form ist dafür nicht geeignet. Zur Zeit werden die kompetitive PCR und die TaqMan-Technologie zur Quantifizierung herangezogen.

3.3 Landwirtschaftlich relevante GVOs

Die für die Landwirtschaft derzeit relevanten GVO-Eigenschaften beruhen im wesentlichen auf den nachfolgend angeführten modifizierten Genen (Pfannhauser, 1995; Hörtner,1999):

Reifungsverzögerungsgene (z.B. Tomate, Himbeere)

Herbizidresistenzgene (z.B. Roundup Ready Sojabohne, Raps)

Insektizidresistenzgene (z.B. Bt-Mais)

Virusresistenzgene (z.B. Kürbis)

Antimikrobielle Resistenzgene (z.B. Kartoffel, Reis)

Mikrobielle Leistungsgene (z.B. Starterkulturen für fermentierte Milchprodukte und Rohwürste, Ausbeutesteigerung mikrobieller Metaboliten wie Chymosin, Vitamine, Antibiotika, u.ä.)

Transgene Nutztiere werden voraussichtlich in den nächsten 20 Jahren keine praktische Bedeutung für die Lebensmittelproduktion erlangen (Müller und Brehm, 1995).

Indirekt kommen Nutztiere aber über Futtermittel aus transgenen Pflanzen, über Impfstoffe oder Futtermittelzusatzstoffe (Enzyme, Aminosäuren, Vitamine) aus GVO mit der Gentechnik in Berührung. Unter den Futtermitteln nehmen Soja-Schrot (Ölpresskuchen), Mais und Corngluten sowie Rapsölpresskuchen den Hauptanteil ein. In den Raum der Europäischen Union werden ca. 67 Mio. Tonnen Futtermittel importiert und für 1997 wird angenommen, dass ca. 50 % davon mit transgenen Erzeugnissen gemischt war (Stöhr, 1997). Diese Futtermittel verhalten sich nicht anders in der Tierernährung oder greifen nicht anders in den Stoffwechsel der Tiere ein, als es bei den konventionellen Futtermitteln der Fall ist (Hammond et. al., 1996; Padgette et. al., 1998).

Eine Kontrolle der „Gentechnikfreiheit“ wäre in diesem Falle nur über den Warenfluss möglich. Denn auch die rDNA von GVO-Futtermitteln verhält sich nach heutigem Stand des Wissens hinsichtlich toxischer oder pharmakologischer Nebenwirkungen wie jede andere mit der Nahrung aufgenommene Nukleinsäure, also ungiftig und pharmakologisch inert (WHO 1991).

3.4 Metabolisierung transgener DNA im Säugetierorganismus

Die Desoxyribonukleinsäure (DNA) ist als Makromolekül relativ stabil, dennoch wird freie DNA durch den sauren pH im Pansen der Kuh schnell degradiert und zusätzlich im Dünndarm von pankreatischen Enzymen, wie Ribonuklease, Desoxyribonuklease und Phosphodiesterasen hydrolysiert. Bis vor kurzem hatte man angenommen, dass diese Degradierung der DNA zu 100 % erfolgt und somit keine Resorption der „Fremd“-DNA möglich wäre (McAllan, 1982; Jany, 1994).

Trotzdem gibt es klare Anzeichen dafür, dass alimentäre DNA geschützt durch andere resistente Zellbestandteile intakt die Verdauung übersteht. Daher ist es grundsätzlich nicht auszuschliessen, dass diese Fremd-DNA durch die sogenannten „Peyerschen Plaques“ - das sind durchlässige Bereiche in der Wand des Dünndarms – oder bei relativ kleinen DNA-Fragmenten durch Diffusion durch die Darmmucosa schliesslich über das Lymph- und Blutsystem auch in die Milch gelangen könnte. Neuere tierexperimentelle Untersuchungen an Mäusen von W. Dörfler und R. Schubbert (1998) ergaben, dass Bruchstücke von Fremd-DNA in einer Grösse bis zu fast 1000 bp zwischen 1 und 7 Stunden nach Aufnahme in den Faeces und von bis zu fast 500 bp zwischen 1 und 6 Stunden im Blut auffindbar waren. In Organen konnte die fremde DNA noch 8 Stunden nach der Verabreichung mit der Nahrung nachgewiesen werden (Schubbert et. al., 1998).

In Milch könnte die vom Futtermittel stammende DNA entweder gebunden in peripheren Leukozyten, die beim Melkvorgang vom Eutergewebe in die Milch gelangen, oder als freie DNA in der wässrigen Phase zu finden sein.

Ein derartiger Transfer von Fremd-DNA aus dem Futtermittel über den Verdauungsweg und den Blut-Transport in die Milch könnte die Kontrolle einer Verwendung von transgenen Futtermitteln ermöglichen. Dazu müsste die Futtermittel-DNA bzw. für einen Nachweis geeignete Fragmente mit einer Mindestlänge von einigen 100 bp sowohl die Verdauung überstehen als auch die Blut/Milch-Schranke überwinden.

Die Nachweisbarkeit von Futtermittel-DNA in Kuhmilch war bisher kaum untersucht worden. Ein Beweis für einen Futter-DNA-Transfer bis in die Milch wäre aber der Schlüssel für eine effektive Kontrolle der „gentechnikfreien“ Fütterungsregime im Produkt. 

4 Modell-Design

4.1 Einleitung

Derzeit sind 15 GVOs in der EU zugelassen, davon 6 zur Weiterverarbeitung zu Lebens- und Futtermitteln: Roundup Ready Soja, Mais Bt-176, Mais MON 810, Mais T25, Mais Bt-11 und eine Rapslinie (Hörtner, 1999). Mengenmäßig sind vor allem Soja und Mais interessant, da 1999 weltweit bereits 54 % des Gesamt-Soja-Anbaus aus transgenem Soja bestand – das entspricht 21,6 Millionen ha, und für Mais diese Zahlen mit 28 % und einer Anbaufläche von 11,1 Millionen ha ebenfalls einen steigenden Trend gegenüber den vorangegangen Jahren folgt (Clive J, 1999).

Bei Roundup-Ready Soja handelt es sich um eine neueingebrachte Resistenz gegen das Totalherbizid Roundup (Glyphosat). Durch den Einbau des Gens für das CP4-EPSPS-Enzym aus Agrobacterium-Stamm CP4, das gegen Glyphosat unempfindlich ist, wird die RR-Sojapflanze gegen Glyphosat resistent. Pflanzen ohne dieses Gen werden in ihrer Synthese der aromatischen Aminosäuren gehemmt (Wurz und Willmund, 1997).

Bei den Varietäten des Bt Mais wurde dem Pflanzengenom das Gen für die Toxinbildung aus Bacillus thuringiensis (B.t.), das primär gegen den Maiszünsler, aber auch spezifisch gegen Arten aus den Ordnungen der Schmetterlinge, Zweiflügler und Käfer wirkt, eingeführt (Riegler und Stauffer, 1998).

Um den Einsatz grosser Mengen an gentechnisch veränderten Futtermitteln im Zuge der geplanten In-Vivo-Versuche zu vermeiden, muss ein adäquates Modell gefunden werden, das einen direkten Analogieschluss auf die Nachweisbarkeit von GVOs in Milch zulässt.

4.2 Modell-Parameter

Mais und Soja spielen als Kraftfuttermittelkomponenten bei Milchkühen mengenmäßig die bedeutendste Rolle. Daher muss vor allem die Nachweisbarkeit von transgenem Mais und Soja in Milch überprüft werden, was dann auch als Grundlage für Futtermittelbestandteile bzw. Zusätze dienen kann, die in meist sehr viel kleineren Mengen verabreicht werden.

Die PCR-Analyse stellt den sichersten Nachweis einer gentechnischen Veränderung dar. Immunchemische Methoden, die auf die Bestimmung der exprimierten Proteine, Enzyme oder anderer Synthese-Produkte abzielen, erwiesen sich als unempfindlicher und unspezifischer als der Nachweis auf der DNA-Ebene. Die Methode der Wahl für einen Nachweis transgener Organismen ist daher die enzymatische Amplifizierung von spezifischen DNA-Abschnitten mittels PCR.

Rekombinante und nicht-rekombinante DNA sind in ihrem Aufbau prinzipiell äquivalent. Nur durch die dem Gen zugrunde liegende Abfolge der Basensequenz ergibt sich eine spezielle strukturelle Funktion. Der Molekülaufbau und die Basen selbst unterscheiden sich nicht. Daher unterliegt die DNA sowohl aus transgenen wie auch aus traditionellen Organismen denselben Abbaumechanismen. Es kann daher angenommen werden, dass DNA - ganz gleich welcher Herkunft - im Säugetierorganismus immer in derselben Art und Weise metabolisiert wird. Daher kann die Nachweisbarkeit von traditioneller Futtermittel-DNA als direktes Modell für die Analyse von GVO-DNA in Milch gelten.

Single-Copy-Gene werden zur Zeit bei genmanipulativen Eingriffen in das Erbmaterial von Pflanzen eingesetzt. Bei Roundup Ready Soja und bei den Varietäten von Bt Mais wurde jeweils ein Struktur-Gen aus einem „fremden“ Organismus in das Pflanzengenom neu eingeführt. Für den spezifischen Nachweis der jeweiligen gentechnischen Veränderung wird ein DNA-Abschnitt im Übergangsbereich des insertierten Struktur-Gens in die Promotor- oder Terminator-Region des Gens mittels PCR amplifiziert. Für die Prüfung der Nachweisbarkeit kann auch ein anderes Single-Copy-Gen des jeweiligen Pflanzengenoms fungieren, das mit der gleichen Wahrscheinlichkeit nachgewiesen werden kann. So kann die spezifische Amplifizierung des Soja-Lektin-Gens (Meyer et. al., 1996) oder des Mais-Invertase-Gens (Ehlers et. al., 1997) direkte Rückschlüsse auf die Nachweisbarkeit des jeweiligen transgenen Organismus geben.

Die DNA-Länge hängt neben den Isolationsmethoden in bedeutendem Maße von extrinsischen Faktoren ab. So wird die DNA durch die Verdauung und dem Transport im Blut erwartungsgemäß mehr oder weniger stark durch diverse Enzyme und einen niedrigen pH degradiert. Um ein Futtermittel mit der mindestens gleich grossen Wahrscheinlichkeit nachzuweisen, wie die rekombinante DNA desselben Futtermittels, müssen die durch PCR erhaltbaren Amplifikat-Längen im gleichen Bereich liegen bzw. sogar ein wenig kürzer sein als die des Transgenen-Nachweises.

Die Konzentration von Futtermittel-spezifischer DNA im Versuchstier bzw. in dessen Ausscheidungen wird naturbedingt von der Menge des verabreichten Futtermittels mitbestimmt. Wird bei Ingestion eines Vielfachen der üblichen Menge eines speziellen Futtermittels keine spezifische Pflanzen-DNA in der Milch gefunden, kann mit grosser Wahrscheinlichkeit angenommen werden, dass unter üblichen Fütterungsbedingungen kein positiver Nachweis möglich wäre. Umgekehrt kann bei einem positiven Ergebnis durch abgestufte Reduktion der Menge an verabreichtem Futtermittel die Wahrscheinlichkeit eines positiven Nachweises unter Normalbedingungen quantifiziert werden.

Ausserdem werden transgene Futtermittel oft im Gemisch mit traditionellen verabreicht, was die Sicherheit der in diesem Modell erzielbaren Ergebnisse vergrössert.

4.3 Modell-Auswahl

Für die Modellversuche zur Nachweisbarkeit von GVOs in Milch wurde handelsübliches Futter gewählt. Bei den Fütterungsversuchen wurde eine ungefähr um das 5fache gesteigerte Menge an den Futtermittelkomponenten Soja und Mais eingesetzt.

Mittels PCR wurde ein spezifisches 118 bp Fragment des Soja-Lektin-Gens bzw. ein 226 bp Fragment des Mais-Invertase-Gens amplifiziert, beide DNA-Abschnitte kommen sowohl im transgenen als auch traditionellen Pflanzengenom vor. Die Amplifikate des gewählten PCR-Systems liegen leicht unter der Fragmentlänge der üblicherweise für die Transgenen-Nachweise erhaltbaren Fragmentgrössen. Es wurden jeweils DNA-Abschnitte aus Single-Copy-Genen traditioneller Futterpflanzen amplifiziert, die direkten Rückschluss auf die Nachweisbarkeit transgener Pflanzen bieten.

Durch die Auswahl dieses Modells kann ein direkter Rückschluss auf die Nachweisbarkeit von GVO-Futtermitteln in Milch gezogen werden.

5 Isolierung von Pflanzen-DNA

5.1 Problemstellung

Zur Ermittlung von Kenndaten (Sensitivität, Reproduzierbarkeit, Robustheit) bei der Erprobung diverser Nachweisverfahren von Pflanzen-DNA in bovinem Blut und bovinen Sekreten (Milch, Harn, Kot), war es notwendig eine grosse Menge möglichst reiner DNA zur Verfügung zu haben. Bekannte DNA-Mengen wurden dann in Spike-Versuchen eingesetzt, um die Leistungsfähigkeit und die Nachweisgrenzen verschiedener Methoden zu ermitteln.

In den Modellversuchen wurde mit handelsüblichem Mais und Soja gearbeitet. Die Versuche wurden zuerst nur mit einer Futterpflanze - nämlich Soja - durchgeführt und nachfolgend wurden unter Einbeziehung der erworbenen Erkenntnisse die ausgearbeiteten Methoden für Mais adaptiert. Prinzipiell waren keine grossen Abweichungen zu erwarten, was aber trotzdem geprüft und bestätigt werden musste.

5.2 Material und Methoden

Für die DNA-Isolierung aus Soja-Mehl oder Soja-Futterschrot wurden vier bereits beschriebene Methoden getestet, die zum Teil mit abgeänderten Protokollen zur Anwendung kamen. Die Wahl der Methoden begründete sich einerseits auf Veröffentlichungen und andererseits auf Erfahrungen einiger Mitarbeiter am Zentrum für Angewandte Genetik an der Universität für Bodenkultur, Wien. Auf ihre Eignung wurden folgende Methoden getestet:


Chelex-Extraktion


CTAB-Extraktion gemäß LMBG § 35


DNeasy Plant Kit der Firma Quiagen


Wizard Genomic DNA Purification Kit der Firma Promega

Die genannten Methoden stützen sich auf unterschiedliche chemisch-physikalische Trennverfahren zur Isolation und Reinigung der DNA aus der jeweiligen Matrix.

Chelex 100

Dieses Harz ist ein Copolymer aus Styrol-Divinylbenzen, das Iminodiacetat Ionen enthält, die als Chelatoren für mehrwertige Ionen fungieren. Es besitzt eine hohe Affinität und Selektivität für Metallionen. Dieses Harz wurde ausgewählt, da es nicht nur geladene Moleküle sondern vor allem auch die PCR inhibierende zweiwertige Metallionen zu eliminieren vermag und ausserdem ein schnelles Verfahren darstellt.

Das verwendete Protokoll stammte vom Zentrum für Angewandte Genetik (ZAG) an der Universität für Bodenkultur, Wien, das für die DNA-Extraktion aus Eichenblättern optimiert worden war. Zu ca. 100 mg zerkleinertem Pflanzenmaterial wurden 400 (l Wasser hinzupipettiert und mit einer Spatelspitze Chelex 100 versetzt. Der Ansatz wurde gemischt durch extensives Vortexen und für 10 min bei 99 °C inkubiert. Nach einer anschliessenden Zentrifugation bei 14.800 g wurde der Überstand in ein neues Reaktionsgefäß überführt und vor jeder Entnahme bei 14.800 g zentrifugiert. 

CTAB (Cetyltrimethylammoniumbromid)

Das verwendete Protokoll wurde aus der Amtlichen Sammlung von Untersuchungsverfahren nach § 35 LMBG entnommen. Die Methode gründet sich auf eine Extraktion mit CTAB, einem nicht-ionischen Detergens, das mit Nukleinsäuren einen unlöslichen Komplex bildet, wenn die NaCl-Konzentration im Puffer gesenkt wird, denn der Nukleinsäure-CTAB-Komplex ist nur in hohen Salzkonzentrationen löslich. Polysaccharide, phenolische Komponenten, und andere Enzym-inhibierende Substanzen in Pflanzenzellen werden effizient entfernt, indem diese Stoffe unter den vorherrschenden Reaktionsbedingungen nicht präzipitieren und im Überstand bleiben.

Es wurden ca. 100 mg Pflanzenmaterial durch Flüssigstickstoff und Mörser fein zerkleinert und noch vor dem Auftauen mit 500 (l CTAB-Extraktionspuffer (20 g /l CTAB, 1.4 mol/l NaCl, 0.1 mol/l TRIS, 20 mmol/l EDTA, pH 8.0) versetzt und für mindestens 3 h, meist aber über Nacht, bei 65 °C inkubiert. Nach Abtrennung des groben Zellmaterials durch Zentrifugation bei 14.800 g wurde der Überstand mit 200 (l Chlorform extrahiert. Schliesslich wurde die DNA mit zwei Volumen CTAB-Präzipitationspuffer gefällt und das nach Zentrifugation erhaltene Pellet in 350 (l 1,2 M NaCl-Lösung gelöst. Nach Ausschütteln der Lösung in einem Volumen Chloroform wurde die DNA in 0,6 Volumen Isopropanol gefällt, das Pellet mit 500 (l 70%igem Ethanol gewaschen und nach dem Trocknen in 100 (l TE-Puffer (10 mM Tris/HCl, 1 mM EDTA) aufgenommen.

DNeasy Plant Kit

Die Methode dieses Kits basiert auf Adsorption der DNA an immobilisiertem Silica-Gel, welches in Form von Reinigungssäulchen angeboten wird. Es wurden ca. 100 mg fein zerkleinerte Probe mit 400 (l Extraktionspuffer und RNase versetzt und für 10 min bei 65 °C inkubiert. Nach Zugabe von 130 (l Präzipitationslösung wurde der Ansatz durch ein Filtersäulchen von Zellbestandteilen und präzipitierten DNA-Begleitstoffen befreit. Das Filtrat wurde mit DNA-Präzipitationspuffer und Ethanol versetzt und in das Reinigungssäulchen überführt. Schliesslich wurde die an das Silica-Gel adsorbierte DNA mit zwei Ethanol-hältigen Waschpuffern gewaschen und mit 100 (l TE-Puffer eluiert.

Wizard Genomic DNA Purification Kit

Dieser Kit wurde wegen seines einfachen Protokolls und seiner raschen Aufreinigung der DNA ausgewählt. Er basiert auf einer chemischen Fällung der Proteine und Begleitstoffe und nachfolgender Abtrennung durch Zentrifugation und einer klassischen Reinigung/Konzentrierung der DNA mit Isopropanol und Ethanol.

Es wurden ca. 40 mg zerkleinertes Pflanzenmaterial aufgearbeitet und in 600 (l Lyse-Puffer 15 min lang bei 65 °C inkubiert. Nach einer RNase-Behandlung bei 37 °C für 15 min wurden 200 (l Protein-Präzipitationslösung zugesetzt und durch starkes Vortexen gemischt. Der Überstand wurde in ein neues Reaktionsröhrchen überführt, mit 600 (l Isopropanol ausgefällt und das nach Zentrifugation erhaltene Pellet mit 70 % igem Ethanol gewaschen. Nach dem Trocknen des Pellets wurde die DNA in 100 (l TE-Puffer gelöst.

Ausbeute und Reinheit der isolierten DNA

Die Menge und Reinheit der mit den oben beschriebenen Protokollen isolierten DNA wurden mittels spektrophotometrischen Methoden bestimmt. Die Absorption der DNA bei 260 nm diente zur Mengenabschätzung, der Quotient der Absorptionen bei 260/280 nm gab Aufschluss über die erzielte Reinheit der Isolate. Für gute Reinheit steht ein Wert von 1,7 - 1,9. Bestätigt wurde die DNA-Menge fluorometrisch mit Hilfe des Fluoreszenzfarbstoffs H33258, ein Produkt der Fa. Hoechst (Anregung bei 365 nm, Emission bei 458 nm).

5.3 Ergebnisse

Die CTAB-Methode und die beiden DNA-Isolierungskits Wizard und DNeasy Plant waren vergleichbar gut für unsere Anwendungszwecke geeignet. Die Unterschiede in der Ausbeute und Reinheit der isolierten DNA nach Anwendung der genannten Methoden sind in nachfolgender Tabelle zusammengefasst. Bei allen getesteten Extraktionsverfahren waren grosse Unterschiede zwischen den ermittelten Mengen mittels Spektrophotometrie (bei 260 nm) einerseits und Fluorometrie andererseits (365 nm/458 nm) zu verzeichnen, was bei der Chelex- und der CTAB-Extraktion teilweise auf die mitgereinigte RNA zurückzuführen war, da bei diesen Methoden keine RNase-Behandlung vorgesehen war. Später durchgeführte Untersuchungen zeigten, dass ca. zwei Drittel der vermeintlichen DNA-Ausbeute der mitisolierten RNA zuzuschreiben waren. Die Extraktion mit Chelex ergab zwar die beste Ausbeute, jedoch keine zufriedenstellenden Ergebnisse in Bezug auf die erwünschte Reinheit.

Die Kits bieten vor allem eine große Zeitersparnis und liefern relativ reine DNA. Dagegen stehen die Kosten, die sich verglichen mit dem klassischen CTAB-Verfahren auf das ca. 20fache pro Probe belaufen. Das CTAB-Verfahren bietet den Vorteil, dass die eingesetzte Probenmenge sehr flexibel ist und sehr leicht für größere Ausgangsmengen adaptiert werden kann. Für die nachfolgenden Extraktionen wurde Soja-DNA meist mittels CTAB-Methode isoliert. Der DNeasy Plant Kit der Firma Quiagen wurde nur dann verwendet, wenn sehr reine Soja-DNA sehr rasch isoliert werden sollte.

Tabelle 5.1: Vergleich der DNA-Ausbeuten [ng] der jeweils getesteten Extraktionsmethoden für Soja (bezogen auf 100 mg Soja-Schrot)

Methode
A260 nm
H33258
Faktor
A260/280 nm

Chelex
3603,3
78,0
48,0
1,4

CTAB
440,0
21,7
20,7
2,2

DNeasy
60
5,9
10
1,9

Wizard
860
52,7
13
1,6

6 Optimierung der PCR (Polymerase-Kettenreaktion)

6.1 Problemstellung

Für den Nachweis von Futtermittel-DNA in Milch und Milchprodukten werden spezifische DNA-Fragmente nach der Extraktion und der Reinigung der isolierten Gesamt-DNA enzymatisch vermehrt. Die Vermehrung der DNA-Fragmente erfolgt durch eine thermostabile Polymerase, die in einer gesteuerten Kettenreaktion DNA-Fragmente amplifiziert, wodurch eine Signalverstärkung um das 105 bis 109fache erreicht wird. Als Voraussetzung für einen erfolgreichen Nachweis spezifischer DNA-Fragmente gelten neben der Menge und der Reinheit der isolierten DNA vor allem auch die Reaktionsbedingungen für die enzymatische Amplifikation. Folglich mussten, um eine möglichst gute Nachweisgrenze zu erreichen, jegliche Faktoren, die auf die Empfindlichkeit der Methode Einfluss nehmen, getestet und optimiert werden. Besonderer Bedeutung kam dabei der Primerauswahl, der Zusammensetzung des Reaktionspuffers und dem Temperatur-/Zeit-Programm zu.

Zur Vermehrung spezifischer DNA-Fragmente benötigt die Polymerase kurze doppelsträngige DNA-Abschnitte als Startpunkt der Amplifizierung. Durch Hitze-Denaturierung erreicht man eine Auftrennung der DNA in ihre Einzelstränge. In diesem Zustand können sich kleine Fragmente, sogenannte Primer, an komplementäre Abschnitte der DNA anlagern, wo die Replikation des originalen DNA-Stranges beginnen kann. Durch Einsatz zweier Primer, die jeweils zu einem Abschnitt auf jeweils einem der DNA-Stränge komplementär sind, lassen sich Fragmente genau definierter Länge amplifizieren, die nach gelelektrophoretischer Auftrennung sichtbar gemacht und identifiziert werden können. Voraussetzung für einen spezifischen Nachweis mittels PCR ist die Kenntnis der Basen-Sequenz des zu amplifizierenden DNA-Abschnitts und die Einzigartigkeit des gewählten Gen-Abschnitts. Ausserdem sind die Komposition und die Länge der als Primer eingesetzten Oligonukleotide von entscheidender Bedeutung für die effiziente Anlagerung an die DNA und damit für die erfolgreiche Amplifizierung des gewünschten DNA-Abschnitts.

Weiters hängt die Spezifität und Effizienz des Nachweises von der Temperatur ab, die während der Anlagerung an die DNA, das sogenannte Annealing, herrscht. Durch die Länge des Primers und dem relativen Gehalt der verschiedenen Basen zueinander ergibt sich eine optimale Annealing-Temperatur, die bestimmt, wie genau der jeweilige Primer zum Template passen muss, um sich an die DNA anzulagern. Wird eine zu niedrige Temperatur gewählt, kommt es zur Anlagerung der Primer auch an nicht exakt komplementäre Sequenzen des Templates und dadurch zu unspezifischen Amplifikaten. Die in der nachfolgenden elektrophoretischen Auftrennung erhaltenen Banden von unspezifischen Nebenprodukten können die Identifikation der gesuchten Bande erschweren oder gar unmöglich machen. Ausserdem konkurrieren diese Nebenprodukte bei der PCR mit der Target-Sequenz, sodass unter Umständen kein Signal für das gesuchte Fragment erhalten wird, obwohl es in der Probe vorhanden ist. Zu hohe Annealing-Temperaturen verhindern eine Renaturierung der DNA und somit verringert sich die statistische Wahrscheinlichkeit einer Anlagerung der Primer an die gewünschten DNA-Abschnitte - es wird in diesem Fall kein Produkt gebildet.

Die enzymatische Vermehrung spezifischer DNA-Fragmente mittels Polymerase wird durch eine immer wiederkehrende Abfolge bestimmter Temperaturen erreicht, die bei jedem Zyklus zu einer Denaturierung der DNA (ca. 95 °C), einem Annealing der Primer an die DNA (45 – 70 °C) und einer Extension der DNA-Fragmente (60 – 72 °C) führen. Da bei jedem Zyklus jeweils ein Fragment verdoppelt wird und bei jedem nachfolgenden Zyklus jeweils das Original und die Kopie verdoppelt werden, erreicht man nach n Zyklen 2n gleich lange DNA-Fragmente mit jeweils derselben Basensequenz. Um eine sehr gute Nachweisgrenze zu erreichen, wird man möglichst viele Zyklen durchlaufen, da die Ausbeute theoretisch proportional mit der Zyklenzahl steigt. Praktisch ist diese Zyklenzahl jedoch limitiert durch die Stabilität und Aktivität der Polymerase und die gewünschte Spezifität des Nachweises.

Schliesslich sind die Eigenschaften der eingesetzten Polymerase und die Zusammensetzung des Reaktionspuffers für die Spezifität und Effizienz der Amplifikation von Bedeutung. Die Salzkonzentration und der pH des Reaktionspuffers müssen auf die Anforderungen des Enzyms abgestimmt sein, wobei diese von den Providern meist getestet und optimiert wurden. Entscheidend ist jedoch die Magnesium-Konzentration im Puffer, die variabel ist und empirisch ermittelt werden muss. Magnesium ist essentiell für die Aktivität der Polymerase. Die optimale Konzentration ist jedoch stark von den Primern und dem Template abhängig und kann üblicherweise zwischen 1 und 4 mM betragen. Bei zu geringen MgCl2-Konzentrationen kann die Polymerase nicht ihre volle Aktivität entfalten, was auf Kosten von Produktausbeute und Nachweisgrenze geht. Bei zu hohen MgCl2-Konzentrationen kommt es zur Amplifikation unerwünschter Nebenprodukte, was die Identifikation erschwert und schliesslich genauso die Nachweisgrenze verschlechtert.

Da in der Milch nur sehr geringe Mengen an Futtermittel-DNA zu erwarten waren, waren eine möglichst niedrige Nachweisgrenze und gleichzeitig grösstmögliche Spezifität für die geplanten Untersuchung unbedingt erforderlich. Obwohl die PCR mit nachfolgender Gel-Elektrophorese das letzte Glied der Nachweismethode darstellt, ist sie der Schlüssel für aussagekräftige Ergebnisse und wurde somit zeitlich vor allen anderen Teilbereichen der Nachweismethode für unsere Anwendungszwecke optimiert.

6.2 Material und Methoden

6.2.1 Primer-Auswahl

Aus der publizierten Literatur wurden Primer ausgewählt, die jeweils einen spezifischen Abschnitt der Soja- bzw. Mais-DNA amplifizieren und deren Vervielfältigungsprodukte nach der PCR leicht und sicher von der bovinen genomischen bzw. der sonst noch in der Milch befindlichen DNA (Mikroorganismen, Verunreinigungen, etc.) unterschieden und identifiziert werden können.

Für den Soja-Nachweis waren dies zwei Primer-Paare, die jeweils spezifisch ein Fragment des Soja-Lectin-Gens, amplifizieren. Das Primer-Paar GM01/GM02 amplifiziert einen 414 bp Abschnitt, das Primer-Paar GM03/GM04 vervielfältigt ein 118 bp Fragment (siehe Tabelle 6.1). Beide Primer können auch in einer nested PCR eingesetzt werden (Meyer et. al., 1996). Für den spezifischen Mais–Nachweis wurde das Primer-Paar IVR1/IVR2 gewählt (Ehlers et. al., 1997), das ein 226 bp Fragment des Mais-Invertase-Gens amplifiziert (siehe Tabelle 6.1).

Die Primer wurden auf Grund mehrfacher Literaturstellen ausgewählt. Sie waren bereits in mehreren Ringversuchen getestet worden. Ausserdem waren sie bei Nachweisen von Beimengungen/Verfälschungen in tierischen Produkten zum Einsatz gekommen, was einen erfolgreichen, spezifischen Nachweis von Mais- oder Soja in Milch und Milchprodukten sehr wahrscheinlich machte. Die Tatsache, dass die beiden Primer-Paare für den Soja-Nachweis für die Verwendung in einer nested PCR geeignet waren, könnte für eine sensible Nachweismethode von entscheidender Bedeutung sein. Das Primer-Paar GM03/GM04 amplifiziert ein Fragment, das innerhalb des Produktes aus der PCR mit GM01/GM02 stammt. Die amplifizierten Fragmente sowohl des Mais- als auch des Soja-Nachweises sind relativ kurz, was in Anbetracht der Degradierung der DNA durch die Verdauung der Kuh und teilweise durch nachfolgende Extraktionsmethoden für eine erfolgreiche Amplifikation wichtig sein könnte.

Zusätzlich zu den Primern für den jeweils spezifischen Futtermittel-Nachweis wurde ein Primer-Paar ausgewählt, das der Qualitätskontrolle der isolierten DNA aus bovinen Körperflüssigkeiten und Sekreten dienen sollte. Die Primer JK302 und JK501 (Medrano J.F. und Aguilar-Cordova E.) flankieren ein 350 bp Fragment des kappa-Casein-Gens (siehe Tabelle 6.1). Nur bei PCR-Fähigkeit der isolierten DNA würde dieses Fragment amplifiziert werden; dadurch würde gewährleistet, dass die in die PCR eingesetzte DNA-Menge ausreichend und die DNA-Reinheit den Anforderungen der PCR entsprechen würden.

Es galt zu prüfen, ob die Amplifikate aus den Extrakten aus Mais oder Soja denen aus den Extrakten aus mit Mais- oder Soja-DNA gespickter Milch entsprachen und ob unspezifische Nebenprodukte amplifiziert würden.

6.2.2 Mastermix

Für jeden PCR-Ansatz wurde ein Mastermix hergestellt, der alle erforderlichen Zutaten für die PCR enthielt ausser das Template. Der Mastermix schafft homogene Bedingungen für alle Reaktionen eines Ansatzes, sodass deren Ergebnisse vergleichbar sind. Er wurde jeweils frisch für 4 bis 50 Proben bereitgestellt. Die Arbeitsfläche, die Hilfsmittel, das Millipore Wasser und die Reaktionsgefäße wurden vor dem Ansetzen des Mastermix durch kurzwellige UV-Strahlung (254 nm) für mindestens 4 h, meist aber über Nacht, dekontaminiert. Bei jeglicher Arbeit wurden Handschuhe getragen und bei vermuteter Verschmutzung wurden diese gewechselt, um jegliche Kontamination zu vermeiden. Außerdem wurden die Arbeiten an einer sterilen Werkbank mit steriler laminar strömender Umluft erledigt.

Bei jedem Lauf wurde auch eine Negativprobe (PCR-Ansatz ohne Template-DNA) zur Kontrolle sekundärer Verunreinigungen, eine Positivprobe (reine Mais- bzw. Soja-DNA bekannter Konzentration) zur internen Kontrolle der Funktion der PCR und diverse Vergleichsproben (Nicht-Mais-DNA bzw. Nicht-Soja-DNA) zur Kontrolle der Spezifität der PCR mitbestimmt.

6.2.2.1 Taq Polymerase

Die Leistungsfähigkeit zweier Taq Polymerasen wurde anhand einer DNA-Verdünnungsreihe getestet. DNA wurde aus Soja-Mehl mittlels CTAB-Methode isoliert und die DNA-Menge durch Absorptionsmessung bei 260 nm abgeschätzt und später durch fluorometrische Messung mit dem Farbstoff 33258 (Hoechst) bestätigt. Die DNA wurde mit sterilem Millipore Wasser jeweils um den Faktor 10 seriell verdünnt, sodass Proben mit DNA-Konzentrationen zwischen 200 und 0,002 ng Soja-DNA pro PCR-Ansatz erhalten wurden.

Es wurden zwei Mastermix hergestellt, die sich jeweils in der Zusammensetzung des 10x Reaktionspuffers und durch die verwendete Polymerase unterschieden. Es wurde eine Taq DNA Polymerase der Firma Fermentas mit einem 10x Puffer bestehend aus 100 mM Tris-HCl (pH 8.8), 500 mM KCl und 0,8 % Nonidet P40 im Vergleich mit der AmpliTaqGold Polymerase der Firma Perkin Elmer, einer Hot Start Polymerase (basierend auf Schutzkolloid, Hitze-aktivierbar) mit einem 10x Puffer zusammengesetzt aus 100 mM Tris-HCl (pH 8,3) und 500 mM KCl getestet. In beiden Systemen wurden 0,2 mM dNTP-Mix, 0,2 (M je Primer (GM01/GM02) und 1,5 mM MgCl2 verwendet. Jegliche Proben wurden gemeinsam in einem Lauf amplifiziert. Der Probenansatz von 25 (l in 0,2 ml dünnwandigen PCR-Tubes wurde mit 25 (l Mineralöl überschichtet, bevor das Temperatur/Zeit-Programm gestartet wurde. Die PCR wurde in einem Mastercycler Personal der Firma Eppendorf durchgeführt. Nach einer Denaturierungsphase von 10 min bei 95 °C wurden 45 Zyklen zu je 30 s bei 95 °C, 30 s bei 60 °C und 1 min bei 72 °C durchlaufen. Abschließend wurde eine Extensionsphase von 3 min bei 72 °C angeschlossen. Es wurden 45 Zyklen gewählt, um möglichst kleine DNA-Mengen nach der PCR-Amplifikation noch detektieren zu können. Es war jedoch zu überprüfen, ob durch diese große Zyklenzahl bei gleichzeitig relativ hoher Polymerasen-Konzentration keine unerwünschten unspezifischen Amplifikate erhalten würden.

6.2.2.2 MgCl2 Konzentration

Zur Ermittlung der optimalen MgCl2-Konzentration wurden Reaktionsansätze mit Konzentrationen von 1, 1,5, 2 und 2,5 mM MgCl2 vorbereitet und jeweils idente Mengen an Soja-DNA mittels PCR analysiert.

Zum Reaktionspuffer (bestehend aus 100 mM Tris-HCl (pH 8.8), 500 mM KCl und 0,8 % Nonidet P40), 0,2 mM dNTP-Mix (bestehend aus je 0,2 mM dATP, dTTP, dCTP und dGTP), 0,2 (M jedes der beiden Primer (GM03 und GM04 oder IVR1 und IVR2), 1 Unit Taq DNA Polymerase und ca. 2 ng Mais- bzw. Soja-DNA wurden verschiedene Magnesiumchlorid-Konzentrationen pipettiert (1 mM, 1,5 mM, 2 mM, 2,5 mM, 3, 3,5 und 4 mM MgCl2). Der Probenansatz von 25 (l in 0,2 ml dünnwandigen PCR-Tubes wurde mit 25 (l Mineralöl überschichtet, bevor das Temperatur/Zeit-Programm gestartet wurde. Die PCR wurde in einem Mastercycler Gradient der Firma Eppendorf durchgeführt. Nach einer Denaturierungsphase von 10 min bei 95 °C wurden 35 Zyklen zu je 30 s bei 95 °C, 30 s bei 68 °C für Mais und bei 60 °C für Soja, und 1 min bei 72 °C durchlaufen. Abschliessend wurde eine Extensionsphase von 3 min bei 72 °C angeschlossen.

Je 10 (l der PCR-Ansätze wurden schliesslich in einem 1,2 %igen Agarosegel aufgetrennt und ausgewertet.

6.2.3 Temperatur/Zeit-Programm

Alle PCR-Reaktionen wurden von einem Mastercycler Personal bzw. Mastercycler Gradient der Firma Eppendorf bewerkstelligt. Bei der Bestückung der Probenkammern wurde trotz Garantie eines minimalen Temperaturgradienten innerhalb des Heizblocks darauf geachtet, dass die Ecken entweder mit den Positivproben oder mit keiner Probe belegt waren.

6.2.3.1 Denaturierung

Gemäß der Angabe der Firma Perkin Elmer wurde für die Aktivierung der AmpliTaqGold Polymerase ein Vorinkubationsschritt von 10 min bei 95 °C gewählt. Neben der Enzymaktivierung wird bei diesem Schritt auch die DNA besser entspiralisiert und denaturiert.

6.2.3.2 Annealing Temperatur 

Zur Optimierung der Annealing-Temperaturen der verschiedenen Primer wurden für jedes Primer-Paar je 10 idente PCR-Ansätze hergestellt. Die Ansätze wurden je 35 Zyklen einer PCR unterworfen, deren Annealing-Temperaturen in einem Gradienten-Block zwischen 52 und 72 °C gehalten wurden, sodass von einer Probe zur anderen ein Temperaturunterschied von durchschnittlich 2 °C vorherrschte.

Für die Primer-Paare GM01/GM02 und GM03/GM04 wurde jeweils ein Mastermix mit folgender Zusammensetzung hergestellt: 10X Reaktionspuffer (100 mM Tris-HCl (pH 8,3) und 500 mM KCl), 0,2 mM dNTP-Mix, 0,2 (M je Primer (GM01/GM02 für Mix 1 und GM03/GM04 für Mix 2), 1,5 mM MgCl2, 1 U AmpliTaqGold Polymerase und ca. 2 ng Soja-DNA aus Soja-Mehl. Für den Mais-Nachweis setzte sich der Mastermix wie folgt zusammen: 10X Reaktionspuffer, 0,2 mM dNTP-Mix, 0,2 (M je Primer (IVR1/IVR2), 2 mM MgCl2, 1 U AmpliTaqGold Polymerase und ca. 1 ng Mais-DNA aus Mais-Grieß. Die Probenansätze von je 25 (l in 0,2 ml dünnwandigen PCR-Tubes wurden mit je 25 (l Mineralöl überschichtet. Die Amplifikation erfolgte jeweils in einem Mastercycler Gradient der Firma Eppendorf (Deutschland) mit folgendem Temperatur-/Zeitprogramm: nach einer Denaturierungsphase von 10 min bei 95 °C wurden jeweils 45 Zyklen zu je 30 s bei 95 °C, 30 s bei 52 – 72 °C und 1 min bei 72 °C durchlaufen. Abschliessend wurde jeweils eine Extensionsphase von 5 min bei 72 °C angeschlossen.

Je 10 (l der PCR-Ansätze wurden schliesslich in einem 1,2 %igen Agarosegel aufgetrennt und ausgewertet.

6.2.3.3 Extension

Die AmpliTaqGold besitzt so wie fast alle DNA-Polymerasen, die in der PCR eingesetzt werden, ihre maximale Aktivität bei 60 bis 72 oC. Es wurde eine Extensionstemperatur von 72 °C gewählt. Um eine möglichst quantitative Elongation von eventuell während der 35 bis 45 PCR-Zyklen unvollständig synthetisierten Produkten zu erzielen, wurde der abschliessende Extensionsschritt in allen Reaktionen auf 5 min verlängert.

6.2.3.4 Zyklenzahl

Um eine möglichst hohe Sensitivität zu erhalten, musste eine möglichst hohe Zyklenzahl gewählt werden. Der Einfluss der Zyklenzahl auf die Nachweisgrenze wurde ermittelt, indem idente Ansätze jeweils demselben PCR-Temperatur-/Zeitprogramm unterworfen wurden mit dem Unterschied, dass ein Set von Proben nur 35 Zyklen, ein zweites Set jedoch 45 Zyklen durchlief. Ein Probenset umfasste jeweils eine Verdünnungsreihe von Soja-DNA in Wasser, sodass zwei idente Sets von Proben mit 0,2, 2, 20 und 200 pg Soja-DNA/PCR-Ansatz bereitstanden. Um auch den Einfluss der Zyklenzahl auf die Nachweisgrenze für Soja-DNA aus gespickter Rohmilch zu ermitteln, wurden je 200 ml Rohmilch mit je 0, 2, 20, 200 und 2000 pg Soja-DNA/ml Rohmilch gespickt, nach Extraktion der freien DNA aus Rohmilch wurden jeweils 35 bzw. 45 PCR-Zyklen durchlaufen. Es galt zu untersuchen, wie stark sich die Erhöhung der Zyklenzahl auf die Sensitivität und die Spezifität des Nachweises auswirkte.

6.2.4 Gel-Elektrophorese

Zur Auftrennung der PCR-Produkte wurden Agarose-Gele verwendet. Zur besseren Auflösung für DNA-Fragmente < 1 kb kam 0,5x TBE (Tris-Borat mit EDTA) als Wannen- und Gel-Puffer zum Einsatz. Die Elektrophorese erfolgte bei 7,5 V/cm.

Da die erwarteten Amplifikate relativ klein waren (118 – 414 bp) mussten verschiedene Konzentrationen an Agarose getestet werden. Es sollte einerseits der Material- und Zeitaufwand möglichst gering halten werden, und trotzdem eine genügend große Trennschärfe erreicht werden. Getestet wurden Agarose-Gele von 0,7, 1,2, 1,5 und 2 %iger Stärke.

6.3 Ergebnisse und Diskussion

6.3.1 Primer

Bei Verwendung der Primer GM01/GM02 und GM03/GM04 konnte Soja-DNA verlässlich nachgewiesen werden, auch dann, wenn Soja-DNA zu Milch oder Milchprodukten zugesetzt worden war. Bei GM03/GM04 wurden zwar auch unspezifische Nebenprodukte amplifiziert, wenn Soja in gespickter Milch nachgewiesen wurde, diese lagen jedoch in einer Grössenordnung von 500 bp und konnten daher leicht von dem 118 bp Fragment des Soja-Lektin-Gens unterschieden werden (siehe Abbildung 6.8). Beim Mais-Nachweis mit IVR1/IVR2 war Mais sowohl in reinem Zustand als auch im Gemisch mit Soja oder Milch und Milchprodukten eindeutig bestimmbar und es konnten keine amplifizierten Nebenprodukte detektiert werden.

Das Primer-Paar JK501/JK302 zur Amplifikation eines 350-bp Fragments des bovinen kappa-Casein-Gens (-CN eignete sich sehr gut für die Kontrolle der Amplifizierbarkeit der extrahierten DNA aus Milch und Milchprodukten (siehe Abbildung 6.1). Nur wenn die extrahierte DNA frei von Inhibitoren war, wurde das 350 bp Fragment amplifiziert. Es wurde aber in jedem Fall gebildet, wenn DNA aus Milch und Milchprodukten in ausreichender Menge und guter Reinheit gewonnen wurde, ganz gleich welche Fraktion der Milch oder welches Verarbeitungsprodukt untersucht wurde. Durch diese Qualitätskontrolle konnten falsch negative Ergebnisse beim Futtermittelnachweis ausgeschlossen werden, da auch bei Erhalt keines Amplifikats beim Mais- bzw. Soja-Nachweis in Milch und Milchprodukten dieses 350 bp Fragment amplifiziert wurde.

Da in Milch und Milchprodukten eine ausreichende Menge an arteigener DNA zu erwarten war und daher die Amplifizierung des 350 bp Fragments des kappa-Casein-Gens keinen kritischen Faktor für den angestrebten Futtermittelnachweis in Milch darstellte, wurden die PCR-Parameter für diesen Nachweis nicht weiter optimiert. Es wurden die in der Literatur beschriebenen Reaktionsbedingungen übernommen.

Tabelle 6.1: Primer für den spezifischen Mais- bzw. Soja-Nachweis in Milch

Primer
Sequenz
Amplifikat

Soja



GM01
5’-TGC CGA AGC AAC CAA ACA TGA TCC T-3’


GM02
5’-TGA TGG ATC TGA TAG AAT TGA CGT T-3’
414 bp

GM03
5’-GCC CTC TAC TCC ACC CCC ATC C-3’


GM04
5’-GCC CAT CTG CAA GCC TTT TTG TG-3’
118 bp

Mais



IVR1
5’-CCG CTG TAT CAC AAG GGC TGG TAC C-3’


IVR2
5’-GGA GCC CGT GTA GAG CAT GAC GAT C-3’
226 bp

Kuh



JK302
5’-GCC CAT TTC GCC TTC TCT GTA ACA GA-3’


JK501
5’-ATC ATT TAT GGC CAT TCC ACC AAA G-3’
350 bp
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Abbildung 6.1: Prüfung auf Amplifizierbarkeit der extrahierten DNA Amplifizierung eines 350-bp Fragments des bovinen kappa-Casein-Gens (-CN nach DNA Extraktion aus den Fraktionen von 200 ml Rohmilch, Bahn 1: 100-bp Marker, Bahn 2: Puffer (ohne DNA), Bahn 3: Futtermittel-DNA, Bahnen 4 und 5: DNA aus Rahm, Bahnen 6 und 7: DNA aus dem Sediment, Bahnen 8 und 9: DNA aus Magermilch

6.3.2 Mastermix

6.3.2.1 Taq Polymerase

Die DNA-Amplifikation mit der AmpliTaqGold Polymerase von Perkin Elmer ergab im Vergleich mit der DNA Polymerase von Fermentas beim Nachweis von Soja mittels PCR eine um den Faktor 1000 höhere Empfindlichkeit (siehe Abbildung 6.2). Bei Verwendung der Hot Start Polymerase konnte noch 20 pg Soja-DNA nachgewiesen werden, während mit der Taq Polymerase von Fermentas mindestens 20 ng Soja-DNA pro PCR-Ansatz für einen positiven Nachweis vorhanden sein mussten. Ausserdem waren bei Verwendung der Hot Start Polymerase keine Primer-Dimer-Produkte auf dem Gel zu erkennen.

In allen weiteren Reaktionen wurde die AmpliTaqGold Polymerase der Firma Perkin Elmer verwendet.
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Abbildung 6.2: Vergleich zweier Polymerasen für den Soja-Nachweis mit den Primern GM01/GM02 Amplifizierung eines 414-bp Fragments des Soja-Lektin-Gens nach DNA Extraktion aus Soja-Schrot, Bahn 1: 100 bp Marker, Bahn 2: Puffer (ohne DNA), Bahnen 3-8: Taq Polymerase der Firma Fermentas und Soja-DNA-Konzentrationen von 200, 20, 2, 0,2, 0,02 und 0,002 ng Soja-DNA/PCR-Ansatz, Bahnen 9-15: AmpliTaqGold HotStart Polymerase der Firma Perkin Elmer und Soja-DNA-Konzentrationen von 200, 20, 2, 0,2, 0,012 und 0,002 ng Soja-DNA/PCR-Ansatz
6.3.2.2 MgCl2-Konzentration

Für den Soja-Nachweis mit den Primern GM03/GM04 konnte bei Magnesium-Konzentrationen von 1, 1,5 und 2 mM die erwartete Bande bei 118 bp nach einer Auftrennung der Amplifikate in einem 1,5 %igen Agarose Gel mit 0,5 (g/ml Ethidiumbromid sehr gut erkannt werden, bei 2,5 mM konnte die erwartete Bande durch unspezifische Produkte nur schlecht identifiziert (siehe Abbildung 6.3). Bei einer MgCl2-Konzentration von 1,5 mM wurde eine deutliche, scharf abgegrenzte Bande erhalten. Diese Konzentration wurde in allen nachfolgenden Reaktionsansätzen verwendet.

Für den Mais-Nachweis mit IVR1/IVR2 lag die optimale MgCl2-Konzentration bei 2 mM (siehe Abbildung 6.4), welche bei allen nachfolgenden Reaktionen verwendet wurde.
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Abbildung 6.3: Optimierung der MgCl2-Konzentration für den Soja-Nachweis mit den Primern GM03/GM04 Amplifizierung eines 118-bp Fragments des Soja-Lektin-Gens nach DNA Extraktion aus Soja-Schrot, Bahn 1: 100-bp Marker, Bahn 2: Puffer (ohne DNA). Bahnen 3-6: Soja-DNA, mit jeweils Konzentrationen von 1, 1,5, 2 und 2,5 mM MgCl2 im PCR-Ansatz
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Abbildung 6.4: Optimierung der MgCl2-Konzentration für den Mais-Nachweis mit den Primern IVR1/IVR2 Amplifizierung eines 226-bp Fragments des Mais-Invertase-Gens nach DNA Extraktion aus Mais-Grieß, Bahnen 1 und 17: 100-bp Marker, Bahn 9: Puffer (ohne DNA), Bahnen 2-8: Mais-DNA, Annealing bei 65 °C, mit MgCl2-Konzentrationen von 1, 1,5, 2, 2,5, 3, 3,5 und 4 mM im PCR-Ansatz, Bahnen 9-16: Mais-DNA, Annealing bei 68 °C, mit MgCl2-Konzentrationen von 1, 1,5, 2, 2,5, 3, 3,5 und 4 mM im PCR-Ansatz
6.3.3 Das Temperatur-/Zeitprogramm

6.3.3.1 Annealing-Temperatur

Da die Annealing-Temperatur einen äusserst kritischen Faktor in der PCR darstellt, wurden die verwendeten Primer verschiedenen Annealing-Temperaturen (Temperatur-Gradienten) unterworfen, um die optimale Temperatur für die Anbindung der Primer an das Template zu ermitteln. Die Auftrennung der Amplifikate in einem 1,2 %igen Agarose Gel mit 0,5 (g/ml Ethidiumbromid ergab zwar für alle getesteten Temperatur/Zeit-Profile die gewünschten Banden, jedoch konnten zum Teil sehr starke Unterschiede in der Intensität der erhaltenen Signale festgestellt werden. Für das Primer-Paar IVR1/IVR2 waren die intensivsten Banden zwischen 66 und 69 °C zu finden (siehe Abbildung 6.5), für GM01/GM02 bei 55 und 56 °C (siehe Abbildung 6.6) und für GM03/GM04 bei 58 bis 60 °C (siehe Abbildung 6.7). Folglich wurde für das Primer-Paar IVR1/IVR2 eine optimale Annealing-Temperatur von 68 °C, für GM01/02 von 56 °C und für GM03/GM04 von 60 °C angenommen (siehe Tabelle 6.2). Die empirisch ermittelten Annealing-Temperaturen unterschieden sich nur bei GM01/GM02 und GM03/GM04 von den errechneten Schmelztemperaturen der Primer (GM01/GM02: 60,5 °C; GM03/GM04: 65 °C).
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Abbildung 6.5: Optimierung der Annealing-Temperatur für den Mais-Nachweis mit den Primern IVR1/IVR2 Amplifizierung eines 226-bp Fragments des Mais-Invertase-Gens nach DNA Extraktion aus Mais-Grieß, Bahnen 1 und 12: 100-bp Marker, Bahnen 2-11: Mais-DNA, Annealing bei 52, 53, 55, 58, 60, 63, 66, 69, 71 und 72 °C
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Abbildung 6.6: Optimierung der Annealing-Temperatur für den Soja-Nachweis mit den Primern GM01/GM02 Amplifizierung eines 414-bp Fragments des Soja-Lektin-Gens nach DNA Extraktion aus Soja-Mehl, Bahnen 1-10: Soja-DNA, Annealing bei 53, 54, 55, 56, 58, 60, 62, 65, 66 und 67 °C
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Abbildung 6.7: Optimierung der Annealing-Temperatur für den Soja-Nachweis mit den Primern GM03/GM04 Amplifizierung eines 118-bp Fragments des Soja-Lektin-Gens nach DNA Extraktion aus Soja-Mehl, Bahnen 1 und 12: 100-bp Marker, Bahnen 2-11: Soja-DNA, Annealing bei 53, 54, 55, 56, 58, 60, 62, 65, 66 und 67 °C

6.3.3.2 Zyklenzahl

Zur Optimierung der Nachweisgrenze bei grösstmöglicher Spezifität wurde der Einfluss der Zyklenzahl auf den Nachweis von Soja-DNA bei Verwendung der Primer GM03/GM04 getestet. Durch Veränderung der Zyklenzahl von 35 auf 45 unter identen Reaktionsbedingungen (Mastermix, Template-Konzentration, Temperatur-/Zeitprogramm) konnte die Nachweisgrenze um das 100fache von 200 pg Soja-DNA/PCR-Ansatz bei 35 Zyklen auf 2 pg Soja-DNA/PCR-Ansatz bei 45 Zyklen gesenkt werden (siehe Abbildung 6.8). Auch bei der Amplifikation des 118 bp Fragments des Soja-Lektin-Gens aus DNA-Extrakten von gespickten Rohmilchproben war die Sensitivität des PCR-Nachweises mit 45 Zyklen um mindestens das 10fache höher als bei Verwendung von nur 35 Zyklen. Bei beiden Systemen – Nachweis von in Wasser und in Milch gelöster Soja-DNA – wurde die Spezifität des Nachweises nicht verschlechtert. In der weiteren Folge wurden für den Soja-Nachweis und den Mais-Nachweis jeweils 45 PCR-Zyklen gefahren.
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Abbildung 6.8: Einfluss der Zyklenzahl auf die Nachweisgrenze von (zugesetzter) Soja-DNA in Wasser und Rohmilch Amplifizierung eines 118-bp Fragments des Soja-Lektin-Gens nach DNA Extraktion aus Soja-Schrot bzw. aus Rahm von 200 ml gespickter Rohmilch, Bahn 1: 100-bp Marker, Bahn 2: Puffer (ohne DNA), Bahnen 3-6: 35 Zyklen, Soja-DNA in Wasser (0,2, 2, 20 und 200 pg Soja-DNA/Ansatz), Bahnen 7-10: 45 Zyklen, Soja-DNA in Wasser (0,2, 2, 20 und 200 pg Soja-DNA/Ansatz), Bahnen 11-15: 35 Zyklen, Soja-DNA in Rahm aus 200 ml gespickter Rohmilch (0, 2, 20, 200 und 2000 pg Soja-DNA/ml Rohmilch), Bahnen 16-20: 45 Zyklen, Soja-DNA in Rahm aus 200 ml gespickter Rohmilch (0, 2, 20, 200 und 2000 pg Soja-DNA/ml Rohmilch)
6.3.4 Gel-Elektrophorese

Die Untersuchungen mit verschiedenen Konzentrationen an Agarose in Gelen zeigte, dass 0,7 %ige Gele wohl für die Auftrennung der grösseren Amplifikate (350 bp mit JK302/JK501 und 414 bp mit GM01/GM02) geeignet waren, für die kleineren PCR-Produkte, vor allem für das 118 bp Fragment mit GM03/GM04, jedoch eine höhere Agarose-Konzentration im Gel erforderlich war, um eventuell entstehende Primer-Dimere oder Artefakte sicher von dem gewünschten Fragment unterscheiden zu können. Für die elektrophoretische Auftrennung der PCR-Produkte des Soja-Nachweises mit GM01/GM02 und des Mais-Nachweises mit IVR1/IVR2 wurden nachfolgend immer 1,2 %ige Agarose-Gele verwendet.

6.3.5 Nachweisgrenze

Unter Verwendung der optimierten PCR-Protokolle für den Mais- bzw. Soja-Nachweis (siehe Tabelle 6.2) konnten folgende Nachweisgrenzen ermittelt werden: Für den Mais-Nachweis waren mindestens 20 pg gereinigte Mais-DNA/PCR-Ansatz für einen positiven Nachweis erforderlich (siehe Abbildung 6.9). Für den Soja-Nachweis mit GM01/GM02 ergab sich eine Nachweisgrenze von ca. 20 pg Soja-DNA/PCR-Ansatz und für GM03/GM04 eine Nachweisgrenze um 2 pg Soja-DNA/PCR-Ansatz (siehe Abbildung 6.10). Wurden beide Primer in einer nested PCR eingesetzt, konnte die Nachweisgrenze von 2 pg Soja-DNA/PCR-Ansatz nicht weiter verbessert werden. Aus diesem Grund wurde für die weiteren Analysen der Nachweis auf Soja-DNA nur mit den Primern GM03/GM04 geführt.
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Abbildung 6.9: Nachweisgrenze des Mais-Nachweises mit den Primern IVR1/IVR2 Amplifizierung eines 226-bp Fragments des Mais-Invertase-Gens nach DNA Extraktion aus Mais-Silage, Bahnen 1 und 10: 100-bp Marker, Bahn 2: Puffer (ohne DNA), Bahnen 3-9: Mais-DNA (0,2, 2, 20, 200 pg, 2, 20 und 200 ng)
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Abbildung 6.10: Nachweisgrenze des Soja-Nachweises mit den Primern GM03/GM04 Amplifizierung eines 118-bp Fragments des Soja-Lektin-Gens nach DNA Extraktion aus Soja-Schrot, Bahnen 1 und 13: 100-bp Marker, Bahn 2: Puffer (ohne DNA), Bahnen 3-12: Soja-DNA (0,002, 0,002, 0,2, 2, 20, 200 fg, 2, 20, 200 pg, 2 und 20 ng)

6.4 Zusammenfassung

Die verwendeten Reagenzien für den Reaktionspuffer als auch das Temperatur-/Zeitprogramm bestimmen maßgeblich die Sensitivität und Spezifität jedes PCR-Nachweises. Zum Erreichen einer bestmöglichen Nachweisgrenze und Reproduzierbarkeit ist eine Optimierung des PCR-Nachweises unumgänglich. Bei den durchgeführten Optimierungsschritten wurde beobachtet, dass ein ganz besonderes Augenmerk auf die verwendete Polymerase gerichtet werden muss, wenn eine möglichst niedrige Nachweisgrenze angestrebt wird. Von weiterer Bedeutung waren die Magnesiumchlorid-Konzentration im Reaktionspuffer und die Annealing-Temperatur, deren direkter Einfluss auf die Nachweisgrenze jedoch nicht quantifiziert wurde. Die Reproduzierbarkeit des PCR-Nachweises hängt jedoch in entscheidendem Maße von der optimalen MgCl2-Konzentration und den optimalen Bedingungen beim Annealing-Schritt der PCR ab. Weiters konnte eine signifikante Steigerung der Sensitivität des Nachweises durch die Erhöhung der Zyklenzahl bei der enzymatischen Amplifizierung der DNA-Fragmente erzielt werden.

Die Ergebnisse der Optimierungsversuche sind in Form eines Protokolls in Tabelle 6.2 dargestellt.

Tabelle 6.2: PCR-Parameter für die spezifischen Nachweise für Mais und Soja

Mastermix 
Mais
Soja1
Soja2

Puffer
1x
1x
1x

MgCl2
2 mM
1,5 mM
1,5 mM

dNTPs
0,2 mM
0,2 mM
0,2 mM

Primer1
0,2 (M IVR1
0,2 (M GM01
0,2 (M GM03

Primer2
0,2 (M IVR2
0,2 (M GM02
0,2 (M GM04

AmpliTaq-Polymerase
1 U
1 U
1 U

Template 
2 (l
2 (l
2 (l

H2O
auf 25 (l
auf 25 (l
auf 25 (l

Mineralöl
25 (l
25 (l
25 (l

Temperatur/Zeit-Programm
Mais
Soja1
Soja2

Denaturierung
10 min bei 95 °C
10 min bei 95 °C
10 min bei 95 °C

Zyklen
45x
45x
45x

Denaturierung
30 s bei 95 °C
30 s bei 95 °C
30 s bei 95 °C

Annealing
30 s bei 68 °C
30 s bei 56 °C
30 s bei 60 °C

Extension
1 min bei 72 °C
1 min bei 72 °C
1 min bei 72 °C

Abschluss
5 min bei 72 °C
5 min bei 72 °C
5 min bei 72 °C

Hold
4 °C
4 °C
4 °C

Amplifikat
226 bp
414 bp
118 bp

Gel-Elektrophorese




Agarose
1,2 %
0,7 %
1,2 %

Puffer
0,5x TBE
0,5x TBE
0,5x TBE

Ethidiumbromid
0,5 (g/ml
0,5 (g/ml
0,5 (g/ml

7 Vorversuche zur Isolation von Futtermittel-DNA aus Milch

7.1 Nachweis von Soja-DNA in Milch

7.1.1 Problemstellung

Der Nachweis für Soja-DNA in Milch wird mittels Polymerase Kettenreaktion geführt. Dabei wird ein spezifischer DNA-Abschnitt mittels thermostabiler Polymerase enzymatisch amplifiziert. Durch die dem PCR-Verfahren zugrunde liegenden Versuchsbedingungen ist ein erfolgreicher Nachweis in starkem Maße von der Qualität der isolierten DNA abhängig. Einerseits ist die Menge der in die PCR eingesetzten DNA von Bedeutung, andererseits der Degradierungsgrad der DNA und vor allem die Reinheit. Alle diese Anforderungen werden an das gewählte Extraktionsverfahren gestellt, das für den Erhalt der originären DNA-Qualität und für die Abtrennung verschiedener PCR-inhibierender Begleitstoffe verantwortlich ist. Neben den optimalen Reaktionsbedingungen während der PCR ist also auch die Extraktion der DNA für die erzielbare Empfindlichkeit des Nachweises bedeutend.

In der Rohmilch und insbesondere in Milchprodukten sind neben den endogenen Lebensmittelinhaltsstoffen auch grosse Konzentrationen an Keimen (natürliche Mikroflora, Starterkulturen und Fermentationskeime, mikrobielle Verunreinigungen) enthalten, die beim Nachweis eines spezifischen DNA-Abschnitts Probleme erwarten lassen, insbesondere wenn die vermutete Menge an freier bzw. zellgebundener “Fremd-DNA” relativ klein ist. Ausserdem stellt die Milch durch ihre endogenen Faktoren eine sehr komplexe Matrix dar, dessen Inhaltsstoffe zum Teil sehr potente Inhibitoren für die DNA-Amplifikation mittels PCR sind. Daher ist eine quantitative Abtrennung der in der Milch enthaltenen Proteine, Kohlenhydrate, Lipide, zweiwertigen Ionen, wie z.B. Zn, Fe, Cu, Ca und Oxidationsmittel, etc. unbedingt erforderlich.

Nach der Verdauung sind stark degradierte, relativ kurzkettige DNA-Fragmente in der Milch zu erwarten. Wir nahmen an, dass der Hauptanteil der DNA frei in der wässrigen Phase vorliegen würde. In der Literatur war jedoch ein Modell der Fremd-DNA-Verstoffwechselung zu finden, das auf eine intrazelluläre Bindung der DNA in Leukozyten nach Phagocytose hindeutete. Um auf beide Alternativen vorbereitet zu sein, verfolgten wir bei der Methoden-Entwicklung einen zweigleisigen Weg. Beim ersten Ansatz prüften wir die Nachweisbarkeit freier Ziel-DNA in der unbehandelten Vollmilch und in der Magermilch, die nach Zentrifugation und nachfolgender Entfernung der Fettschicht und des Sediments erhalten wurde. Alternativ dazu wurde das nach Zentrifugation der unbehandelten Vollmilch erhaltene Sediment untersucht und die Nachweisbarkeit der eventuell in den somatischen Zellen gebunden vorliegenden Ziel-DNA bestimmt. Kenndaten für die jeweiligen Methoden wurden mittels Spike-Versuche ermittelt.

7.1.2 Material und Methoden

7.1.2.1 Probenvorbereitung

Für die Ermittlung der Kenndaten für die jeweilige Nachweismethode wurde frische Rohmilch (0,5 bis höchstens 2,5 Tage nach der Melkung) für die Spike-Versuche folgendermaßen aufbereitet: Nach Zentrifugation von 1 ml Rohmilch bei 5000 g für 5 min bei Raumtemperatur wurde die Probe rasch auf +4 °C gekühlt. Bei dieser Temperatur verfestigte sich der erhaltene Rahm zu einer stark viskosen bis festen Schicht, die vorsichtig mit Hilfe eines Metall-Spatels abgehoben und entweder verworfen oder für weitere Untersuchungen bereitgestellt wurde. Die Magermilchfraktion wurde in ein neues Reaktionsgefäß überführt, im erstverwendeten Reaktionsgefäß blieb ein weisses trübes Sediment zurück. Beide Fraktionen wurden für die Spike-Versuche bereit gestellt.

Die unbehandelte Vollmilch und die nach der Zentrifugation erhaltenen Milchfraktionen wurden mit 10 (l seriell verdünnter DNA-Lösung versetzt. Die dazu verwendete Soja-DNA war entweder mittels DNeasy Plant Kit oder mittels CTAB-Methode isoliert und fluoriometrisch quantifiziert worden. Eine Verdünnungsreihe (jeweils Faktor 10) wurde hergestellt, indem die ursprüngliche DNA-Lösung mit sterilem pyrogenfreiem Millipore Wasser verdünnt wurde. Die Konzentration der DNA in der Spike-Probe wurde in ng DNA pro ml Rohmilch bzw. Magermilch berechnet.

Zur Verfolgung des Schicksals freier DNA bei der Fraktionierung der Milch wurden unterschiedliche DNA-Mengen (siehe Verdünnngsreihe oben) zur Vollmilch vor der Zentrifugation zugesetzt. Die Milch wurde danach durch Zentrifugation fraktioniert und die einzelnen Milchfraktionen – Rahm, Magermilch und Sediment - auf Anwesenheit von Soja-DNA geprüft, um zu sehen in welcher Fraktion sich die zugesetzte freie DNA wiederfinden würde.

7.1.2.2 Extraktion

Da die verschiedenen Fraktionen der Milch auf Grund ihrer typischen Zusammensetzung und der pro Milliliter Ausgangsmaterial anfallenden Mengen unterschiedliche Anforderungen an die Extraktionsmethode stellten, wurden die zu untersuchenden Methoden adaptiert. Untersucht wurde der Einsatz fünf verschiedener Methoden, nämlich die klassische Cetyltrimethylammoniumbromid-Methode (Fraktionierte Fällung der DNA bzw. der Begleitsubstanzen mit CTAB), eine auf Ionenaustauscher basierende Reinigung über Silica-Gel-Säulchen (DNeasy Tissue Kit der Fa. Quiagen, Deutschland), eine eigentlich für Blut optimierte chemische Reinigungsmethode basierend auf eine vorgeschaltete Proteinausfällung und -abtrennung (Wizard Genomic DNA Purification Kit der Fa. Promega, USA), und zwei auf Absorption basierenden Batch-Methoden, wo bei einem Verfahren die DNA an ein Trägermaterial absorbiert und die Begleitsubstanzen ausgeschieden werden (InViSorb Forensic Kit I der Fa. InViTek, Deutschland) und beim anderen die Begleitsubstanzen absorbiert werden und die DNA frei in Lösung bleibt (Chelex 100 Resin der Fa. BioRad, USA).

CTAB

Diese Methode wurde gewählt, da sie gut erprobt war und ausserdem in Ringversuchen für die Isolierung von Soja-DNA aus Soja und Soja-Produkten verwendet worden war. Die Vorschrift befindet sich in der Amtlichen Sammlung von Untersuchungsverfahren nach § 35 LMBG. Für die Rohmilch und die Milchfraktionen wurde die Methode wie folgt adaptiert:

Vollmilch und Magermilchfraktion

Es wurden 500 (l Probe mit 500 (l doppelt konzentriertem CTAB-Extraktionspuffer (in 100 ml Lösung waren enthalten: 4 g CTAB, 16,4 g NaCl, 2,4 g Tris, 1,5 g EDTA, mit HClkonz. auf pH 8) versetzt und 20 (l einer Proteinase K Lösung (20 mg/ml) zugesetzt, bevor der Ansatz über Nacht (12 - 15 Stunden) bei 55 - 65 oC in einem Thermomix bei einer Schüttelfrequenz von 300 rpm inkubiert wurde. Da die ersten Versuche nach einer anschliessenden Zentrifugation für 10 min bei 14.800 g kein Sediment/Pellet zeigten, wurde dieser Schritt nachfolgend eliminiert. Der Ansatz wurde mit 200 (l Chloroform extrahiert und nach Zentrifugation für 10 min bei 14.800 g die obere, wässrige Phase (ca. 900 (l) in ein neues Reaktionsgefäß überführt und mit demselben Volumen doppeltkonzentriertem CTAB-Präzipitationspuffer (in 100 ml Lösung: 1,0 g CTAB, 0,5 g NaCl) versetzt. Nach Inkubation von mind. 60 min bei Raumtemperatur, wurde der Ansatz für 5 min bei 14.800 g zentrifugiert, der Überstand verworfen und das glasig klare Pellet in 350 (l 1,2 M Natriumchlorid-Lösung gelöst. Die DNA-Lösung wurde mit demselben Volumen Chloroform extrahiert, mit 0,6 Volumen Isopropanol gefällt und das Pellet mit 500 (l Ethanol gewaschen (Zentrifugationen erfolgten jeweils für 10 min bei 14.800 g), bevor die DNA in 50 - 100 (l Wasser oder TE-Puffer (10 mM Tris/HCl, 1 mM EDTA, pH 8,0) gelöst wurde und bei +4 °C oder -20 °C gelagert wurde.

Sedimentfraktion

Das nach Zentrifugation und Abtrennung der oberen Fraktionen erhaltene Sediment (ca. 20 (l) wurde mit 500 (l einfach konzentriertem CTAB-Extraktionspuffer (in 100 ml Lösung: 2 g CTAB, 8,2 g NaCl, 1,2 g Tris, 0,75 g EDTA, pH 8) und 20 (l Proteinase K-Lösung (20 mg/ml) versetzt und bei 55 - 65 °C über Nacht (300 rpm Schüttelfrequenz) inkubiert. Im weiteren wurde wie beim der Extraktion aus Magermilch verfahren, ausser dass für die DNA-Präzipitation ein einfach CTAB-Puffer (in 100 ml Lösung: 0,5 g CTAB, 0,25 g NaCl) verwendet wurde.

Fettfraktion:
Die mit einem Spatel abgehobene Fettschicht (ca. 50 (l, +4 °C) wurde in 600 (l auf 56 °C erhitztem CTAB-Extraktionspuffer gelöst und mit demselben Volumen n-Hexan extrahiert. Nach der Phasentrennung bei 6000 g (10 min) wurde die untere, wässrige Phase in ein neues Reaktionsgefäß überführt und nach Zugabe von 20 (l Proteinase K-Lösung (20 mg/ml) bei 55 - 65 °C über Nacht inkubiert. Danach wurde wie bei der Extraktion aus dem Sediment weiter verfahren.

Chelex 100
Dieses Harz ist ein Copolymer aus Styrol-Divinylbenzen, das Iminodiacetat Ionen enthält, die als Chelatoren für mehrwertige Ionen fungieren. Es besitzt eine hohe Affinität und Selektivität für Metallionen. Dieses Harz wurde ausgewählt, da es neben geladenen Molekülen vor allem auch die PCR inhibierenden zweiwertigen Metallionen zu eliminieren vermag und ausserdem ein schnelles Verfahren darstellt. Zudem bietet es die Möglichkeit einer Kombination dieser Methode mit anderen DNA-Reinigungsverfahren. Zwei verschiedene Protokolle wurden für die Extraktion freier DNA in Milch getestet.

Das erste Protokoll stammte vom Zentrum für Angewandte Genetik (ZAG) an der Universität für Bodenkultur Wien, das für die DNA-Extraktion aus Eichenblättern optimiert worden war. Es wurden 500 (l Milchprobe mit 10 (l Proteinase K Lösung (20 mg/ml) für 1 h bei 56 °C inkubiert, bevor 150 (l einer 20 %igen Chelex 100 Suspension (während der Entnahme durch ständiges Rühren homogen verteilt) zupipettiert und nochmals inkubiert wurden, nunmehr 10 min lang bei 99 °C und 300 rpm Schüttelfrequenz. Nach der Zentrifugation für 5 min bei 14.800 g wurde der Überstand in ein neues Reaktionsgefäß überführt und mit Chloroform extrahiert. Die wässrige Phase wurde in ein neues Reaktionsgefäß überführt und für die PCR-Analyse bereitgestellt.

Das zweite Protokoll stammte aus “Molecular Tools for Screening Biodiversity” (Karp et. al., 1998). Dabei wurden 500 (l Milchprobe zusammen mit 20 (l Proteinase K Lösung (20 mg/ml) für 1 h bei 56 oC und 300 rpm inkubiert. Nach einem Zentrifugationsschritt (10 min bei 10.000 g) wurde der Überstand in ein neues Reaktionsgefäß überführt und mit Chelex 100 versetzt, um eine Endkonzentration von 5 % zu erreichen. Der Ansatz wurde 10 min lang bei 99 oC inkubiert. Nach gründlichem Vortexen wurde er 3 min bei 14.800 g zentrifugiert und der Überstand für die PCR bereitgestellt.

DNeasy Tissue Kit (Quiagen)
Diese Methode wurde gewählt, da sie rasch gute Ausbeuten reiner DNA liefert. Sie basiert auf Adsorption der DNA an immobilisiertem Silica-Gel und wird in Form von Reinigungssäulchen angeboten. Sie bietet ausserdem den Vorteil, dass eine Aufkonzentrierung der Proben-DNA möglich ist. Als Vorschrift für die Extraktion wurde ein vom Hersteller mitgeliefertes Protokoll zur Isolierung von DNA aus Vollblut für die Milch adaptiert.

Vollmilch und Magermilchfraktion
Zu 20 (l Proteinase K (20 mg/ml) wurden 200 (l Probe zupipettiert, mit 200 (l Aufschluss-Puffer versetzt und 15 min lang bei 70 oC und 300 rpm im Thermomix inkubiert. Der Ansatz wurde mit 200 (l Chloroform extrahiert und die nach Zentrifugation für 10 min bei 14.800 g erhaltene obere, wässrige Phase wurde in ein neues Reaktionsgefäß überführt und mit 200 (l Ethanol (100 %) versetzt. Alle nachfolgenden Schritte wurden nach Angaben des Herstellers durchgeführt. Der Ansatz wurde in ein Reinigungssäulchen überführt und 1 min bei 8000 g zentrifugiert. Die an das Silica-Gel adsorbierte DNA wurde zweimal mit Ethanol-hältigen Waschpuffern gewaschen und schliesslich mit 100 (l TE-Puffer eluiert.

Sedimentfraktion

Zu ca. 20 (l Sediment wurden 180 (l PBS und 20 (l Proteinase K (20 mg/ml) zupipettiert und dann mit 200 (l Aufschlusspuffer versetzt. Der Ansatz wurde wie oben mit Chloroform extrahiert und weiter nach dem Protokoll des Herstellers aufgearbeitet.

Fettfraktion

Die mit einem Spatel abgehobene Fettschicht (ca. 20 (l) wurde in 200 (l 55 –60 oC warmem PBS gelöst und mit 200 (l n-Hexan extrahiert. Die nach Zentrifugation erhaltene untere wässrige Phase wurde in ein neues Reaktionsgefäß überführt, mit 20 (l Proteinase K (20 mg/ml) und 200 (l Aufschlusspuffer versetzt und weiter nach dem Protokoll des Herstellers aufgearbeitet.

InViSorb Forensic Kit I (InViTek)
Dieser Testkit ist für den Nachweis sehr geringer DNA-Mengen geeignet. In einem Batch-Verfahren wird die DNA an ein mineralisches Trägermaterial gebunden und durch verschiedene Waschschritte werden die Begleitstoffe entfernt. Diese Methode ist einfach und rasch durchführbar. Verwendet wurde ein vom Hersteller mitgeliefertes Protokoll, das für die DNA-Isolierung aus geronnenem Blut optimiert worden war.

Vollmilch und Magermilch

500 (l Vollmilch bzw. Magermilch wurden mit 1 ml Lyse-Puffer versetzt und für ca. 20 min bei Raumtemperatur inkubiert. Danach wurden 15 (l Carrier-Suspension zupipettiert, nach einer weiteren Inkubation bei Raumtemperatur wurde das Trägermaterial durch Zentrifugation pelletiert und er Überstand verworfen. Nach mehrmaligem Waschen des Carrier-DNA-Komplexes mit einer Waschlösung wurde er im geöffneten Reaktionsgefäß bei 60 °C getrocknet und die DNA schliesslich in 50 (l Elutionspuffer gelöst. Nach Zentrifugation konnte der DNA-hältige Überstand für weitere Untersuchungen eingesetzt werden.

Sediment

Ca. 20 (l Sediment wurden in 180 (l PBS resuspendiert und die DNA mit dem für Vollmilch beschriebenen Protokoll weiter aufgereinigt.

Rahm

Die nach Zentrifugation von 1 ml Rohmilch erhaltenen ca. 50 (l Rahm wurden mit 1 ml Lyse-Puffer versetzt und für 10 min bei 55 – 60 °C inkubiert. Der Ansatz wurde mit 500 (l n-Hexan extrahiert, bevor wie für Vollmilch beschrieben weiter nach dem Protokoll des Herstellers vorgegangen wurde.

Wizard Genomic DNA Purification Kit (Promega)
Dieser Kit wurde wegen seines einfachen Protokolls und seiner raschen Aufreinigung der DNA ausgewählt. Er basiert auf einer chemischen Fällung der Proteine und Begleitstoffe, einer nachfolgenden Abtrennung durch Zentrifugation und einer klassischen Reinigung/Konzentrierung der DNA mit Isopropanol und Ethanol. Es wurden für die DNA-Extraktion aus Vollmilch, Magermilch und dem Sediment jeweils unterschiedliche vom Hersteller mitgelieferte Protokolle getestet. Für Vollmilch und Magermilch wurde ein für die DNA-Isolation aus Vollblut optimiertes Protokoll und für das Sediment eine für Tiergewebe optimierte Anweisung adaptiert.

Vollmilch und Magermilchfraktion
300 (l Vollmilch bzw. Magermilch wurden mit 10 (l Proteinase K (20 mg/ml) versetzt und bei 60 oC und 300 rpm für 10 min inkubiert, nach Zugabe von 900 (l Zell-Lyse-Puffer wurde der Ansatz vorsichtig gemischt und für 10 min bei Raumtemperatur inkubiert. Nach Zentrifugation bei 14.800 g wurde der Überstand verworfen und das erhaltene Pellet resuspendiert und in 300 (l Lyse-Puffer II aufgenommen. Dieser Ansatz wurde für ca. 60 min bei 37 °C inkubiert bevor 100 (l Protein-Präzipitationslösung zugesetzt wurde. Durch Zentrifugation wurde der Niederschlag abgetrennt und die sich im Überstand befindliche DNA weiter mit Isopropanol und 70 %igen Ethanol gereinigt. Nach Trocknung der nach der letzten Zentrifugation erhaltenen DNA wurde diese in 100 (l TE-Puffer über Nacht bei +4 °C rehydriert. Da bei diesem Kit nur die zellgebundene DNA erfasst wird, wurde die Soja-DNA erst nach der Pelletierung der Zellen zugesetzt, da die freie DNA sonst beim Waschschritt eliminiert würde.

Sediment

Zu 20 (l Sediment wurden 280 (l PBS und 10 (l Proteinase K (20 mg/ml) pipettiert und für 10 min bei 60 °C inkubiert. Die nachfolgenden Schritte wurden wie für Vollmilch beschrieben nach den Angaben des Herstellers durchgeführt.

7.1.2.3 PCR und Gel-Elektrophorese

Es wurden jeweils 2 (l DNA-Lösung in die PCR eingesetzt. Zum Nachweis der zugesetzten Soja-DNA wurde jeweils ein spezifisches Fragment aus dem Soja-Lektin-Gen amplifiziert. Mit dem Primer-Paar GM01/GM02 wurde ein 414 bp Fragment und mit dem Primer-Paar GM03/GM04 ein 118 bp Fragment erhalten. Beide Primer wurden auch in einer nested PCR eingesetzt, wobei das Amplifikat des zweiten Primer-Paares innerhalb des ersten Amplifikats lag. Dabei wurden je 2 (l PCR-Produkte entweder direkt in die nested PCR eingesetzt oder aber 1:1000 verdünnt. Die Primer waren von der Firma MWG Biotech AG, Deutschland, hergestellt worden und hatten folgende Sequenz:

GM01
5’-TGC CGA AGC AAC CAA ACA TGA TCC T-3’

GM02
5’-TGA TGG ATC TGA TAG AAT TGA CGT T-3’

GM03
5’-GCC CTC TAC TCC ACC CCC ATC C-3’

GM04
5’-GCC CAT CTG CAA GCC TTT TTG TG-3’

Die Amplifizierung der DNA wurde jeweils in einem Endvolumen von 25 (l in 0,2 ml PCR-Mikroreaktionsgefäßen durchgeführt. Jeweils 2 (l gereinigte DNA wurden zu 23 (l PCR-Puffer mit folgender Zusammensetzung zupipettiert:

2,5 (l 10x Reaktionspuffer (Perkin Elmer, USA, 100 mM Tris-HCl, pH 8,3, 500 mM KCl), 1,5 mM MgCl2, 200 (M Nukleotide (dATP, dCTP, dGTP, dTTP), 200 nM der beiden Primer und 1 Unit AmpliTaqGold Polymerase (Perkin Elmer).

Jede Probe wurde mit 25 (l Mineralöl überschichtet.

Die PCR Amplifikation erfolgte in einem Eppendorf Mastercycler personal mit dem folgenden Temperaturprofil: nach einem Denaturierungsschritt bei 95 °C für 10 min wurden 45 Zyklen zu je 30 s bei 95 °C, 30 s bei 56 °C für GM01/GM02 bzw. 60 °C für GM03/GM04 und 1 min bei 72 °C gefahren, und mit einem auf 5 min ausgedehnten Extensionsschritt bei 72 °C abgeschlossen.

Jeweils 10 (l der Amplifikationsprodukte wurden in einem 1,2 %igen Agarosegel in Tris-Borat-Puffer (0,045 M Tris, 0,045 M Borsäure, 0,001 M EDTA) mit 0,5 (g/ml Ethidiumbromid bei einer Spannung von 7,5 V/cm aufgetrennt. Als Längenstandard wurde ein 100 bp Molekulargewichtsstandard verwendet. Schliesslich wurden die aufgetrennten Amplifikationsprodukte im UV-Licht (254 nm) sichtbar gemacht und mit einem Video-Dokumentationssystem dokumentiert.

7.1.3 Ergebnisse und Diskussion

Ein direkter Einsatz mit Soja-DNA gespickter Milch in eine PCR-Reaktion ergab kein Amplifikat, nur nach Verdünnung der Originalprobe um den Faktor 10 bis 100 wurde ein Signal erhalten, wenn sehr große Mengen (> 50 ng/ml Rohmilch) an Soja-DNA eingesetzt wurden. Offenbar waren in der Milch starke Inhibitoren vorhanden, die für einen positiven Nachweis kleiner DNA-Mengen möglichst quantitativ abgetrennt werden mussten.

Da die aus dem Futtermittel stammende und eventuell in die Milch gelangende DNA als freie DNA und als in Leukozyten gebundene DNA vorliegen könnte, mussten beide Möglichkeiten untersucht werden. Es wurde angenommen, dass freie DNA sich in der Magermilch-Fraktion wiederfinden würde, und so wurden verschiedene Methoden auf ihre Leistungsfähigkeit geprüft, freie Soja-DNA aus Magermilch und „gebundene Soja-DNA“ aus dem Sediment der Rohmilch zu isolieren. Während der Durchführung der Experimente zeigte sich jedoch, dass die freie DNA, die zur Rohmilch zugesetzt worden war, nach Zentrifugation in allen drei Milchfraktionen - Sediment, Magermilch und Rahm - zu finden war. Überraschenderweise befand sich ein beträchtlicher Teil der freien DNA in oder an der Fettschicht. Spätere Untersuchungen zeigten, dass die positiven Ergebnisse beim Nachweis freier DNA im Sediment auf geringe Verunreinigungen mit Rahm zurückzuführen waren.

Soja-DNA konnte mit der CTAB-Methode, dem DNeasy Tissue Kit und dem InViSorb Forensic Kit jeweils in allen Fraktionen der Milch nachgewiesen werden. Trotzdem ergaben die verschiedenen Methoden für die diversen Matrices unterschiedlich gute Resultate. Am besten eigneten sich die CTAB-Methode und der adaptierte DNeasy Tissue Kit für die Extraktion zugesetzter Soja-DNA aus Magermilch oder dem Sediment. Die Nachweisgrenzen befanden sich zwischen 0,5 und 5,0 ng Soja-DNA pro Milchfraktion aus 1 ml Rohmilch. Ohne Chloroform-Extraktion nach dem Zellaufschluss konnte in Spike-Versuchen mit kleinen Mengen an Soja-DNA mit dem Tissue Kit von Quiagen kein positiver Nachweis aus Milch geführt werden. Daher wurde nachfolgend bei Verwendung des DNeasy Tissue Kits in das Standardprotokoll immer eine Chloroform-Extraktion eingeschoben. Überraschenderweise waren die Nachweisgrenzen für die nichtfraktionierte Rohmilch oft niedriger als in den diversen Fraktionen. Bei der CTAB-Methode betrug die Nachweisgrenze durchschnittlich 1,5 ng Soja-DNA/ml Rohmilch, beim DNeasy Tissue Kit bei 0,5 ng/ml und beim InViSorb Forensic Kit zwischen 1,5 und 15 ng/ml. Mit dem Wizard Blood Kit betrug die Nachweisgrenze für Vollmilch bei 15 ng/ml.

Bei der DNA-Extraktion aus der Fettphase ergab die CTAB-Methode den empfindlichsten Nachweis (bei durchschnittlich 1,5 ng Soja-DNA/ml Rohmilch). Im Sediment bewegten sich die Nachweisgrenzen um 1,5 ng/ml und in der Magermilch um 5 ng/ml.

Beim DNeasy Tissue Kit fiel die Empfindlichkeit der Methode bei der Magermilch und beim Sediment mit 0,5 ng Soja-DNA/ml Rohmilch am besten und reproduzierbarsten aus, obwohl der Kit nur für sehr kleine Probenmengen (200 – 400 (l) geeignet war. In der Fettfraktion bewegte sich die Nachweisgrenze um 5 ng/ml.

Mit dem InViSorb Forensic Kit wurden für alle drei Milchfraktionen die gleichen Nachweisgrenzen erzielt, die um 15 ng/ml lagen.

Mit Chelex 100 konnte nur durch Extraktion nach dem Protokoll aus “Molecular Tools for Screening Biodiversity” eine äusserst schwache Bande (bei einer Konzentration von mindestens 5 ng Soja-DNA/ml Milch) gefunden werden. Der Wizard Blood Kit war nicht für den Nachweis von freier Soja-DNA in Milch geeignet, beim Nachweis im Sediment von 1 ml Rohmilch wurden Konzentrationen von mindestens 15 ng Soja-DNA/ml Milch nachgewiesen.

Die in Tabelle 7.1 zusammengefassten Nachweisgrenzen wurden nach einer PCR mit dem Primer-Paar GM03/GM04 erzielt oder in einer nested PCR mit den Primerpaaren GM01/GM02 und GM03/GM04. Die nested PCR ergab keine weitere Verbesserung der Nachweisgrenze für Soja-DNA in Milch. Bei Verwendung der Primer GM01 und GM02 lagen die Nachweisgrenzen um den Faktor 10 höher.

Tabelle 7.1: Nachweisgrenzen für Soja-DNA (in ng) pro Milliliter gespickter Rohmilch

Fraktion
CTAB
Chelex (ZAG)
Chelex (Mol. Tools)
DNeasy mit Chloroform
DNeasy ohne Chloroform
InViSorb
Wizard

Vollmilch
1,5
n.n.
5
0,5
n.d.
1,5
15

Magermilch
5
n.n.
5
0,5
n.n.
15
n.n.

Sediment
1,5
n.d.
n.d.
0,5
n.n.
15
n.d.

Fettschicht
1,5
n.d.
n.d.
5
n.d.
15
n.d.

n.d.   nicht durchgeführt

n.n.   nicht nachgewiesen (kein Amplifikat)

7.1.4 Schlussfolgerungen

Methode

Die suboptimale Eignung der getesteten Methoden für die unterschiedlich zusammengesetzten Milchfraktionen würde den Einsatz zumindest zweier Extraktionsprotokolle erforderlich machen, um die nach der Verdauung erwarteten kleinen Mengen an Fremd-DNA in Milch mit grösster Sicherheit nachweisen zu können. Da gezeigt werden konnte, dass die CTAB-Methode und der DNeasy Tissue Kit die empfindlichsten Nachweisgrenzen lieferten, wurden diese beiden Methoden für den Einsatz in den Fütterungsversuchen ausgewählt.

DNA-Menge

Die noch nachweisbaren DNA-Mengen lagen in einer Grössenordnung zwischen 0,1 und 1 ng Soja-DNA/ml Rohmilch, das entspricht mindestens 50 bis 100 Kopien des Soja-Genoms. Die aus den einzelnen Milchfraktionen isolierbare DNA betrug für die Magermilch ca. 20 ng DNA/ml Rohmilch, ca. 500 ng/ml in der Sedimentfraktion und < 10 ng DNA in der Rahmfraktion von jeweils 1 ml Rohmilch. Bezogen auf die isolierte Gesamt-DNA müsste demnach die Fremd-DNA in einer Grössenordung von mindestens 0,5 bis 5 % in der Magermilchfraktion und mindestens 0,02 bis 0,2 % in der Sedimentfraktion ausmachen, um noch einen positiven Soja-Nachweis zu erzielen. Diese Verhältnisse sind sehr unwahrscheinlich, weshalb eine Steigerung der Nachweisgrenze erforderlich ist. Die Empfindlichkeit des Nachweises könnte eventuell durch eine Steigerung des Probenvolumens von 1 ml auf 10, 100 oder gar 1000 ml Rohmilch erreicht werden. Ein anderer Ansatz wäre auch der Zusatz von Herings- oder Lachssperma-DNA zum Aufschluss-Puffer, um die Wahrscheinlichkeit einer erfolgreichen Soja-DNA-Isolierung zu steigern. Die in der Milch relativ kleinen DNA-Mengen könnten mit der Fisch-DNA aggregieren und dadurch in einer grösseren Menge extrahiert werden.

Reinheit

Die aus Milch und den Milchfraktionen isolierte DNA wies keine optimale Reinheit auf. Das Verhältnis der Absorptionsraten bei 260 nm und 280 nm war teilweise stark in den unteren Bereich verschoben und lag vor allem bei den DNA-Extrakten durch Chelex 100, und den Kits Wizard und InViSorb oft unter 1,5, was auf Extraktionsrückstände schließen ließ, die eventuell die PCR inhibieren könnten. Besser schnitt die Reinheit der DNA nach Isolation mittels CTAB-Methode oder DNeasy-Kit ab, wo das Verhältnis der Extinktionen bei 260 und 280 nm um 1,6 lag.

Es musste daher auch aus Gründen der DNA-Reinheit eine weitere Optimierung der Extraktionsmethoden ins Auge gefasst werden, sollte die Nachweisgrenze verbessert werden.

Der relativ empfindliche Nachweis in der Fettfraktion (trotz kleiner Gesamt-DNA-Menge) war wahrscheinlich auf die Tatsache zurückzuführen, dass in der Grundmatrix kaum die PCR inhibierende Metallionen oder Proteine enthalten waren und die DNA nach der Fettabtrennung durch Extraktion mit n-Hexan zudem noch aufkonzentriert wurde, da dieses organische Lösungsmittel auch teilweise Wasser mitriss. Ein anderer Grund für die niedrigere Nachweisgrenze könnte aber auch eine Adsorption der stark negativ geladenen DNA an der Fett/Wasser-Grenzschicht sein, was einer Konzentrierung der DNA gleichkommt.

Freie DNA/gebundene DNA

In den vorliegenden Experimenten wurde in Spike-Versuchen Soja-DNA zum Medium zugesetzt und wieder extrahiert, daher ist eine Aussage über den Nachweis von eventuell in somatischen Zellen gebundener DNA nur bedingt möglich. Unter der Voraussetzung aber, dass der Zelllyseschritt vollständig erfolgt, und die Soja-DNA bzw. deren Fragmente auch in intakter Form vorliegt, können die in den Vorversuchen ermittelten Nachweisgrenzen sehrwohl als Modell für die Analyse der gebundenen DNA angenommen werden.

7.2 Fütterungsvorversuch
7.2.1 Problemstellung

Anhand des Fütterungsversuchs sollte der Einfluss der Verdauung auf die Nachweisbarkeit von transgenen Futterpflanzen in Milch und Milchprodukten bestimmt werden. Es wurde der Nachweis eines spezifischen Fragments des Soja-Lektin-Gens, das sowohl in transgenem als auch in nicht gentechnisch verändertem Soja vorhanden ist, geführt. In diesem Modellversuch wurde garantiert gentechnikfreier Soja-Schrot als Kraftfutterzusatz verwendet und die Nachweisbarkeit des Lektin-Gens mittels PCR in Blut und Milch verfolgt.

Durch die Verdauung und den weiteren Abbau während des Transports von DNA im Blut und den Lymphbahnen erfährt die DNA eine mehr oder weniger starke Degradierung. Durch eine geeignete Extraktionsmethode und durch die Wahl geeigneter Primer sollten zumindest relativ kleine Fragmente der Soja-DNA mittels PCR amplifizierbar und somit nachweisbar sein. Für eine leichtere Bestimmbarkeit wurde ein Vielfaches der normal üblichen Soja-Menge in der täglichen Fütterung eingesetzt.

Die ”fremde” DNA könnte als nicht-arteigene Substanz durch Phagozytose in den Leukozyten transportiert werden und so in den körpereigenen Zellen des Blutes und der Milch gefunden werden. Eine andere Möglichkeit des DNA-Transports im Blut und in den Lymphbahnen besteht darin, dass die DNA infolge starker Degradierung im Verdauungstrakt nicht als Fremdkörper erkannt wird und infolgedessen in freier Form vorliegt. Aus diesem Grund wurden verschiedene Extraktionsmethoden gewählt, um sicherzugehen, dass die Soja-DNA bei eventuellem Vorhandensein dem Nachweis nicht entgeht.

Es wurden die in den Vorversuchen entwickelten/adaptierten Methoden zur DNA-Isolation aus Rohmilch angewandt.

7.2.2 Material und Methoden

7.2.2.1 Versuchsbedingungen

Der Fütterungsversuch wurde in der Landwirtschaftlichen Bundesversuchswirtschaft Wieselburg, Rottenhauser Straße 32, A-3250 Wieselburg, im Zeitraum vom 08.06.1999 bis 10.06.1999 unter der Aufsicht von Dipl. Ing. Dr. Luger durchgeführt. Als Testobjekt diente eine vier Jahre alte laktierende Kuh (zweite und letzte Kalbung 27.02.1999) mit einer Tagesmilchleistung von ca. 15 Liter. Vor dem Versuchszeitraum bestand die tägliche Futterration aus Maispellets, Kleegraspellets, Trockenrübenschnitzel, Misch-Schrot (ohne Soja) und Heu.

Während des Versuchszeitraums wurde die Kuh zweimal täglich mit 6 kg Maispellets, 5 kg Soja-Schrot, 2 kg Rübenschnitzel und Heu gefüttert. Das nicht konsumierte Futtergemisch wurde vor der darauffolgenden Fütterung gewogen und entfernt. Die Fütterung wurde jeweils um 8 Uhr und 18 Uhr durchgeführt. Die Kuh befand sich während der ganzen Zeit am selben Stellplatz im Stall.

7.2.2.2 Probennahme

Die Probennahme erfolgte zweimal täglich um 7 Uhr und 16 Uhr, also jeweils vor der Fütterung. Die ersten Proben wurden 1 Stunde vor der im Rahmen des Experiments ersten Fütterung entnommen, um eine Negativkontrolle – garantiert Soja-freie Milch - mit den tatsächlichen Proben vergleichen zu können. Die letzte Probenahme erfolgte 33,5 Stunden nach der letzten Fütterung dieses Experiments. Es wurden jeweils 50 ml Rohmilch, 10 ml Vollblut, ca. 100 ml Harn und ca. 10 g Kot für nachfolgende Untersuchungen im Labor bereitgestellt. Die Milchproben wurden jeweils mittels LactoCorder als Mischprobe aller Melkfraktionen einer Melkung gewonnen und sofort auf 4 °C gekühlt. Vollblut wurde teilweise in unbeschichteten (Serum) und teilweise in EDTA-beschichteten (Vollblut) Kunststoffröhrchen bis zur Analyse bei 4 °C gelagert. Harn wurde an zwei Tagen mittels Katheder steril angesaugt und die restlichen Male durch Auffangen in ein steriles Gefäß beim Harnlassen gewonnen. Kot wurde jeweils direkt aus dem Enddarm der Kuh aus einer Tiefe von ca. 30 bis 50 Zentimeter per Hand und Handschuh entnommen wurde. Harn und Kot wurden bis spätestens 2 Stunden nach Probenahme bei -22 °C schockgefroren, Milch- und Blutproben wurden ebenfalls nach höchstens 72 Stunden Zwischenlagerung (bei 4 °C) schockgefroren und bei -22 °C gelagert.

7.2.2.3 DNA-Extraktion

Rohmilch

Je 1 ml bei 4 °C bzw. -22 °C aufbewahrte Probe wurde auf Raumtemperatur gebracht und mittels Zentrifugation bei 5000 g und 25 °C in die Milchfraktionen Rahm, Magermilch und Sediment getrennt. Es wurde sowohl die volle Rohmilch als auch die einzelnen Milchfraktionen auf das Vorhandensein des 118 bp Fragments des Soja-Lectin-Gens untersucht. Eingesetzt wurden die folgenden in Vorversuchen getesteten/adaptierten Methoden: CTAB-Extraktion und DNeasy Tissue Kit der Fa. Quiagen, jeweils adaptiert für Vollmilch, Milchsediment, Magermilch und Rahm, und InViSorb Forensic Kit I der Fa. InViTek für Vollmilch. Es wurden Aliquote aller Proben analysiert, wobei 8 Vollmilchproben und 8 Proben x 3 Fraktionen pro Methode anfielen. Bei allen drei Methoden wurde jeweils die gesamte Menge an Sediment bzw. Rahm bei der Extraktion eingesetzt, von der Magermilchfraktion und der Vollmilchprobe wurden jeweils 500 (l bei der CTAB-Methode und dem InViSorb Forensic Kit I und 200 (l bei der Extraktion mit DNeasy Tissue Kit eingesetzt.

Vollblut/Serum

Das bei 4 °C bzw. bei -22 °C gelagerte Vollblut wurde mittels InViSorb Forensic Kit I der Fa. InViTek (500 (l Probenvolumen), Quiamp Blood Kit der Firma Quiagen (200 (l) und mittels Wizard Genomic DNA Purification Kit der Fa. Promega (300 (l) auf Vorhandensein des 118 bp Fragments des Soja-Lectin-Gens untersucht.

Mit Hilfe des InViSorb Forensic Kits wurde die DNA aus Vollblut nach den Anweisungen des Herstellers extrahiert. Dazu wurden 500 (l mit 1 ml Lyse-Puffer versetzt und für ca. 20 min bei Raumtemperatur inkubiert. Danach wurden 15 (l Carrier-Suspension zupipettiert, nach einer weiteren Inkubation bei Raumtemperatur wurde das Trägermaterial durch Zentrifugation pelletiert und er Überstand verworfen. Nach mehrmaligem Waschen des Carrier-DNA-Komplexes mit einer Waschlösung wurde der pelletierte Komplex im geöffneten Reaktionsgefäß bei 60 °C getrocknet und die DNA schliesslich in 50 (l Elutionspuffer gelöst. Nach Zentrifugation konnte der DNA-hältige Überstand für weitere Untersuchungen eingesetzt werden.

Die DNA-Extraktion mit dem Quiamp Blood Kit erfolgte nach den Angaben des Herstellers folgendermaßen. Zu 20 (l Proteinase K (20 mg/ml) wurden 200 (l Vollblut zupipettiert, mit 200 (l Aufschluss-Puffer versetzt und 10 min lang bei 56 oC und 300 rpm im Thermomix inkubiert. Der Ansatz wurde mit 200 (l Ethanol (100 %) versetzt und in ein Reinigungssäulchen überführt und 1 min bei 8000 g zentrifugiert. Die an das Silica-Gel adsorbierte DNA wurde zweimal mit Ethanol-hältigen Waschpuffern gewaschen und schliesslich mit 100 (l TE-Puffer eluiert.

Mit dem Wizard Genomic DNA Purification Kit wurde nur Vollblut untersucht. Die genomische DNA wurde gereinigt, indem 300 (l Vollblut (mit EDTA stabilisiert) mit 900 (l Zell-Lyse-Puffer versetzt, der Ansatz vorsichtig gemischt und für 10 min bei Raumtemperatur inkubiert wurde. Nach Zentrifugation bei 14.800 g wurde der Überstand verworfen und das erhaltene Pellet resuspendiert und in 300 (l Lyse-Puffer II aufgenommen. Dieser Ansatz wurde für ca. 60 min bei 37 °C inkubiert bevor 100 (l Protein-Präzipitationslösung zugesetzt wurde. Durch Zentrifugation wurde der Niederschlag abgetrennt und die sich im Überstand befindliche DNA weiter mit Isopropanol und 70 %igen Ethanol gereinigt. Nach Trocknung der nach der letzten Zentrifugation erhaltenen DNA wurde diese in 100 (l TE-Puffer über Nacht bei +4 °C rehydriert.

Kot

Es wurden zwischen 20 und 90 mg Kot mittels DNeasy Tissue Kit der Fa. Quiagen auf Vorhandensein von Soja-DNA untersucht. Dazu wurde ein modifiziertes Protokoll eines Kunden der Fa. Quiagen verwendet, das die Fa. Quiagen freundlicherweise zur Verfügung gestellt hatte. Dazu wurde das Probenmaterial in 180 (l Probenvorbereitungspuffer suspendiert und mit 20 (l Proteinase K-Lösung versetzt. Der Ansatz wurde für 2 h bei 55 °C verdaut, bevor 200 (l Lyse-Puffer zugesetzt wurden und 10 min bei 70 °C inkubiert wurde. Nach einem Zentrifugationsschritt wurde das Sediment verworfen und der Überstand in einem neuen Reaktionsgefäß mit 210 (l Ethanol vermischt. Der Ansatz wurde in ein Reinigungssäulchen überführt und 1 min bei 8000 g zentrifugiert. Die an das Silica-Gel adsorbierte DNA wurde zweimal mit Ethanol-hältigen Waschpuffern gewaschen und schliesslich mit 100 (l TE-Puffer eluiert.

Harn

Es wurden 140 (l Harn mittels Quiamp Viral RNA Kit auf das Vorhandensein von Soja-DNA untersucht. Zur Probe wurden 560 (l Inaktivierungspuffer, der auch Carrier RNA enthielt, zupipettiert und für 10 min bei RT inkubiert. Nach Zusatz von 560 (l Ethanol der gesamte Ansatz in zwei Läufen in ein Reinigungssäulchen überführt und zentrifugiert. Das Eluat wurde jeweils verworfen. Nach Reinigung der nun in den Reinigungssäulchen gebundenen DNA mit zwei unterschiedlichen Waschpuffern wurde die DNA mit 100 (l TE-Puffer eluiert.

7.2.2.4 PCR und Gel-Elektrophorese
Die isolierte DNA wurde durch Amplifikation eines 118 bp Fragments des Soja-Lektin-Gens mit Hilfe der Primer GM03/GM04 auf Vorhandensein von Soja-DNA in Milch, Blut, Kot und Harn geprüft. Ausserdem wurden die DNA-Isolate stichprobenartig auf PCR-Tauglichkeit geprüft, indem ein Fragment des kuheigenen kappa-Casein-Gens mit den Primern JK301/JK502 amplifiziert wurde; dieses 350 bp Fragment sollte zumindest bei allen Milch- und Blutproben vorhanden sein.

GM03
5’-GCC CTC TAC TCC ACC CCC ATC C-3’

GM04
5’-GCC CAT CTG CAA GCC TTT TTG TG-3’

JK 302
5’-GCC CAT TTC GCC TTC TCT GTA ACA GA-3’

JK501
5’-ATC ATT TAT GGC CAT TCC ACC AAA G-3’

Die Amplifizierung der DNA wurde jeweils in einem Endvolumen von 25 (l in 0,2 ml PCR-Mikroreaktionsgefäßen durchgeführt. Jeweils 2 (l gereinigte DNA wurden zu 23 (l PCR-Puffer mit folgender Zusammensetzung zupipettiert:

2,5 (l 10x Reaktionspuffer (Perkin Elmer, USA, 100 mM Tris-HCl, pH 8,3, 500 mM KCl), 1,5 mM MgCl2, 200 (M Nukleotide (dATP, dCTP, dGTP, dTTP), 200 nM der beiden Primer (GM03 und GM04 oder JK301 und JK502) und 1 Unit AmpliTaqGold Polymerase (Perkin Elmer). Es wurden jeweils 2 (l DNA-Lösung in die PCR eingesetzt

Jede Probe wurde mit 25 (l Mineralöl überschichtet.

Die PCR Amplifikation erfolgte in einem Eppendorf Mastercycler personal mit dem folgenden Temperaturprofil: nach einem Denaturierungsschritt bei 95 °C für 10 min wurden 45 Zyklen zu je 30 s bei 95 °C, 30 s bei 60 °C und 1 min bei 72°C gefahren, und mit einem auf 5 min ausgedehnten Extensionsschritt bei 72 °C abgeschlossen. Für das Primer-Paar JK301/JK502 wurde eine Annealing-Temperatur von 55 °C gewählt und nur 35 Zyklen gefahren.

Jeweils 10 (l der Amplifikationsprodukte wurden in einem 1,2 %igen Agarosegel in Tris-Borat-Puffer (0,045 M Tris, 0,045 M Borsäure, 0,001 M EDTA) mit 0,5 (g/ml Ethidiumbromid bei einer Spannung von 7,5 V/cm aufgetrennt. Als Längenstandard wurde ein 100 bp Molekulargewichtsstandard verwendet. Schliesslich wurden die aufgetrennten Amplifikationsprodukte im UV-Licht (254 nm) sichtbar gemacht und mit einem Video-Dokumentationssystem dokumentiert.

7.2.3 Ergebnisse und Diskussion

Nach Verfütterung von ca. 10 kg Soja-Schrot täglich – was der 5fachen üblicherweise verabreichten Ration entspricht - konnte in Milch, Blut und Harn keine Soja-DNA nachgewiesen werden. Sehrwohl wurde das 350 bp Fragment des kappa-Casein-Gens in Blut und Milch nachgewiesen, was als Qualitätskriterium für die PCR-Tauglichkeit der isolierten DNA diente. Der negative Soja-Nachweis war daher nicht auf eine schlechte DNA-Qualität nach der Extraktion zurückzuführen, sondern auf ein Nichtvorhandensein der Soja-DNA in Blut und Milch oder das Vorliegen der Soja-DNA in einer Konzentration, die unter der Nachweisgrenze der jeweils verwendeten Methoden lag.

Nur in den DNA-Isolaten aus Kot wurde das gesuchte 118 bp Fragment erfolgreich amplifiziert, die Proben mussten jedoch vor der PCR 1:10 verdünnt werden, um einen positiven Nachweis zu erhalten.

7.2.4 Schlussfolgerungen

Da auch bei einer so grossen Menge an zugefüttertem Soja-Schrot (10 kg täglich) keine Soja-DNA weder im Blut noch in der Milch gefunden wurde, könnte die Empfindlichkeit der Nachweismethode nicht ausreichend gewesen sein.

Aus Magermilch und Rahm konnten nur sehr geringe Mengen an Gesamt-DNA isoliert werden, was die statistische Chance auf einen positiven Nachweis der eventuell vorhandenen Soja-DNA stark verringerte. Aus diesem Grund wäre für eine Steigerung der Nachweisgrenze eine grössere Menge an isolierter Gesamt-DNA erforderlich. Dies könnte einerseits durch eine Steigerung des in die Extraktion eingesetzten Milchvolumens von 1 ml auf 10, 100, oder 1000 ml erreicht werden oder andererseits durch den Zusatz von inerter Carrier-DNA zum Extraktionsansatz, um die eventuell vorhandene, erwartungsgemäß kleine Soja-DNA-Menge besser zu retenieren.

Es ergaben sich schliesslich folgende Konsequenzen für die weitere Vorgangsweise:

· In 1 ml Milch ist die extrahierte Gesamt-DNA-Menge möglicherweise zu gering, die Ausbeute kann durch Einsatz inerter Heringssperma-DNA als Carrier oder durch Aufkonzentrierung der Proben – Probenvolumina von 10 bis 1000 ml – erhöht werden.

· Durch Verwendung des LactoCorder sind die Probenvolumina, die verunreinigungsfrei/staubfrei entnommen werden können, auf 50 ml beschränkt, was für eine Aufkonzentrierung der DNA möglicherweise nicht genug ist.

· Der Zeitpunkt der Blutprobennahme war eventuell ungünstig gewählt (vor der Fütterung, d.h. zwischen 10 und 14 Stunden nach der letzten Fütterung). Zu dieser Zeit könnte die Fremd-DNA eventuell schon wieder aus der Blutbahn entfernt sein.

8 Nachweis von Soja-DNA in Milch und Milchprodukten

8.1 Problemstellung

Die durchschnittliche Aufnahme an Nukleinsäuren (RNA + DNA) über das Futter beträgt zwischen 1 und 50 g/kg Trockensubstanz. Die Verdauung und Resorption alimentärer DNA ist wenig erforscht. Es gibt auch kaum Informationen über den tatsächlichen Weg von eventuell resorbierter DNA im Wiederkäuer. DNA-Fragmente aus der Nahrung könnten entweder zellgebunden – durch Sezernierung peripherer Leukozyten – und/oder als freie DNA durch andere unbekannte Transportmechanismen über die Blutbahn in die Milch gelangen.

In unserer Arbeit haben wir daher versucht beide Möglichkeiten in Betracht zu ziehen und bei der Entwicklung eines Nachweisverfahrens miteinzubeziehen. Es wurden Protokolle entwickelt bzw. adaptiert, die einen Nachweis von Futtermittel-DNA in den in der Milch befindlichen Zellen ebenso ermöglichen wie den Nachweis der frei in der Milch gelösten DNA. Da nur sehr kleine Mengen an Fremd-DNA zu erwarten waren, mussten die für einen positiven Nachweis limitierenden Faktoren optimiert werden. Von ganz entscheidender Bedeutung ist die Menge und die Reinheit der isolierten DNA, die als Template für die nachfolgende Polymerasenkettenreaktion dient. Nachfolgend sind die Ergebnisse der Entwicklung der DNA-Extraktionsprotokolle zusammengestellt.

8.2 Material und Methoden

8.2.1 Aufarbeitung von 100 – 200 ml Rohmilch

Eine Übersicht über die Aufarbeitung von Rohmilch ist in Abbildung 8.1 dargestellt. Rohmilch wurde aliquotiert und in 250 ml Nalgene-Gefäße überführt. Die Proben wurden für 10 min bei 5.000 g und 4 °C zentrifugiert. Durch die Zentrifugation konnte die Milch in die drei Phasen Sediment, Magermilch und Rahm getrennt werden; die tiefe Temperatur ermöglichte eine einfache Entfernung des erstarrten Milchfetts. Mittels eines sterilen Metalllöffels wurde die Fettschicht abgehoben und in ein neues Gefäß überführt. Die Magermilch-Fraktion konnte durch Dekantieren in ein neues Gefäß gewonnen werden, was das Sediment mit am Gefäßrand zurückgebliebenen Fettspuren zurückließ. Durch Umdrehen des Reaktionsgefäßes und auf dem Kopf Stehenlassen für ca. 10 min bei Raumtemperatur konnte das Sediment ohne Fettrückstände im Extraktionspuffer resuspendiert und in ein neues Gefäß überführt werden.
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Abbildung 8.1: DNA-Nachweis in den Fraktionen aus 200 ml Rohmilch

8.2.2 Sediment aus 100 – 200 ml Rohmilch

Die DNA-Extraktion aus dem Sediment (siehe Abbildung 8.2) wurde in einem 50 ml Reaktionsgefäß durchgeführt. Dazu wurde das Sediment in 10 ml CTAB-Extraktionspuffer (20 g /l CTAB, 1,4 mol/l NaCl, 0,1 mol/l TRIS, 20 mmol/l EDTA, pH 8.0) resuspendiert und mit Proteinase K (20 mg/ml) zu einer Endkonzentration von 500 (g/ml versetzt. Der Extraktionsansatz wurde über Nacht bei 56 °C im Wasserbad inkubiert. Die Probe wurde schliesslich mit 5 ml Chloroform extrahiert und nach einer weiteren Inkubation bei 55 – 60 °C für 10 min auf RT abgekühlt, bevor der Ansatz für 10 min bei 8.500 g und RT zentrifugiert wurde. Die wässrige Phase wurde mit einer sterilen Pasteurpipette in ein 50 ml Röhrchen überführt und danach mit 2 Volumina CTAB-Präzipitationslösung (5 g/l CTAB, 0,04 mol/l NaCl) versetzt und durch Schwenken gemischt. Einer Inkubation von ca. 60 min folgte eine Zentrifugation für 10 min bei 8.500 g und RT. Das Pellet, das manchmal kaum zu sehen war, wurde in 1 ml 1,2 M Natriumchlorid-Lösung gelöst und in ein 2 ml-Reaktionsröhrchen überführt. Nach nochmaliger Extraktion mit einem halben Probenvolumen Chloroform und einer nachfolgenden Zentrifugation für 10 min bei ca. 15.000 g und RT, wurden ca. 900 (l der wässrigen Phase in ein mit 600 (l 2-Propanol befülltem Reaktionsgefäß überführt. Nach vorsichtigem Schwenken und Ausfällen der DNA, wurde die DNA pelletiert und mit 500 (l 70 %igem Ethanol gewaschen. Die gereinigte DNA wurde für ca. 15 min bei 60°C in einem Thermomix getrocknet und schliesslich in 100 (l TE-Puffer (10 mmol/ TRIS, 1 mmol/l EDTA) gelöst. Die DNA-Lösung wurde bis zur weiteren Analyse bis höchstens 14 Tage bei 4 °C gelagert, oder für längere Zeit bei –22 °C eingefroren.

8.2.3 Magermilch aus 100 – 200 ml Rohmilch

Die DNA aus der Magermilchfraktion wurde entweder direkt aus dem wässrigen Milieu (siehe Abbildung 8.3) oder nach erfolgter Aufkonzentrierung durch eine Sprühtrocknung aus dem Magermilchpulver (siehe Abbildung 8.2) extrahiert.

10 ml der erhaltenen Magermilch wurden mit 10 ml doppelt konzentriertem CTAB-Extraktionspuffer (40 g /l CTAB, 2,8 mol/l NaCl, 0,2 mol/l TRIS, 40 mmol/l EDTA, pH 8.0) versetzt und mit Proteinase K (20 mg/ml) zu einer Endkonzentration von 500 (g/ml ergänzt. Der Extraktionsansatz wurde über Nacht bei 56 °C im Wasserbad inkubiert. Die Probe wurde schliesslich mit 5 ml Chloroform extrahiert und nach einer 10 minütigen Inkubation bei RT für 
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Abbildung 8.2: Ablaufdiagramm des DNA-Extraktionsverfahrens für Rahm,

Magermilchpulver und Sediment aus 200 ml Rohmilch
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Abbildung 8.3: Ablaufdiagramm des DNA-Extraktionsverfahrens für Vollmilch, Buttermilch und Magermilch

10 min bei 8.500 g und RT zentrifugiert. Die wässrige Phase wurde mit einer sterilen Pasteurpipette in ein 50 ml Röhrchen überführt und danach mit 2 Volumina CTAB-Präzipitationslösung (5 g/l CTAB, 0,04 mol/l NaCl) versetzt und durch Schwenken gemischt. Einer Inkubation von ca. 60 min folgte eine Zentrifugation für 10 min bei 8.500 g und RT. Das Pellet, das manchmal kaum zu sehen war, wurde in 1 ml 1,2 M Natriumchlorid-Lösung gelöst und in ein 2 ml-Reaktionsröhrchen überführt. Nach nochmaliger Extraktion mit einem halben Probenvolumen Chloroform und einer nachfolgenden Zentrifugation für 10 min bei ca. 15.000 g und RT, wurden ca. 900 (l der wässrigen Phase in ein mit 600 (l 2-Propanol befülltem Reaktionsgefäß überführt. Nach vorsichtigem Schwenken und Ausfällen der DNA, wurde die DNA pelletiert und mit 500 (l 70 %igem Ethanol gewaschen. Die gereinigte DNA wurde für ca. 15 min bei 60°C in einem Thermomix getrocknet und schliesslich in 100 (l TE-Puffer (10 mmol/ TRIS, 1 mmol/l EDTA) gelöst. Die DNA-Lösung wurde bis zur weiteren Analyse bis höchstens 14 Tage bei 4 °C gelagert, oder für längere Zeit bei –22 °C eingefroren.

8.2.4 Magermilchpulver aus 100 – 200 ml Rohmilch

Die nach Zentrifugation der Rohmilch erhaltene Magermilch wurde durch Dekantieren in ein frisches 250 ml Nalgene-Reaktionsgefäß überführt. Das ganze Volumen (ca. 90 % des eingesetzten Rohmilchvolumens) wurde in einem Büchi Mini Spray Dryer getrocknet. Dabei wurde die Heisslufttemperatur und -zufuhrgeschwindigkeit so geregelt, dass die Magermilchpulvertemperatur nicht über 75 °C stieg, um die DNA nicht zu schädigen. Sowohl die Heissluftzufuhr als auch die Pulvertemperatur wurden über Messfühler ständig überwacht.

Von dem erhaltenen Magermilchpulver wurden höchstens 2,5 g in ein 50 ml Reaktionsgefäß überführt und in 10 ml CTAB-Extraktionspuffer (20 g /l CTAB, 1,4 mol/l NaCl, 0,1 mol/l TRIS, 20 mmol/l EDTA, pH 8.0) suspendiert und mit Proteinase K (20 mg/ml) zu einer Endkonzentration von 500 (g/ml versetzt. Der Extraktionsansatz wurde über Nacht bei 56 °C im Wasserbad inkubiert. Die Probe wurde schliesslich mit 5 ml Chloroform extrahiert und nach einer weiteren Inkubation bei 55 – 60 °C für 10 min auf RT abgekühlt, bevor der Ansatz für 10 min bei 8.500 g und RT zentrifugiert wurde. Die wässrige Phase wurde mit einer sterilen Pasteurpipette in ein 50 ml Röhrchen überführt und danach mit 2 Volumina CTAB-Präzipitationslösung (5 g/l CTAB, 0,04 mol/l NaCl) versetzt und durch Schwenken gemischt. Einer Inkubation von ca. 60 min folgte eine Zentrifugation für 10 min bei 8.500 g und RT. Das Pellet, das manchmal kaum zu sehen war, wurde in 1 ml 1,2 M Natriumchlorid-Lösung gelöst und in ein 2 ml-Reaktionsröhrchen überführt. Nach nochmaliger Extraktion mit einem halben Probenvolumen Chloroform und einer nachfolgenden Zentrifugation für 10 min bei ca. 15.000 g und RT, wurden ca. 900 (l der wässrigen Phase in ein mit 600 (l 2-Propanol befülltem Reaktionsgefäß überführt. Nach vorsichtigem Schwenken und Ausfällen der DNA, wurde die DNA pelletiert und mit 500 (l 70 %igem Ethanol gewaschen. Die gereinigte DNA wurde für ca. 15 min bei 60 °C in einem Thermomix getrocknet und schliesslich in 100 (l TE-Puffer (10 mmol/ TRIS, 1 mmol/l EDTA) gelöst. Die DNA-Lösung wurde bis zur weiteren Analyse bis höchstens 14 Tage bei 4 °C gelagert, oder für längere Zeit bei –22 °C eingefroren.

8.2.5 Rahm aus 100 – 200 ml Rohmilch

Der nach Zentrifugation erhaltene Rahm wurde zur Gänze in ein 50 ml Reaktionsgefäß überführt (ca. 7,5 g bei 100 ml und 15 g bei 200 ml Proben) und bei 55 – 60 °C im Wasserbad aufgeschmolzen, ehe er mit 10 ml CTAB-Extraktionslösung (20 g /l CTAB, 1,4 mol/l NaCl, 0,1 mol/l TRIS, 20 mmol/l EDTA, pH 8.0) versetzt und mit 10 ml n-Hexan ausgeschüttelt wurde (siehe Abbildung 8.2). Die Emulsion wurde für weitere 10 min bei 55 – 60 °C inkubiert. Nach Abkühlen auf Raumtemperatur (RT) wurde die Probe für 10 min bei 8.500 g und RT zentrifugiert. Mit einer sterilen Pasteurpipette wurde die untere wässrige Phase in ein neues 50 ml-Röhrchen überführt, wobei darauf geachtet wurde, dass keine Teile des Präzipitats zwischen der wässrigen und der organischen Phase mitgenommen wurde. Die Volumenzunahme, verglichen mit den eingesetzten 10 ml Extraktionslösung, wurde mit doppelt konzentriertem CTAB-Extraktionspuffer (40 g /l CTAB, 2,8 mol/l NaCl, 0,2 mol/l TRIS, 40 mmol/l EDTA, pH 8.0) ausgeglichen. Der Extraktionsansatz wurde nun mit Proteinase K Suspension (20 mg/ml) zu einer Endkonzentration von 500 (g/ml versetzt und über Nacht bei 56 °C im Wasserbad inkubiert. Die Probe wurde schliesslich mit 5 ml Chloroform extrahiert und nach einer weiteren Inkubation bei 55 – 60 °C für 10 min auf RT abgekühlt, bevor der Ansatz für 10 min bei 8.500 g und RT zentrifugiert wurde. Die wässrige Phase wurde mit einer sterilen Pasteurpipette in ein neues 50 ml Röhrchen überführt und danach mit 2 Volumina CTAB-Präzipitationslösung (5 g/l CTAB, 0,04 mol/l NaCl) versetzt und durch Schwenken gemischt. Einer Inkubation von ca. 60 min folgte eine Zentrifugation für 10 min bei 8.500 g und RT. Das Pellet, das manchmal kaum zu sehen war, wurde in 1 ml 1,2 M Natriumchlorid-Lösung gelöst und in ein 2 ml-Reaktionsröhrchen überführt. Nach nochmaliger Extraktion mit einem halben Probenvolumen Chloroform und einer nachfolgenden Zentrifugation für 10 min bei ca. 15.000 g und RT, wurden ca. 900 (l der wässrigen Phase in ein mit 600 (l 2-Propanol befülltem Reaktionsgefäß überführt. Nach vorsichtigem Schwenken und Ausfällen der DNA, wird die DNA pelletiert und mit 500 (l 70 %igem Ethanol gewaschen. Die gereinigte DNA wurde für ca. 15 min bei 60 °C in einem Thermomix getrocknet und schliesslich in 100 (l TE-Puffer (10 mmol/ TRIS, 1 mmol/l EDTA) gelöst. 

8.2.6 Vollmilch

Durch den relativ hohen Fettanteil von ca. 4 % musste die Vollmilch vorextrahiert werden (siehe Abbildung 8.3). Dazu wurden 10 ml Vollmilch mit 10 ml n-Hexan in einem 50 ml Reaktionsgefäß ausgeschüttelt. Die Emulsion wurde für weitere 10 min bei 55 – 60 °C inkubiert. Nach Abkühlen auf Raumtemperatur (RT) wurde die Probe für 10 min bei 8.500 g und RT zentrifugiert. Mit einer sterilen Pasteurpipette wurde die untere wässrige Phase in ein neues 50 ml-Röhrchen überführt, wobei darauf geachtet wurde, dass keine Teile des Präzipitats zwischen der wässrigen und der organischen Phase mitgerissen wurden. Die Probe wurde nun mit 10 ml doppelt konzentriertem CTAB-Extraktionspuffer (40 g /l CTAB, 2,8 mol/l NaCl, 0,2 mol/l TRIS, 40 mmol/l EDTA, pH 8.0) versetzt und mit Proteinase K (20 mg/ml) zu einer Endkonzentration von 500 (g/ml ergänzt. Der Extraktionsansatz wurde über Nacht bei 56 °C im Wasserbad inkubiert. Die Probe wurde schliesslich mit 5 ml Chloroform extrahiert und nach einer 10 minütigen Inkubation bei RT für 10 min bei 8.500 g und RT zentrifugiert. Die wässrige Phase wurde mit einer sterilen Pasteurpipette in ein 50 ml Röhrchen überführt und danach mit 2 Volumina CTAB-Präzipitationslösung (5 g/l CTAB, 0,04 mol/l NaCl) versetzt und durch Schwenken gemischt. Einer Inkubation von ca. 60 min folgte eine Zentrifugation für 10 min bei 8.500 g und RT. Das Pellet, das manchmal kaum zu sehen war, wurde in 1 ml 1,2 M Natriumchlorid-Lösung gelöst und in ein 2 ml-Reaktionsröhrchen überführt. Nach nochmaliger Extraktion mit einem halben Probenvolumen Chloroform und einer nachfolgenden Zentrifugation für 10 min bei ca. 15.000 g und RT, wurden ca. 900 (l der wässrigen Phase in ein mit 600 (l 2-Propanol befülltem Reaktionsgefäß überführt. Nach vorsichtigem Schwenken und Ausfällen der DNA, wurde die DNA pelletiert und mit 500 (l 70 %igem Ethanol gewaschen. Die gereinigte DNA wurde für ca. 15 min bei 60 °C in einem Thermomix getrocknet und schliesslich in 100 (l TE-Puffer (10 mmol/ TRIS, 1 mmol/l EDTA) gelöst. Die DNA-Lösung wurde bis zur weiteren Analyse bis höchstens 14 Tage bei 4 °C gelagert, oder für längere Zeit bei –22 °C eingefroren.
8.2.7 Verbutterung von Rahm aus Rohmilch

1000 ml Rohmilch wurden zu 200 ml Volumina aliquotiert und in 250 ml Nalgene-Zentrifugationsgefäße überführt. Durch Zentrifugation bei 5.000 g und +4 °C für 10 min wurde die Rohmilch in die Fraktionen Rahm, Sediment und Magermilch getrennt. Der Rahm wurde mit einem sterilen Metalllöffel abgehoben und bei +4 °C bis zur Verbutterung aufbewahrt. Sediment und Magermilch wurden verworfen oder für weitere Experimente bereitgestellt.

Der Rahm wurde mit einem elektrischen Mixer (Braun, Multimix, 200 W) solange aufgerührt, bis das Fett sich zu einem plastischen Klumpen zusammenballte und sich keine zusätzliche wässrige Phase mehr abschied. Nach der Separation von Butter und Buttermilch wurden beide Fraktionen separat untersucht.

8.2.8 Butter aus Rahm von 1000 ml Rohmilch

Es wurden ca. 15 g Butter für die DNA-Extraktion eingesetzt. Dazu wurde analog der Extraktion aus Rahm (siehe unter Punkt 8.2.5 auf Seite 65) vorgegangen.

8.2.9 Buttermilch aus Rahm von 1000 ml Rohmilch

Die Buttermilch wurde nach Beobachtung eines neuerlichen Aufrahmeffektes noch einmal für 10 min bei 5.000 g und 4 °C zentrifugiert, wonach dem Gesamtvolumen zwei 10 ml Aliquote entnommen wurden. Ein Aliquot wurde aus der unteren fettfreien Phase entnommen, das zweite aus der oberen Phase. Buttermilch wurde analog der DNA-Extraktion aus 10 ml Vollmilch (siehe unter Punkt 8.2.6 auf Seite 66) aufgearbeitet.

8.2.10 Bestimmung der DNA-Qualität 

Die Qualität der extrahierten DNA wurde auf drei Ebenen geprüft: Menge, Reinheit und Länge. Die isolierte DNA-Menge wurde mittels spektrophotometrischer (bei 260 nm) und fluorometrischer (mit dem Fluorophor H33258, Hoechst, Deutschland) Methoden bestimmt, die Reinheit durch Vergleich der Extinktionen bei 230, 260 und 280 nm Wellenlänge, und die Länge der DNA mittels Gel-Elektrophorese.

Für die spektrophotometrische Prüfung der DNA wurden je nach erwarteter DNA-Menge 2,5, 5, 10 oder 20 (l in TE-Puffer gelöster DNA-Extrakt jeweils mit sterilem pyrogenfreiem Wasser auf 1000 (l aufgefüllt, sodass Verdünnungen von 1:400 bis 1:50 in die Messung eingingen. Gemessen wurde in einer 1 ml Quarzküvette in einem Shimadzu UV-1602 Spektrophotometer jeweils bei den Wellenlängen 230, 260 und 280 nm. Der Extinktionswert bei 260 nm wurde zur Kalkulation des DNA-Gehalts im Extrakt herangezogen, wobei einer Extinktion von 1 eine DNA-Konzentration von 50 (g/(l entspricht. Zur Berechnung der extrahierten DNA-Menge wurde folgende Formel verwendet: DNA-Menge des Extrakts = Verdünnungsfaktor x Extinktionswert / 20 x Extraktvolumen. Zur Bestimmung der Reinheit der DNA wurde einerseits das Verhältnis der Extinktionen bei 260 und 280 nm verglichen, wobei A260 nm/A280 nm einen Wert von 1,7 – 1,9 aufweisen sollte und die Werte bei A230 nm und A280 nm ca. gleich gross sein sollten (A230 nm – A280 nm = 0). Ausserdem wurde ein ganzes Spektrum der jeweiligen Proben aufgenommen, wobei die Extinktionen zwischen 200 nm und 300 nm in 1,5 nm Schritten aufgezeichnet wurden und so anhand einer Kurve die Reinheit der extrahierten DNA abgeleitet werden konnte.

Der Nachteil der spektralphotometrischen Methode zur Mengenbestimmung von DNA liegt in der Tatsche, dass auch RNA und eventuelle Extraktionsrückstände ebenfalls bei 260 nm eine beträchtliche Extinktion aufweisen, sodass die errechnete Konzentration überschätzt werden könnte. Deshalb wurde die Konzentration zusätzlich mittels Fluorometrie bestimmt. Der Fluoreszenz-Farbstoff H33258 bindet spezifisch an doppelsträngige DNA und emittiert nach Bestrahlung mit Licht von 365 nm bei einer Wellenlänge von 458 nm. Die Stärke des Emissionssignals wird gemessen und ist linear proportional zur Konzentration der DNA in Lösung. Nach Erstellung einer Eichgeraden kann die DNA-Konzentration der unbekannten Probe abgelesen bzw. berechnet werden. Für die Messung wurden je 10 (l DNA-Lösung zu 990 (l TNE-Puffer (100 mM Tris/HCl, 1 M NaCl, 10 mM EDTA, pH 7,4) mit 0,01 % Fluorophor H33258 pipettiert und in einer 3 ml Küvette gemessen.

Zur Bestimmung der DNA-Länge wurden 10 (l extrahierte DNA (gelöst in TE-Puffer) mittels Gel-Elektrophorese in einem 1,2 %igen Agarosegel mit 0,5 (g Ethidiumbromid/ml bei einer Feldspannung von 7,5 V/cm für 45 min aufgetrennt. Durch die unterschiedliche Laufgeschwindigkeit der verschieden langen DNA Fragmente kann man anhand der nach 45 min von der Auftragungstasche zurückgelegten Distanz die Länge der DNA abschätzen. Höhermolekulare DNA würde sich weniger weit vom Startpunkt entfernen und ein Indiz für eine schonende DNA-Extraktion sein, wobei ein Schmierbild auf degradierte DNA hinweist.

8.2.11 Nachweis von Soja-DNA in Rohmilch

8.2.12 Probenvorbereitung und –aufarbeitung

Das Ziel der Methodenentwicklung war die Nachweisbarkeit von transgener Futtermittel-DNA in Milch und Milchprodukten. Als Modell wurde die Soja-Bohne gewählt. Zur Bestimmung der prinzipiellen Nachweisbarkeit und der Nachweisgrenzen freier DNA in Rohmilch wurden die Proben vor der Aufarbeitung (Fraktionierung, Konzentrierung, Reinigung, Verbutterung) mit verschiedenen Mengen an vorgereinigter Soja-DNA gespickt. Für die Bestimmung der Nachweisbarkeit von zellgebundener DNA wurde die Soja-DNA nach der Zentrifugation der Rohmilch direkt zu dem erhaltenen Sediment zugesetzt.

Zur Gewinnung gereinigter Soja-DNA wurde handelsüblicher Soja-Schrot mit Mörser und Flüssigstickstoff fein zerkleinert. Unter Verwendung des Protokolls des in der Amtlichen Sammlung von Untersuchungsmethoden nach LMBG § 35 beschriebenen Verfahrens  wurden jeweils ca. 100 mg pflanzliches Material aufgearbeitet. Die gereinigte DNA wurde schliesslich spektralphotometrisch (bei 230, 260, 280 nm) überprüft und fluorometrisch mit dem Fluorophor H33258 quantifiziert. Es wurde eine serielle Verdünnungsreihe (jeweils Faktor 10) hergestellt, sodass die DNA-Konzentrationen zwischen 100 ng und 10 pg/(l betrugen.

Zur Bestimmung der Nachweisgrenze für freie Soja-DNA in Rohmilch und deren Fraktionen wurden 6 Rohmilchproben (200 ml) mit jeweils dem gleichen Volumen, aber von unterschiedlicher Konzentration an Soja-DNA gespickt, sodass sich Gehalte von 0, 0,0001, 0,001, 0,01, 0,1 und 1 ng Soja-DNA/ml Rohmilch ergaben. Nach Zentrifugation der gespickten Proben wurde die DNA aus den jeweiligen Fraktionen nach den oben beschriebenen Methoden isoliert. Zusätzlich wurden zu Vergleichszwecken weitere 6 Rohmilchproben (200 ml) mit denselben Mengen an gereinigter Soja-DNA gespickt, und die DNA ohne vorherige Fraktionierung der Proben direkt aus der Rohmilch isoliert.

Zur Bestimmung der Nachweisgrenze für zellgebundene Soja-DNA wurden 6 Rohmilchproben (200 ml) zuerst durch Zentrifugation fraktioniert und das erhaltene Sediment direkt mit 0, 0,02, 0,2, 2, 20 und 200 ng Soja-DNA versetzt, was auf das gesamte eingesetzte Probenvolumen bezogen einen Gehalt von 0, 0,0001, 0,001, 0,01, 0,1 und 1 ng Soja-DNA/ml Rohmilch ergab.

8.2.13 PCR und Gel-Elektrophorese

Aus der Literatur wurden Primer ausgewählt, die einen spezifischen Abschnitt der Soja-DNA flankieren und dessen Vervielfältigungsprodukte nach der PCR leicht und sicher von der bovinen genomischen bzw. der sonst noch in der Milch befindlichen DNA (Mikroorganismen, Verunreinigungen, etc.) unterschieden und identifiziert werden können. Ausserdem musste das Amplifikat relativ klein sein, da durch die Degradierung der DNA während der Verdauung und des Transports durch den Organismus in die Milch nur DNA-Fragmente von wenigen 100 bp Länge zu erwarten waren. Verwendet wurde das Primer-Paar GM03/GM04, das spezifisch ein 118 bp Fragment des Soja-Lektin-Gen amplifiziert.

GM03
5’-GCC CTC TAC TCC ACC CCC ATC C-3’

GM04
5’-GCC CAT CTG CAA GCC TTT TTG TG-3’

Ausserdem wurde die Amplifizierbarkeit der extrahierten DNA durch eine Amplifikation eines 350 bp Fragments des bovinen kappa-Casein-Gens (-CN überprüft. Dieses Fragment wurde von den Primern JK302 und JK501 mit folgender Sequenz flankiert:

JK 302
5’-GCC CAT TTC GCC TTC TCT GTA ACA GA-3’

JK501
5’-ATC ATT TAT GGC CAT TCC ACC AAA G-3’

Die Primer wurden von der Firma MWG Biotech AG, Deutschland, hergestellt. Nach Rehydrierung wurden die lyophilisierten Oligonukleotide aliquotiert und bei –20°C aufbewahrt.

Die Amplifizierung der DNA wurde jeweils in einem Endvolumen von 25 (l in 0,2 ml PCR-Mikroreaktionsgefäßen durchgeführt. Jeweils 2 (l gereinigte DNA wurden zu 23 (l PCR-Puffer mit folgender Zusammensetzung zupipettiert:

2,5 (l 10x Reaktionspuffer (Perkin Elmer, USA, 100 mM Tris-HCl, pH 8,3, 500 mM KCl), 1,5 mM MgCl2, 200 (M Nukleotide (dATP, dCTP, dGTP, dTTP), 200 nM der beiden Primer (GM03 und GM04 oder JK302 und JK501) und 1 Unit AmpliTaqGold Polymerase (Perkin Elmer).

Jede Probe wurde mit 25 (l Mineralöl überschichtet.

Die PCR Amplifikation erfolgte in einem Eppendorf Mastercycler personal. Für GM03/GM04 wurde folgendes Temperaturprofil verwendet: nach einem Denaturierungsschritt bei 95 °C für 10 min wurden 45 Zyklen zu je 30 s bei 95 °C, 30 s bei 60 °C und 1 min bei 72 °C gefahren, und mit einem auf 5 min ausgedehnten Extensionsschritt bei 72 °C abgeschlossen.

Für JK302/JK501 wurde das Temperaturprogramm so verändert, dass die Annealing-Temperatur bei 55 °C lag und ausserdem nur 35 Zyklen durchlaufen wurden.

Bei jedem PCR-Ansatz wurden Isolate aus Positiv- (reine Soja-DNA) und Negativ-Kontrollen (nur Puffer ohne DNA und “Negativ-Milchproben“) mitgeführt, um Reproduzierbarkeit und Kontaminationsfreiheit zu gewährleisten.

Jeweils 10 (l der Amplifikationsprodukte wurden in einem 1,2 %igen Agarosegel in Tris-Borat-Puffer (0,045 M Tris, 0,045 M Borsäure, 0,001 M EDTA) mit 0,5 (g/ml Ethidiumbromid bei einer Feldspannung von 7,5 V/cm aufgetrennt. Als Längenstandard wurde ein 100 bp Molekulargewichtsstandard verwendet. Schliesslich wurden die aufgetrennten Amplifikationsprodukte im UV-Licht (254 nm) sichtbar gemacht und mit einem Video-Dokumentationssystem dokumentiert.

8.3 Ergebnisse und Diskussion

In Vorversuchen zeigte sich, dass sich diverse DNA-Isolationskits nur bedingt für eine DNA-Extraktion aus Rohmilch, bei der hohe Anforderungen an die Nachweisgrenze und daher an die gesamte DNA-Ausbeute gestellt werden, eigneten.

Zum einen ist derzeit kein Kit erhältlich, der speziell für die DNA-Extraktion aus Milch optimiert wurde. So ist man gezwungen auf Kits auszuweichen, die für ähnliche Matrices Anwendung finden. Im Fall von Rohmilch handelte es sich um kommerziell erhältliche Kits für die DNA-Isolation aus Blut bzw. Zellkulturen. Bei allen diesen Kits fehlt aber eine effektive Eliminierung der in der Milch in relativ hohen Konzentrationen vorhandenen Lipide, die die Polymerasekettenreaktion stark inhibieren können.

Zum zweiten ist der Einsatz von Kits auf ein bestimmtes Probenvolumen beschränkt, meist nur wenige hundert Mikroliter bis einige Milliliter. Zur Steigerung der Nachweisgrenze müsste aber eventuell das Volumen der eingesetzten Probenmenge vergrössert werden bei gleichzeitig bestmöglicher Reinheit der extrahierten DNA, um keine PCR-Inhibitoren anzureichern.

Zum dritten sind die Kits speziell auf ein Anwendungsgebiet abgestimmt und können schlecht auf verschiedene Anforderungen angepasst werden. So arbeiten die DNA-Isolationskits aus Blut fast ausschliesslich mit dem nach Zentrifugation erhaltbaren Zellpellet und können nicht zur Extraktion freier DNA im Medium verwendet werden. Umgekehrt können Kits für die Isolation freier DNA – meist Virus-Isolations-Kits aus Harn – nicht für zellgebundene DNA adaptiert werden. Ausserdem sind Kits um ein Vielfaches teurer als klassische Extraktionsverfahren.

Das gewählte klassische DNA-Extraktionsverfahren mit CTAB erwies sich als äusserst gut geeignet, sowohl freie als auch in Zellen gebundene DNA zu isolieren. Die extrahierte DNA war jeweils von sehr guter Reinheit und es wurde hochmolekulare DNA erhalten (siehe Abbildung 8.4). Ausserdem konnte das Extraktionsverfahren sehr einfach an die unterschiedlichen Anforderungen der verschiedenen Milchfraktionen und –produkte angepasst werden.
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Abbildung 8.4: Qualität der extrahierten DNA aus Futtermittel, Blut und Rohmilchfraktionen Aliquote (10 (l) der verschiedenen DNA-Extrakte (in TE-Puffer) wurden durch eine Agarose-Gel-Elektrophorese (1,2 %, 150 V) aufgetrennt, um die Grösse der erhaltenen DNA abzuschätzen; Bahnen 1 und 13: Molekulargewichtsmarker (100 - 1.500 bp), Bahn 2: Soja-Schrot, Bahn 3: Mais-Silage, Bahn 4: Futter-Mix, Bahnen 5 und 6: Vollblut (DNeasy Mini Blood Kit, Quiagen), Bahnen 7 und 8: Blut-Zellen (Wizard Genomic DNA Purification Kit, Promega), Bahnen 9 und 10: Milch-Sediment (CTAB), Bahnen 11 und 12: Milch-Rahm (CTAB)

8.3.1 Sediment aus 200 ml Rohmilch

Aus dem Sediment von 200 ml Rohmilch konnte die grösste Menge an DNA, verglichen mit den anderen Fraktionen, isoliert werden (siehe Tabelle 8.1). Im Sediment sollten sich intakte Zellen und eventuell beschädigte Zellteile befinden, die zum grössten Teil aus Leukozyten der Kuh und Bakterien zusammengesetzt sind. Wichtig in diesem Zusammenhang war eine sorgfältige Abtrennung der durch Zentrifugation erhaltenen Fettschicht, die durch das Anhaften an der Wand des Zentrifugationsgefäßes beim Transfer des Extraktionsansatzes leicht das Sediment verunreinigen könnte. Dies hätte eine Inhibierung des PCR-Nachweises zur Folge, da die Lipide durch die Extraktion des Sediments eventuell nicht quantitativ entfernt werden, und ausserdem wurden beim Nachweis freier DNA falsch-positive Ergebnisse erhalten, die auf die Verunreinigung des Sediments mit Rahm zurückzuführen waren. Am besten geeignet für die effektive Abtrennung der Fettphase nach der Gewinnung des Sediments war das Auf-den-Kopf-Stellen des Zentrifugationsgefäßes bei RT, wodurch das an der Gefäßwand anhaftende Fett im Deckel des Gefäßes abgeschieden werden konnte. Beim Waschen des Sediments in den relativ grossen Gefäßen, wurde das Sediment meist mit einer dünnen Fettschicht überzogen, was eher kontraproduktiv wirkte und daher nicht weiter angewendet wurde. Im Durchschnitt wurden aus dem Sediment von 200 ml Rohmilch ca. 40,5 (g DNA mit sehr guter Reinheit (A260/A280 = 1,9) isoliert (siehe Tabelle 8.1). Die spektrophotometrische und fluorometrische DNA-Quantifizierung ergaben vergleichbare Ergebnisse mit einer Abweichung < 2 %. Schwankungen der isolierten DNA-Menge von verschiedenen Rohmilchchargen waren naturbedingt oft relativ hoch, da sich auch die Zellzahlen der verschiedenen Milchen stark unterschieden. Dies wirkte sich jedoch nicht auf die Nachweisgrenze für Futtermittel-DNA aus gespickten Proben aus. In gespickten Sedimenten konnte gereinigte Soja-DNA aus Soja-Schrot bis zu einer Konzentration von 0,2 ng Soja-DNA/Sediment nachgewiesen werden, was einem Gehalt von 0,001 ng Soja-DNA/ml Rohmilch entspricht (siehe Abbildung 8.5).

Wurden Rohmilchproben mit Soja-DNA gespickt und das Sediment nach der Fraktionierung untersucht, so konnte kein spezifisches Futtermittel-DNA-Fragment amplifiziert werden (siehe Abbildung 8.6). Freie DNA lag somit weder adsorptiv noch absorptiv in/an den sedimentierten Zellen vor.

Tabelle 8.1: Gesamt-DNA-Verteilung und Nachweisgrenze für zugesetzte Soja-DNA in

Rohmilch

Probenvolumen 200 ml
DNA-Extraktion mit CTAB
DNA-Extraktion mit 2x CTAB

Milch Fraktion
Rahm
Sediment
Magermilch-pulver
Gesamt
Voll-

milch
Mager-milch

Ausbeute nach Zentrifugation [g]
15
n.n.
10*
---
---
---

Aufarbeitungsmenge [g]
15
n.n.
2.5
---
10,2
10,2

DNA-Gesamtausbeute [(g]
19,5
40,5
10,3
70,3
1,4
1,2

DNA-Ausbeute pro ml Rohmilch [ng]
97,5
202,5
206,5
506,0
140,0
120,0

DNA-Anteil pro Fraktion [%]
19,3
40,0
40,7
100
---
---

DNA Reinheit A260/280
1,8
1,9
1,7
---
1,7
1,8

Nachweisgrenze für zugesetzte Soja-DNA [ng/ml]
0,01
0,001**
0,01-0,1
---
0,1-1
0,1

[image: image17.wmf]350 

bp

1

2

3

4

5

6

7

8

9

Abbildung 8.5: Nachweisgrenze zellgebundener Soja-DNA im Sediment von 200 ml Rohmilch Amplifizierung eines 118-bp Fragments des Soja-Lektin-Gens nach Extrakion aus dem Rohmilch-Sediment, dem direkt 0,1 – 1000 pg gereinigte Soja-DNA zugesetz worden waren; Bahn 1: 100-bp Marker, Bahnen 2-6: Sediment ( mit 0,1, 1, 10, 100 und 1000 pg Soja-DNA/ml Rohmilch)
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Abbildung 8.6: Nachweis freier Soja-DNA in den verschiedenen Milchfraktionen Amplifizierung eines 118-bp Fragments des Soja-Lektin-Gens nach DNA Extraktion aus Rahm, Magermilch und Sediment von gespickten Rohmilchproben (200 ml), Bahnen 1 und 20: 100 bp Marker, Bahn 2: Puffer (ohne DNA), Bahn 3: Positivkontrolle (DNA aus Soja), Bahnen 4-9: Rahm (A, B, 0,001, 0,01, 0,1, und 1 ng Soja-DNA/ml Rohmilch), Bahnen 10-14: Magermilch (A, B, 0,01, 0,1, und 1 ng Soja-DNA/ml Rohmilch), Bahnen 15-19: Sediment (A, B, 0,001, 0,01, 0,1, und 1 ng Soja-DNA/ml Rohmilch), A: Amplifizierbarkeitskontrolle (350-bp Fragment des internen genomischen kappa-Caseins), B: ohne Soja-DNA-Zusatz
8.3.2 Magermilch aus 200 ml Rohmilch

Aus 10 ml Magermilch konnten ca. 1,2 (g DNA isoliert werden (siehe Tabelle 8.1). Die Reinheit (A260/A280) der extrahierten DNA betrug 1,8. Wurde die Magermilch durch Sprühtrocknung aufkonzentriert, um eine gleichzeitige Anreicherung der DNA zu erreichen, konnten aus 2,5 g Magermilchpulver ca. 10,3 (g DNA mit einer Reinheit (A260/A280) von 1,7 isoliert werden. Für die gesamte Magermilchfraktion (ca. 180 ml) konnte eine DNA-Ausbeute von 41,2 (g/200 ml Rohmilch errechnet werden. Die kalkulierte DNA-Ausbeute mit dem Ergebnis aus der Extraktion von 10 ml Magermilch als Basiswert ergab nur ca. 24 (g/200 ml. Aus nicht näher bestimmbaren Gründen wurde bei Verwendung von doppelt konzentriertem Extraktionspuffer nur etwa 60 – 70 % der DNA-Ausbeute verglichen mit dem Protokoll für einfachen Extraktionspuffer erhalten.

Für mit gereinigter Soja-DNA gespickte Rohmilchproben (200 ml) ergaben sich in der Magermilchfraktion Nachweisgrenzen von 0,01 - 0,1 ng Soja-DNA/ml Rohmilch (für Magermilchpulver) und 0,1 ng Soja-DNA/ml Rohmilch (für 10 ml Magermilch) (siehe Abbildung 8.6).

Im Zuge der Extraktion aus Magermilchpulver ergaben sich jedoch Reproduzierbarkeitsprobleme, die sich nicht nur auf die Reinheit der extrahierten DNA, sondern auch auf die Nachweisbarkeit von Soja-DNA in gespickten Rohmilchproben auswirkte. In manchen Chargen kam es trotz identer Behandlung der Proben zu unterschiedlichen Ergebnissen, die oft bereits nach einer visuellen Beurteilung ausgeschieden werden konnten. Es kam nämlich bei der Alkohol-Fällung zur Co-Präzipitation von Extraktionsrückständen (Proteine?). Dieser Schritt im Extraktionsprotokoll dient der abschliessenden Aufkonzentrierung der DNA durch Fällung mit Isopropanol bzw. Ethanol, und es sollten jegliche mit Alkohol fällbaren Zellbestandteile bereits zuvor quantitativ abgetrennt sein. Diesem Problem wurde durch verschiedene Strategien beizukommen versucht.

Zuerst wurde geprüft, ob die Trocknungstemperatur einen Einfluss auf die nachfolgende Extraktion hatte. In separaten Ansätzen wurde die Heissluftzufuhr im verwendeten Labor-Sprühtrockner so geregelt, dass die Pulvertemperatur einmal 60 °C, dann 80 °C und zuletzt 100 °C nicht überschritt. Es konnte jedoch kein Einfluss der Pulvertemperatur bei der Trocknung auf die Reinheit der extrahierten DNA festgestellt werden.

Als nächstes wurden die Temperaturen rund um den ersten Chloroform-Extraktionsschritt variiert, um eventuell eine bessere Ausfällung von störenden Proteinen zu erreichen und ausserdem eine höhere Konzentration an Proteinase K im Extraktionsansatz getestet. Zum Ansatz von 2,5 g Magermilchpulver in 10 ml Extraktionspuffer wurde Proteinase K zu einer Endkonzentration von 0, 5, 1 und 2 (g/ml zugesetzt. Die Temperaturen während der Chloroformextraktion wurden zwischen 60 °C und RT und die Temperaturen der nachfolgenden Inkubation zum Absetzen des Präzipitats und zur besseren Phasentrennung zwischen 60 °C, RT und +4 °C variiert. Es zeigte sich, dass die Menge von 0,5 (g Proteinase K/ml Extraktionsansatz ausreichend war und eine Steigerung keine Verbesserung der Reinheit der isolierten DNA ergab. Die verschiedenen Temperaturen bei der Chloroform-Extraktion hatten offenbar einen starken Einfluss auf die Reinheit der extrahierten DNA (siehe Abbildung 8.7), denn die Kombination von RT/RT, RT/+4 °C und 60 °C/+4 °C (Extraktionstemperatur/ nachfolgende Inkubationstemperatur) ergaben jeweils eine Reinheit (A260/A280) von ca. 1,9 und die Extinktionen bei 230 nm und 280 nm waren vergleichbar (siehe Tabelle 8.2). Trotzdem war die Reproduzierbarkeit auch nach der Implementierung der neuen Temperatur​kombinationen bei der Chloroform-Extraktion nicht gewährleistet.

Schliesslich wurde versucht eventuell störende Substanzen im letzten Schritt vor der Alkohol-Fällung abzutrennen. Zu diesem Zeitpunkt liegt die DNA gelöst in 1,2 M NaCl-Lösung vor. Durch Kochen dieser Lösung mit einer kleinen Menge eines für DNA-Isolationen verwendbaren Ionenaustauschers Chelex 100 (BioRad, Hercules, CA, USA), sollten positiv geladene Moleküle mit dem Resin einen Komplex bilden, der durch sein spezifisches Gewicht durch Zentrifugation leicht aus der DNA-Lösung eliminiert werden kann. Die Verwendung von Chelex 100 zeigte jedoch keine weitere Verbesserung der Reinheit der extrahierten DNA zur Erzielung einer besseren Reproduzierbarkeit.

Tabelle 8.2: Ausbeute und Reinheit der aus Magermilchpulver extrahierten DNA unter Verwendung unterschiedlicher Temperaturen bei der Chloroform-Extraktion

Temperatur 10 + 10 min [°C]
60 + 60
60 + 25
25 + 25
25 + 4
60 + 4

Ausbeute [(g]*
26
22
20
11
11

Reinheit A260/280
1,23
1,76
1,88
1,91
1,87

Reinheit A230-A280
0,656
0,126
0,014
-0,006
-0,002

*Berechnung: Lösungsvolumen x A260 x Verdünnungsfaktor / 20
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Abbildung 8.7: Spektren (200 nm – 300 nm) von DNA-Extrakten aus getrockneter Magermilch bei Verwendung unterschiedlicher Temperaturen beim Chloroform-Extraktionsschritt Nach Extraktion mit CTAB wurden die Ansätze mit Chloroform ausgeschüttelt (erste Temperatur: 60 oder 25 °C) und dann vor der anschliessenden Zentrifugation für 10 min inkubiert (zweite Temperatur: 60, 25 oder 4 °C)
8.3.3 Rahm aus 200 ml Rohmilch

Überraschenderweise wurde nach Extraktion aus Rahm eine relativ große Menge an DNA gefunden (siehe Tabelle 8.1). So konnten aus 200 ml Rohmilch nach der Fraktionierung ca. 15 g Rahm mit einem Fettgehalt von 52,7 % (bestimmt nach Gerber) erhalten werden, aus dem sich durchschnittlich 19,5 (g DNA mit einer Reinheit (A260/A280) von 1,8 extrahieren ließen. Anscheinend stammte diese freie DNA aus zerplatzten Zellen oder Bakterien und konnte durch die Zentrifugation im Rahm angereichert werden. Bei Vergleich mit den DNA-Ausbeuten aus den restlichen Rohmilchfraktionen ergab sich ein Verhältnis von ungefähr 20:40:40 (Rahm:Sediment:Magermilch). Wenn man bedenkt, dass Rohmilch mit einem durchschnittlichen Gehalt von 4 % Fett, was bei einer Rahmausbeute von 15 g/200 ml ca. 7,4 % Rahmanteil darstellt, ergibt sich eine mehr als 6fache Konzentrierung freier DNA im Rahm gegenüber der Magermilchfraktion.

Die Extraktion aus Fett erwies sich als vorteilhafter gegenüber der Extraktion aus Magermilch zur Isolation der freien DNA in Rohmilch, da das ganze aus 200 ml Rohmilch erhaltbare Fraktionsvolumen in die Extraktion eingesetzt und dadurch die grösstmögliche Ausbeute erzielt werden konnte, was bei den 180 ml Magermilch nicht möglich war. Ein weiterer Vorteil war die arbeitssparende Aufarbeitung der Fettfraktion, denn bei einer Konzentrierung der Magermilchfraktion zur Verbesserung der Nachweisgrenze musste die Fraktion sprühgetrocknet werden. Dieses Ziel erforderte einen weiteren zeitintensiven Aufarbeitungsschritt, der nur mit zusätzlichen Labor-Geräten bewerkstelligt werden konnte. Als besonders positiv zu bewerten war die Reproduzierbarkeit der Reinheit der extrahierten DNA und der Nachweisbarkeit von zugesetzter Soja-DNA in Rohmilchproben. Die Nachweisgrenze für Soja-DNA in gespickten Rohmilchproben nach Fraktionierung und Extraktion aus der Fettschicht lag bei 0,01 ng Soja-DNA/ml Rohmilch (siehe Abbildung 8.6). Durch ein Upscaling der eingesetzten Probenmenge von 1 ml auf 100 ml konnte die Nachweisgrenze freier Soja-DNA in Rohmilch durch Extraktion aus der Fettfraktion proportional gesteigert (siehe Abbildung 8.8) und die Reproduzierbarkeit verbessert werden, was bei der Magermilchfraktion nicht möglich war.
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Abbildung 8.8: Verbesserung der Nachweisgrenze von zugesetzter Soja-DNA in Rahm Amplifizierung eines 118-bp Fragments des Soja-Lektin-Gens nach DNA Extraktion aus Rahm von 1, 10 und 100 ml gespickter Rohmilch, Bahnen 1 und 20: 100-bp Marker, Bahn 2: Puffer (ohne DNA), Bahn 3: Positivkontrolle (DNA  aus Soja), Bahnen 4-9: Rahm aus 100 ml Rohmilch (A, B, 0,001, 0,01, 0,1, und 1 ng Soja-DNA/ml Rohmilch), Bahnen 10-14: Rahm aus 10 ml Rohmilch (A, B, 0,01, 0,1, und 1 ng Soja-DNA/ml Rohmilch), Bahnen 15-19: Rahm aus 1 ml Rohmilch (A, B, 0,001, 0,01, 0,1, und 1 ng Soja-DNA/ml Rohmilch), A: Amplifizierbarkeitskontrolle (350-bp Fragment des internen genomischen kappa-Caseins), B: ohne Soja-DNA-Zusatz
Da Lipide sehr potente PCR-Inhibitoren darstellen, kommt den Extraktionsschritten mit n-Hexan und Chloroform als apolare Lösungsmittel besondere Bedeutung zu. Entscheidend für die DNA-Ausbeute und DNA-Reinheit ist also eine quantitative Abtrennung von Fett und Fettbegleitstoffen bei gleichzeitig schonender Behandlung der DNA. Es zeigte sich, dass die Extraktionstemperatur grossen Einfluss auf die DNA-Ausbeute und die quantitative Abtrennung von durch n-Hexan oder Chloroform ausgefällten DNA-Begleitstoffen ausübte. So konnte durch eine vorgeschaltete Hexan-Extraktion bei 60 °C mit nachfolgender Abkühlung auf RT vor der Zentrifugation ein zusätzlicher Extraktionsschritt mit Hexan unterlassen werden und ausserdem war die nach der Zentrifugation erhaltene Interphase sehr kompakt, was den Transfer der unteren wässrigen Phase sowohl in Anbetracht der Ausbeute als auch der „Reinheit“ stark erleichterte. Zudem waren die Lipide bei der höheren Temperatur, verglichen mit einer Extraktion bei RT, leichter in Hexan löslich. Ähnlich verhielt sich die Extraktion mit Chloroform nach der CTAB-Extraktion. Durch die Inkubation bei 60 °C und danach bei RT für jeweils 10 min wurde die Ausbeute des wässrigen DNA-Extraktionsgemisches verbessert und konnten zusätzliche Zentrifugationsdurchgänge zur besseren Phasentrennung nach der Extraktion unterbleiben.

8.3.4 Vollmilch

Aus Vollmilch konnten 1,4 (g DNA mit einer Reinheit (A260/A280) von 1,7 extrahiert werden (siehe Tabelle 8.1). Das Ergebnis lässt keine Unterscheidung zwischen freier und zellgebundener DNA zu und ergab für den Nachweis von Soja-DNA in gespickten Rohmilchproben mit einer Nachweisgrenze von 0,1 – 1 ng Soja-DNA keine Verbesserung der Nachweisgrenze gegenüber den Milchfraktionen (siehe Abbildung 8.9). Auch hier ergab die auf 200 ml kalkulierte DNA-Menge nur einen Bruchteil der DNA-Ausbeute der Summe der DNA-Gehalte der einzelnen Fraktionen, was wahrscheinlich auf die Verwendung von doppelt konzentriertem CTAB-Extraktionspuffer zurückzuführen ist.
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Abbildung 8.9: Nachweisgrenze von zugesetzter Soja-DNA in Magermilch und Vollmilch. Amplifizierung eines 118-bp Fragments des Soja-Lektin-Gens nach DNA Extraktion aus 10 ml Magermilch bzw. 10 ml Vollmilch; Bahn 1: 100-bp Marker, Bahnen 2-9: Magermilch (ohne und mit 0,001, 0,01, 0,1, 1, 10, 100, 1000 pg Soja-DNA/ml), Bahnen 10-16: Vollmilch (ohne und mit 0,001, 0,01, 0,1, 1, 10, 100, 1000 pg Soja-DNA/ml), Bahn 17: leer, Bahn 18: Puffer (ohne DNA), Bahn 19: Positivkontrolle (Soja- DNA)
8.3.5 Butter und Buttermilch aus Rahm von 1000 ml Rohmilch

In einem Versuch das Phänomen zu klären, warum eine überraschend große DNA-Menge im Rahm von Rohmilch zu finden ist, wurde der nach der Zentrifugation erhaltene Rahm verbuttert. Da die DNA ein hochpolares negativ geladenes Makromolekül darstellt, könnte die DNA an den polaren Enden der Komponenten der Fettkügelchenmembran anhaften. Diese Partikel sind ca. 1-4 (m groß und werden durch den Verbutterungsprozess zerstört. Danach lassen sich die Butterkörner von der Buttermilch abtrennen. Dieser Versuch sollte zeigen, ob der Großteil der DNA nach der Zerstörung der Fettkügelchenmembran mit der Buttermilch ausgeschwemmt wird oder sich weiterhin im Fett befindet.

Aus ca. 75 g Rahm wurden ca. 50 g dieser Labor-mäßig gewonnen „Butter“ und 25 ml Buttermilch gewonnen. Die „Butter“ hatte einen Fettanteil von ca. 66,7 %, einen Wassergehalt von ca. 30 % und eine fettfreie Trockenmasse von 3,2 %, während die Buttermilch einen Restfettgehalt von 1,4 % aufwies.

Aus 15 g Butter wurden ca. 14 (g DNA mit einer Reinheit (A260/A280) von 1,8 isoliert, was auf die Gesamtbuttermenge bezogen ca. 47 (g DNA ausmacht (siehe Tabelle 8.3). Aus 10 ml Buttermilch (fettfrei) konnten ca. 6 (g DNA mit einer Reinheit (A260/A280) von 1,7 isoliert werden, was auf das gesamte Volumen bezogen 15 (g DNA ergeben würde. Erstaunlicherweise konnten aus 10 ml Buttermilch, die nach einer Aufrahmung mit einem Restfettanteil in die Extraktion einging, ca. 105 (g DNA isoliert werden. Offensichtlich war das mit der wässrigen Phase in die Buttermilch gelangte Fett nicht vollständig verbuttert worden, d.h. die Membranstruktur war nicht vollständig zerstört worden, was dem Fett eine gewisse „Löslichkeit“ bzw. Emulgierbarkeit in der Wasserphase verlieh. Offenbar weist die DNA als stark negativ geladenes Makromolekül eine starke Affinität zu den polaren Gruppen von Fettkügelchenmembranen auf, was eine Erklärung für die Konzentrierung freier DNA im Rahm der Rohmilch sein könnte.

Wenn gereinigte Soja-DNA zu 1000 ml Rohmilch in einer Konzentration von 0,1 ng/ml zugesetzt und der nach Zentrifugation erhaltene Rahm verbuttert wurde, konnte die DNA sowohl in der Butter als auch in der Buttermilch nachgewiesen werden (siehe Abbildung 8.10). Obwohl anzunehmen war, dass die DNA im polaren Milieu, also in der Buttermilch und nicht in der Butter zu finden sein sollte, konnte ein positiver Nachweis aus beiden Produkten geführt werden. Wahrscheinlich war dies auf den relativ hohen Restwassergehalt in der Butter von ca. 30 % zurückzuführen. Aus diesem Grund konnte auch ein relativ hoher Gesamt-DNA Gehalt in der Butter errechnet werden.

Tabelle 8.3: Ausbeute und Reinheit der aus Butter und Buttermilch extrahierten DNA nach Verbutterung des Rahms aus 1000 ml Rohmilch

Produkt/Fraktion
Rahm
Butter
Buttermilch (fettfrei/mit Restfett)

Produktausbeute aus 1000 ml Rohmilch
75 g
50 g
25 ml

Aufarbeitungsmenge
15 g
15 g
10 ml

DNA-Ausbeute
19,5 (g
14 (g
6/105(g

DNA-Gesamtausbeute pro Produkt
97,5 (g
47 (g
114 (g*

DNA-Anteil pro Fraktion [%]
---
29 %
71 %

DNA Reinheit A260/280
1,8
1,8
1,7

*Errechneter Wert: Summe der DNA-Ausbeuten aus 15 ml fettfreier und 10 ml fetthältiger Buttermilch (Produktausbeute 25 ml)
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Abbildung 8.10: Nachweis von Soja in Butter und Buttermilch nach Verbutterung von Rahm aus 1000 ml Rohmilch (gespickt mit 0,1 ng Soja-DNA/ml) Amplifizierung eines 118-bp Fragments des Soja-Lektin-Gens nach DNA Extraktion aus 15 g Rahm, 15 g Butter bzw. 10 ml Buttermilch; Bahn 1: 100-bp Marker, Bahn 2: Puffer (ohne DNA), Bahn 3: Referenzprobe (Soja-DNA), Bahn 4: Rahm aus 200 ml Rohmilch (mit 0,1 ng Soja-DNA /ml Rohmilch); Bahnen 5-7: Butter (S, P, N), Bahnen 8-12: Buttermilch (N, P, S, Gemisch aus fettfreier und fetthältiger Buttermilch, fetthältige Buttermilch), S: Spike-Probe (aus gespickter Rohmilch), P: Positivkontrolle (aus gespicktem Produkt), N: Negativkontrolle (Produkt ohne Soja-DNA)
8.4 Schlussfolgerung

Die DNA-Isolierung auf der Basis einer CTAB-Extraktion mit nachfolgender Alkoholfällung erwies sich als gut geeignet für die Aufreinigung von DNA aus Milch und Milchprodukten. Ausserdem ist dieses System sehr flexibel und konnte durch Modifikation einfach an die unterschiedlichen Anforderungen der verschiedenen Produkte angepasst werden. Es konnte DNA bester Qualität und höchster Reinheit isoliert werden.

Für den Nachweis eventuell aus transgenen Futtermitteln in die Milch gelangter DNA müssen sowohl die freie als auch die zellgebundene DNA geprüft werden können, da die Mechanismen des DNA-Metabolismus und DNA-Transports im Wiederkäuer noch nicht zur Gänze geklärt sind. Für die Optimierung der Nachweisgrenze spezifischer DNA-Fragmente aus Rohmilch war eine Fraktionierung der Milch notwendig, die eine gleichzeitige Anreicherung der DNA bewirkte. Zellgebundene DNA konnte in relativ grosser Menge aus dem nach Zentrifugation von Rohmilch erhaltbaren Sediment gewonnen werden. Für den Nachweis freier DNA in Rohmilch erwies sich die durch Zentrifugation erzielte Konzentrierung der DNA im Rahm als äusserst empfindlich und reproduzierbar.

In Spikeversuchen konnte gezeigt werden, dass noch 0,2 ng Soja-DNA/Sediment aus 200 ml Rohmilch nachgewiesen werden konnten, was einer Nachweisgrenze von 0,001 ng Soja-DNA/ ml Rohmilch entspricht. Für freie DNA ergab sich eine Nachweisgrenze von 0,01 ng Soja-DNA/ml Rohmilch, wenn die DNA aus der Rahmfraktion extrahiert wurde.

Mit den entwickelten Protokollen für die DNA-Extraktion aus dem Sediment und dem Rahm aus 200 ml Rohmilch wurde ein Nachweisverfahren geschaffen, um den möglichen Transfer von Futtermittel-DNA über die Verdauung in die Milch prüfen zu können.

9 Nachweis von Mais-DNA in Milch

9.1 Material und Methoden

9.1.1 Probenvorbereitung und –aufarbeitung

Da sich nach der Entwicklung der Extraktionsprotokolle für DNA aus Rohmilch und den Fraktionen Sediment, Magermilch und Rahm am Beispiel des Soja-Nachweises gezeigt hatte, dass die Vergrösserung des eingesetzten Probenvolumens von 1 ml auf 200 ml Rohmilch und die Analyse der Fraktionen Sediment (für zellgebundene DNA) und Rahm (für freie DNA) die Nachweisgrenze für Fremd-DNA merklich verbesserte, wurde auch der Nachweis von Mais-DNA in Rohmilch durch Extraktion aus dem Sediment und dem Rahm analog den bereits beschriebenen Extraktionsprotokollen für Soja-DNA durchgeführt.

Zur Bestimmung der Nachweisbarkeit und der Nachweisgrenze freier Mais-DNA in Rohmilch wurden die Proben vor der Fraktionierung mit verschiedenen Mengen an vorgereinigter Mais-DNA gespickt. Für die Bestimmung der Nachweisbarkeit von zellgebundener DNA wurde die Mais-DNA nach der Zentrifugation der Rohmilch direkt zu dem erhaltenen Sediment zugesetzt.

Zur Gewinnung gereinigter Mais-DNA wurde am Hof produzierte Mais-Silage mit Mörser und Flüssigstickstoff fein zerkleinert. Unter Verwendung des Protokolls des in der Amtlichen Sammlung von Untersuchungsmethoden nach LMBG § 35 beschriebenen Verfahrens wurden jeweils ca. 200 mg pflanzliches Material aufgearbeitet. Die gereinigte DNA wurde schliesslich spektralphotometrisch (bei 230, 260, 280 nm) überprüft und fluorometrisch mit dem Fluorophor H33258 quantifiziert. Es wurde eine serielle Verdünnungsreihe (jeweils Faktor 10) hergestellt, sodass die DNA-Konzentrationen zwischen 100 ng und 10 pg/(l betrugen.

Zur Bestimmung der Nachweisgrenze für freie Mais-DNA in Rohmilch bzw. der Fraktionen wurden 6 Rohmilchproben (200 ml) mit jeweils dem gleichen Volumen, aber von unterschiedlicher Konzentration an Mais-DNA gespickt, sodass sich Gehalte von 0, 0,0001, 0,001, 0,01, 0,1 und 1 ng Mais-DNA/ml Rohmilch ergaben. Nach Zentrifugation der gespickten Proben wurde die DNA aus den jeweiligen Fraktionen nach den oben beschriebenen Methoden isoliert.

Zur Bestimmung der Nachweisgrenze für zellgebundene Mais-DNA wurden 6 Rohmilchproben (200 ml) zuerst durch Zentrifugation fraktioniert und das erhaltene Sediment nicht oder mit 0,02, 0,2, 2, 20 und 200 ng Mais-DNA versetzt, was auf das gesamte eingesetzte Probenvolumen bezogen einen Gehalt von 0, 0,0001, 0,001, 0,01, 0,1 und 1 ng Mais-DNA/ml Rohmilch ergab.

9.1.2 PCR und Gel-Elektrophorese

Verwendet wurde das Primer-Paar Ivr1/Ivr2, das ein 226 bp Fragment des Mais-Invertase-Gens generieren.

Ivr1
5’-CCG CTG TAT CAC AAG GGC TGG TAC C-3’

Ivr2
5’-GGA GCC CGT GTA GAG CAT GAC GAT C-3’

Die Amplifizierung der DNA wurde jeweils in einem Endvolumen von 25 (l in 0,2 ml PCR-Mikroreaktionsgefäßen durchgeführt. Jeweils 2 (l gereinigte DNA wurden zu 23 (l PCR-Puffer mit folgender Zusammensetzung zupipettiert:

2,5 (l 10x Reaktionspuffer (Perkin Elmer, USA, 100 mM Tris-HCl, pH 8,3, 500 mM KCl), 2 mM MgCl2, 200 (M Nukleotide (dATP, dCTP, dGTP, dTTP), 200 nM der beiden Primer und 1 Unit AmpliTaqGold Polymerase (Perkin Elmer).

Jede Probe wurde mit 25 (l Mineralöl überschichtet.

Die PCR Amplifikation erfolgte in einem Eppendorf Mastercycler personal mit dem folgenden Temperaturprofil: nach einem Denaturierungsschritt bei 95 °C für 10 min wurden 45 Zyklen zu je 30 s bei 95 °C, 30 s bei 68 °C und 1 min bei 72 °C gefahren, und mit einem auf 5 min ausgedehnten Extensionsschritt bei 72 °C abgeschlossen.

Bei jedem PCR-Ansatz wurden Isolate aus Positiv- (reine Mais-DNA) und Negativ-Kontrollen (nur Puffer ohne DNA und “Negativ-Milchproben“) mitgeführt, um Reproduzierbarkeit und Kontaminationsfreiheit zu gewährleisten.

Jeweils 10 (l der Amplifikationsprodukte wurden in einem 1,2 %igen Agarosegel in Tris-Borat-Puffer (0,045 M Tris, 0,045 M Borsäure, 0,001 M EDTA) mit 0,5 (g/ml Ethidiumbromid bei einer Spannung von 7,5 V/cm aufgetrennt. Als Längenstandard wurde ein 100 bp Molekulargewichtsstandard verwendet. Schliesslich wurden die aufgetrennten Amplifikationsprodukte im UV-Licht (254 nm) sichtbar gemacht und mit einem Video-Dokumentationssystem dokumentiert.

9.2 Ergebnisse und Diskussion
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In gespickten Proben war Mais erst bei einer Konzentration von ca. 1 ng Mais-DNA/ml Rohmilch nachweisbar, dies galt sowohl für das Sediment als auch den Rahm aus 200 ml Rohmilch (siehe Abbildung 9.1). Somit war für Mais die noch nachweisbare Menge um den Faktor 100 - 1000 höher als die für Soja-DNA bestimmte Nachweisgrenze in den untersuchten Rohmilchfraktionen. Diese relativ schlechte Nachweisgrenze könnte einerseits auf einen unempfindlicheren Nachweis zurückzuführen sein (Faktor 10) und andererseits auf eine schlechtere DNA-Qualität der in den Spikeversuchen eingesetzten Mais-DNA aus Silage-Mais. Offensichtlich war die DNA durch den niedrigen pH und die mikrobielle Fermentation bei der Silage-Herstellung stark degradiert worden (siehe Abbildung 9.2).

Abbildung 9.1: Nachweisgrenze für Mais-DNA im Sediment und Rahm aus 200 ml Rohmilch Amplifizierung eines 226-bp Fragments des Mais-Invertase-Gens nach Extraktion aus gespicktem Rahm bzw. Sediment von 200 ml Rohmilch; Bahnen 1, 9 und 18: 100-bp Marker, Bahn 2: Puffer (ohne DNA). Bahn 3: Referenzprobe (DNA aus Mais-Silage), Bahnen 4-8: Rahm (0, 1, 10, 100 und 1000 pg Mais-DNA/ml Rohmilch), Bahnen 12-17: Sediment (0, 1, 10, 100 und 1000 pg Mais-DNA/ml Rohmilch)
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Abbildung 9.2: Qualität der aus Mais-Silage extrahierten DNA im Vergleich mit DNA aus Soja-Schrot und aus einem Futtermittelgemisch Bahn 1: 100-bp Marker, Bahn 2: Soja-Schrot, Bahn 3: Mais-Silage, Bahn 4: leer, Bahn 5: Futtermittelgemisch
9.3 Schlussfolgerungen

Bei Verwendung von Mais-Silagen als Futtermittelzusatz liegt die DNA bereits vor der Verabreichung in einem degradierten Zustand vor, was sich bei weiterer Aufarbeitung negativ auf die Nachweisgrenze auswirken kann. Durch die um den Faktor 5 – 10 grösseren Mengen an Mais in üblicherweise verwendeten Futtermittelgemischen verglichen mit der beinhalteten Soja-Menge wird dieses Problem aber teilweise wieder egalisiert, wenn ein Nachweis für einen etwaigen Einsatz von transgenen Futtermitteln in Milch geführt werden sollte.

10 Nachweisbarkeit applizierter Pflanzen-DNA in Blut und Ausscheidungs​produkten 

10.1 Problemstellung

Es galt zu prüfen, ob und in welcher Größenordnung artfremde DNA im Blut des Versuchstieres (Kuh) stabil ist und durch die Blut/Milch-Schranke transportiert werden kann. Dabei sollte die Retentionszeit in der Blutbahn und das erste Auftauchen der Pflanzen-DNA in der Milch bestimmt werden. Ausserdem sollte eine Aussage getroffen werden können, in welcher Form die DNA zu finden ist – entweder gebunden in/an Leukozyten oder ungebunden in freier Form.

10.2 Material und Methoden

10.2.1 Versuchsanordnung

Die DNA-Applikationsversuche wurden an zwei unterschiedlichen Zeitpunkten (24.01.2000 und 08.08.2000) in der Landwirtschaftlichen Bundesversuchswirtschaft Wieselburg, Rottenhauserstrasse 32, 3250 Wieselburg, unter Zusammenarbeit mit der 2. Tierklinik der Veterinärmedizinischen Universität, Wien, 1210 Wien, durchgeführt.

Es wurden zwei Kühe (Fleckvieh) ausgewählt, deren Milchleistung mehr als 30 Liter pro Tag betrug. Die Versuchstiere wurden in der Zeit während des Versuchs – von 4 Tagen vor Versuchsbeginn bis zur letzten Probenahme – mit einem Soja-freien Futtermittelgemisch gefüttert, um ein eventuelles Signal oder eine ungewollte Signalverstärkung aus dem Futtermittel zu vermeiden. Für den Versuch war DNA aus handelsüblichen Soja-Schrot mittels Extraktion mit CTAB gereinigt und schliesslich spektralphotometrisch (bei 230, 260, 280 nm) überprüft und fluorometrisch mit dem Fluorophor H33258 quantifiziert worden. Für die beiden Versuchsansätze wurden je einmal  ca. 100 und 1.500 (g Soja-DNA in 4 ml bzw. 10 ml Puffer gelöst und mittels steriler Einwegspritze in die Vena jugularis appliziert.

10.2.2 Probennahme

Während der gesamten Versuchsdauer wurden in regelmäßigen zeitlichen Abständen Blut-, Milch-, Harn- und Kotproben (siehe Tabelle 10.1) entnommen und für die Analyse bzw. Weiterverarbeitung bereitgestellt. Bereits vor der DNA-Applikation wurden Proben gezogen, die als Blindwert jegliche nicht aus dem Versuchsansatz stammenden Signale aufzeigen sollten.

Tabelle 10.1: Probennahmeplan für Blut-, Milch-, Harn- und Kotproben nach der intravenösen DNA-Applikation

Zeit [min]*
Milch
Blut
Harn
Kot

0**
x
x
x
x
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x
x

3
x
x
x
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18
x
x
x
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24
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x
x

*gemessen ab der intravenösen DNA-Applikation

**ca. 30 min vor der intravenösen DNA-Applikation (Blindproben)
Blut wurde jeweils kurz vor und 2, 10, 20, 30, min, 1, 2, 3, 6, 12, 18 und 24 h nach der intravenösen Injektion entnommen. Die Blutentnahme wurde mittels Vacutainern (Vacuette, Greiner Labortechnik, Deutschland) vorgenommen, die durch ein spezielles Vakuumsystem eine genau definierte Blutmenge (10 ml) entnehmen und zur Vermeidung der Blutgerinnung an der Innenseite mit EDTA beschichtet sind. Dies erfolgte aus der Vena jugularis nach Stauung derselben mit einer Staukette nach Wittke oder aus der Schwanzvene der Kuh.

Milchproben wurden kurz vor Beginn des Experiments und 1, 3, 6, 12, 18 und 24 h nach der DNA-Spritzung entnommen. Bei den Probennahmezeiten wurden die Kühe jeweils vollständig ausgemolken. Dies geschah auch vor Versuchsbeginn, um einer eventuellen Verdünnung des Analyten durch bereits sekretierte Milch vorzubeugen. Die Milch wurde mittels mobilen Melkeimer gewonnen, der am Stall-internen Pumpsystem angeschlossen wurde. Das gesamte Gemelk wurde durch Schwenken des Melkeimers gemischt und ca. 2 Liter der Milch wurden zur weiteren Verarbeitung bereitgestellt. 

Zur Harngewinnung wurden nach Reinigung der Vulva mit verdünnter Betaisodona-Lösung sterile Katheder verwendet. Der Kot wurde rektal mit einem langen Einweghandschuh aus der Mastdarmampulle entnommen. Proben der Ausscheidungen wurden jeweils kurz vor und 1, 2, 3, 6, 12, 18 und 24 h nach Experimentbeginn gezogen.

Alle Proben wurden in der Zeit zwischen Probennahme und Probenaufarbeitung bei 4 °C aufbewahrt, längstens aber 2 h. Die Proben wurden je nach Einsatzvolumen in den jeweiligen Extraktionsverfahren aliquotiert und für die Analysen bereitgestellt. Die jeweils restliche Probenmenge wurde bei –20 °C eingefroren und für zusätzliche Bestimmung zurückgestellt.

10.2.3 DNA-Extraktion

Zur Gewinnung gereinigter Soja-DNA wurde handelsüblicher Soja-Schrot mit Mörser und Flüssigstickstoff fein zerkleinert. Unter Verwendung eines modifizierten Protokolls des in der Amtlichen Sammlung von Untersuchungsmethoden nach LMBG § 35 beschriebenen Verfahrens wurden jeweils ca. 2 g pflanzliches Material aufgearbeitet. Die Extraktion wurde in 50 ml Reaktionsgefäßen durchgeführt und die Volumina der jeweils eingesetzten Reaktionsreagenzien an die Probenmenge angepasst. Für die DNA-Isolation wurden 10 ml CTAB-Extraktionspuffer je Ansatz verwendet und über Nacht bei 55 – 60 °C inkubiert. Nach Abtrennung des groben Zellmaterials durch Zentrifugation, wurde der Überstand mit einem Probenvolumen Chlorform extrahiert. Schliesslich wurde die DNA mit zwei Volumen CTAB-Präzipitationspuffer gefällt und das nach Zentrifugation erhaltene Pellet in 1 ml 1,2 M NaCl-Lösung gelöst und in ein 2 ml Reaktionsgefäß überführt. Nach Ausschütteln der Lösung in einem Volumen Chloroform wurde die DNA in 0,6 Volumen Isopropanol gefällt, das Pellet mit 0,5 ml 70 %igem Ethanol gewaschen und nach dem Trocknen in 100 (l TE-Puffer (10 mM Tris/HCl, 1 mM EDTA) aufgenommen. Alle Zentrifugationsschritte für die 50 ml Gefäße wurden bei 8.500 x g durchgeführt, alle Ansätze in 2 ml Reaktionsgefäßen wurden bei 14.800 x g zentrifugiert.

Aus Milch wurde die DNA nach einer adaptierten Methode basierend auf der Extraktion mit CTAB isoliert. Da es unbekannt war, ob die eventuell vom Futtermittel in die Milch gelangende DNA gebunden in Zellen oder als freie DNA in der Milch vorliegen würde, wurden sowohl das durch Zentrifugation der Rohmilch erhaltbare Sediment als auch der Überstand untersucht. Bei der Entwicklung eines geeigneten DNA-Extraktionsprotokolls aus Milch konnten wir beobachten, dass freie DNA zwar sowohl in der Magermilch als auch im Rahm zu finden sei, die DNA-Menge jedoch um den Faktor > 6 in der Fettschicht angereichert vorlag. In gespickten Proben konnte die DNA aus Milchfett gut aufgereinigt werden und war mittels PCR empfindlich nachweisbar. Auf Vorhandensein freier Futtermittel-DNA wurde daher im Rahm geprüft.

Zur Analyse der Milch wurden Aliquote von 200 ml Rohmilch in 250 ml-Zentrifugenröhrchen transferiert und für 10 min bei 5.000 g und 4 °C zentrifugiert. Mit einem sterilen Löffel wurde die Rahmschicht abgehoben und in ein neues 50 ml-Zentrifugenröhrchen überführt. Die Magermilchfraktion wurde verworfen und das Sediment in 10 ml CTAB-Extraktionspuffer (20 g /l CTAB, 1.4 mol/l NaCl, 0.1 mol/l TRIS, 20 mmol/l EDTA, pH 8.0) suspendiert. Der abgeschöpfte Rahm wurde bei 55 – 60 °C im Wasserbad aufgeschmolzen, ehe er mit 10 ml CTAB-Extraktionslösung versetzt und mit 10 ml n-Hexan vorextrahiert wurde. Die Emulsion wurde für weitere 10 min bei 55 – 60 °C inkubiert. Nach Abkühlen auf RT wurde die Probe für 10 min bei 8.500 g und RT zentrifugiert. Mit einer sterilen Pasteurpipette wurde die untere wässrige Phase in ein neues 50 ml-Röhrchen überführt, wobei darauf geachtet wurde, dass keine Teile des Präzipitats zwischen der wässrigen und der organischen Phase mitgenommen wurden. Die Volumenzunahme verglichen mit den eingesetzten 10 ml Extraktionslösung wurde mit doppelt konzentriertem CTAB-Extraktionspuffer ausgeglichen. Die Extraktionsansätze sowohl des Sediments als auch des Rahms wurden nun jeweils mit Proteinase K Suspension (20 mg/ml) zu einer Endkonzentration von 500 (g/ml versetzt und über Nacht bei 56 °C im Wasserbad inkubiert. Die Proben wurden schliesslich mit 5 ml Chloroform extrahiert und nach einer weiteren Inkubation bei 55 – 60 °C für 10 min auf RT abgekühlt, bevor der Ansatz für 10 min bei 8.500 g und RT zentrifugiert wurde. Die wässrige Phase wurde wiederum mit einer sterilen Pasteurpipette in ein neues 50 ml Röhrchen überführt und danach mit 2 Volumina CTAB-Präzipitationslösung (5 g/l CTAB, 0.04 mol/l NaCl) versetzt und durch Schwenken gemischt. Einer Inkubation von ca. 60 min folgte eine Zentrifugation für 10 min bei 8.500 g und RT. Das Pellet, das manchmal kaum zu sehen war, wurde in 1 ml 1,2 M Natriumchlorid-Lösung gelöst und in ein 2 ml-Reaktionsröhrchen überführt. Nach nochmaliger Extraktion mit einem halben Probenvolumen Chloroform und einer nachfolgenden Zentrifugation für 10 min bei 14.800 g und RT, wurden ca. 900 (l der wässrigen Phase in ein mit 600 (l 2-Propanol befülltem Reaktionsgefäß überführt. Nach vorsichtigem Schwenken und Ausfällen der DNA, wurde die DNA pelletiert und mit 500 (l 70 %igem Ethanol gewaschen. Die gereinigte DNA wurde für ca. 15 min bei 60 °C in einem Thermomix getrocknet und schliesslich in 100 (l TE-Puffer (10 mmol/ TRIS, 1 mmol/l EDTA) gelöst.

Aus Vollblut wurde DNA mit Hilfe von zwei verschiedenen kommerziell erhältlichen Kits isoliert. Durch Vergleich der Ergebnisse aus der Extraktion mit dem DNeasy Tissue Kit (Quiagen, Deutschland), bei dem 200 (l Vollblut aufgeschlossen werden, mit dem Wizard Blood Kit (Promega, USA), wo nur die Leukozyten untersucht werden, sollten eventuelle Rückschlüsse auf den Transportmechanismus der Fremd-DNA im Blut gezogen werden können. Die DNA aus Harn und Kot wurde ebenso mittels Kits isoliert (QIAamp DNA Stool Mini Kit für Kot und QIAamp Viral RNA Mini Kit für Harn, beide von der Fa. Quiagen, Deutschland). Bei allen DNA-Extraktionen mittels Kits wurden die Anweisungen der Hersteller befolgt. 

Die DNA Ausbeute und Reinheit wurden spektrophotometrisch bei A260 und A280 geprüft. Die DNA-Lösungen wurden bis zur weiteren Analyse bei 4 °C gelagert.

10.2.4 PCR und Gel-Elektrophorese

Verwendet wurde das Primer-Paar GM03/GM04, das spezifisch ein 118 bp Fragment des Soja-Lektin-Gens amplifiziert.

GM03
5’-GCC CTC TAC TCC ACC CCC ATC C-3’

GM04
5’-GCC CAT CTG CAA GCC TTT TTG TG-3’

Die PCR und die Gel-Elektrophorese wurden wie unter 8.2.13 auf Seite 70 (für die Primer GM03/GM04 beschrieben) durchgeführt.

10.3 Ergebnisse und Diskussion

Nach einer Wägung der Versuchstiere (ca. 700 kg) konnte das Blutvolumen mit ca. 60 l angenommen werden, da allgemein mit einem 8 – 10 %igen Anteil des Blutes am Gesamtgewicht der Kuh gerechnet werden kann. Demnach ergaben sich nach Applikation von 100 bzw. 1.500 (g Soja-DNA jeweils Konzentrationen von 1,7 und 25 ng Soja-DNA/ml Blut. Bei einer Nachweisgrenze von 0,1 ng Soja-DNA/ml Blut wurde die Nachweisgrenze um das 17fache bzw. das 250fache überschritten.

In Vorversuchen war bereits die Tauglichkeit der verschiedenen DNA-Isolationsverfahren für die jeweiligen Matrices (Milchsediment, Rahm, Blut, Harn und Kot) untersucht worden. Dabei ergaben sich die in Tabelle 10.2 dargestellten Nachweisgrenzen.

Sowohl die DNA-Isolations-Kits als auch das klassische CTAB-Extraktionsverfahren lieferten sehr reine (A260/A280 = 1,7 – 1,9) und durch PCR amplifizierbare DNA.

In den Blut-, Milch-, Harn- und Kotproben, die kurz vor der intravenösen Verabreichung der Soja-DNA untersucht wurden, konnte kein soja-spezifisches DNA-Fragment nachgewiesen werden, was als Absicherung galt, dass eventuelle positive Ergebnisse während des Versuchs auch tatsächlich von der applizierten DNA und nicht aus unbekannten oder unkontrollierbaren  Quellen stammten.

Tabelle 10.2: Nachweisgrenzen für Soja-DNA in Milch, Blut, Harn und Kot

Matrix
Soja-Schrot
Sediment
Rahm
Vollblut
Leukozyten
Harn
Kot

Eingesetztes Probenvolumen
2,0 g
Pellet**
15 g**
200 (l
Pellet***
140 (l
200 mg

Extraktionsmethode
CTAB
CTAB
CTAB
DNeasy Tissue Kit

(Quiagen)
Wizard Genomic DNA Purification Kit (Promega)
QIAamp Viral RNA Kit (Quiagen)
QIAamp DNA Stool Kit (Quiagen)

Nachweisgrenzen für Soja-DNA [ng/Probenvolumen]
0,001*
0,1
1
0,02-0,2
0,03
0,1-1
20

Nachweisgrenzen für Soja-DNA [ng/ml]
---
0,001
0,01
0,1-1
0,1
1-10
100

DNA-Ausbeute [(g]
72
40,5
19,5
12,5
27,5
n.b.
n.b.

DNA-Reinheit (A260/A280 nm)
1,8
1,9
1,8
1,7
1,7
n.b.
n.b.

n.b. nicht bestimmt

*Soja-DNA in ng/PCR-Ansatz

**erhalten nach Zentrifugation (10 min, 5000 g, 4 °C) von 200 ml Rohmilch

***erhalten nach Zentrifugation (30 s, 15.000 g, RT) von 300 (l Vollblut

Nach der intravenösen Applikation von 1.500 (g Soja-DNA konnte das 118-bp Fragment des Soja-Lektin-Gens in Blut nachgewiesen werden, nicht jedoch nach Injektion von nur 100 (g Soja-DNA. Auch bei der Applikation der grösseren DNA-Menge war der Nachweis nur am ersten Probennahmepunkt positiv, nämlich nach 2 min und konnte danach während der ganzen Probennahmezeit nicht mehr detektiert werden (siehe Abbildung 10.1), obwohl die applizierte DNA-Menge das 250fache der Nachweisgrenze von Soja-DNA in Blut übertraf. Dies deutete auf eine überraschend schnelle Verstoffwechselung der in Blut vorhandenen Fremd-DNA hin. Interessanterweise wurde die Soja-DNA nicht nur im Vollblut gefunden, sondern zum grössten Teil in der Zellfraktion. Die Fremd-DNA musste also bereits nach 2 min im Blut von den Leukozyten bzw. Makrophagen phagozytiert worden sein und danach sehr effektiv aus der Blutbahn entfernt werden, denn am zweiten Probennahmepunkt 8 min später fiel der Soja-Nachweis bereits negativ aus.

In Milch, Harn oder Kot konnte keine Soja-DNA nachgewiesen werden. Es liegt die Annahme nahe, dass bei rascher Verstoffwechselung der Fremd-DNA bereits im Blut kein positiver Nachweis von Futtermittel-DNA nach der Passage durch anatomisch bedingte Transport-Barrieren (Blut/Milch-Schranke im Euter, Blut/Harn-Schranke in der Niere, Metabolismus in der Leber, etc.) zu erwarten ist. Offenbar wurde die alimentäre DNA durch die Verdauung so stark degradiert, dass keine spezifische Futtermittel-DNA geeigneter Länge (Mindestlänge wäre der von den Primern flankierte DNA-Abschnitt) in die Milch gelangte oder aber die Menge so gering war, dass sie unter die Nachweisgrenze fiel.

[image: image25.wmf]226 

bp

1

2

3

4

5

6

7

8

9

10

Abbildung 10.1: Soja-Nachweis in Blut nach intravenöser Applikation von ca. 1,5 mg Soja-DNA Einer laktierenden Kuh wurde gereinigte Soja-DNA in die Vena jugularis appliziert; nach bestimmten Zeitintervallen wurde Blut entnommen und die DNA extrahiert; durch PCR-Amplifizierung eines 118-bp Fragments des Soja-Lektin-Gens wurde die Stabilität der Soja-DNA in der Blutbahn geprüft, Bahnen 1 und 15: 100-bp Marker, Bahn 2: Puffer (ohne DNA), Bahn 3: Positivkontrolle (DNA aus Soja-Schrot), Bahn 4: Negativkontrolle (Blut, entnommen vor der DNA-Applikation), Bahnen 5-14: Blutproben (entnommen nach 2, 10, 20 und 30 min, und nach 1, 2, 3, 6, 12 und 18 h)
10.4 Schlussfolgerungen

Nach intravenöser Applikation von bis zu 1.500 (g Soja-DNA wurde die Fremd-DNA bereits im Blut sehr effektiv metabolisiert, sodass nach kürzester Zeit (< 10 min) kein positiver PCR-Nachweis mehr geführt werden konnte. Ein Transfer dieser Fremd-DNA in die Milch konnte nicht festgestellt werden.

Trotzdem könnte theoretisch durch den Transport kleinster Mengen an Fremd-DNA durch die Blutbahn, wo eventuell kein positiver Nachweis geführt werden kann, da die DNA-Menge unter der Nachweisgrenze liegt, eine Anreicherung in der Milch erfolgen. Schätzungen zufolge zirkulieren ca. 600 l Blut durch das Eutergewebe, um 1 l Milch zu liefern. Wenn der Transfer der Fremd-DNA vom Blut in die Milch zu 100 % wäre, so könnte die Nachweisgrenze von Soja-DNA in Blut noch um den Faktor 100 unterschritten werden, um in der Milch noch einen positiven Nachweis zu liefern. Da die Nahrungsaufnahme und Verdauung der Kuh gleichmäßig über den 24 Stunden-Tag verteilt ist und dabei ca. 2 kg Soja-Schrot als Kraftfutterzusatz angenommen werden, würden ca. 50 – 100 mg Soja-DNA aufgenommen. Das entspricht mindestens der 35fachen Menge des in dem Applikationsversuch eingesetzten Menge an Fremd-DNA, die jeweils auf die beiden Melkungen am Morgen und am Abend aufgeteilt wären. Um diese theoretische Möglichkeit zu untersuchen, sind praktische Fütterungsversuche erforderlich.

11 Nachweisbarkeit eines DNA-Transfers vom Futtermittel in die Milch

11.1 Einleitung

Es war bekannt, dass freie DNA im Magen-Darm-Trakt fast zur Gänze degradiert wird. Trotzdem besteht die Möglichkeit, dass DNA die Verdauung durch die Schutzwirkung verdauungsresistenter Bestandteile des Futtermittels unbeschadet passieren kann und eventuell in das Lymphe-/Blutsystem resorbiert werden kann. Es konnte gezeigt werden, dass intravenös injizierte Soja-DNA sehr schnell und effektiv aus der Blutbahn eliminiert wurde und nicht  in der Milch nachweisbar war. Trotzdem kann nicht ausgeschlossen werden, dass ein eventuell nicht nachweisbarer Fremd-DNA-Spiegel im Blut besteht und im Verlauf eines Tages zu einer Anreicherung in der Milch führen könnte. Diese Fragestellung musste durch einen Fütterungsversuch erörtert werden.

11.2 Material und Methoden

11.2.1 Versuchsanordnung

Mittels Fütterungsversuche sollte die Nachweisbarkeit von spezifischen Mais- bzw. Soja-DNA-Markern in der Milch untersucht werden. Durch Verabreichung von über die gewöhnlich verwendeten Mengen hinausgehenden Mais- und Soja-Gaben sollte ein möglicher Transfer von spezifischer amplifizierbarer Futtermittel-DNA geprüft werden.

Die Fütterungsversuche wurden in der Landwirtschaftlichen Bundesversuchswirtschaft Wieselburg, Rottenhauserstrasse 32, 3250 Wieselburg, in der Zeit zwischen 1. und 11. Sept. 2000 durchgeführt. Es wurden drei ca. gleichaltrige Kühe (3 Jahre) mit einer täglichen Milchleistung von ca. 20 l (letzte Kalbung lag ca. 6 Monate zurück) und einer Zellzahl von < 100 000 ausgewählt (siehe Tabelle 11.1). Die Versuchstiere waren in einem Laufstall getrennt von den restlichen Tieren untergebracht. Bereits 4 Tage vor Versuchsbeginn erhielten die Versuchstiere eine mais- und sojafreie Futtermittelmischung (siehe Tabelle 11.2), um den Zeitpunkt des eventuell ersten Auftretens der zu untersuchenden Futtermittel-Marker-DNA in der Milch abschätzen zu können. Während der Versuchsdauer von sieben Tagen wurden den Versuchstieren maximal verträgliche Mengen an Mais-Silage (ca. 33 kg, das entspricht 10,7 kg Trockensubstanz/Tag x Kuh) und Soja-Schrot (ca. 7 kg, das entspricht 6,2 kg Trockensubstanz/Tag x Kuh) verabreicht (siehe Tabelle 11.2). Die Fütterung erfolgte händisch und einmal täglich. Dazu wurden die verschiedenen Zutaten der Futtermittelmischung aus zum Teil vorgewogenen, abgepackten Einheiten und am Hof produzierten Silagen entweder händisch oder mittels Schneckenmischers gemischt und den Kühen zum Verzehr ad libitum verabreicht.

Tabelle 11.1: Die Versuchstiere

Kuh Nr.*
7647
7654
7655

Alter [Jahre]
2,9
2,8
2,7

Letzte Kalbung [vor x Monaten]
6
6
6

Gewicht [kg]
710
661
617

Tagesmilchleistung [l]
22
22
21

Zellzahl [Zellen/ml Rohmilch]
15.000
4.000
23.000

*interne EDV-mäßige Erfassungsnummer der Versuchstiere in der BVW Wieselburg

Tabelle 11.2: Zusammensetzung der Futtermischung vor und während des Fütterungsversuchs

Futtermittel
Ab 4 Tage vor dem Versuch
Während des Versuchs 


[kgTS]
[%TS]
[kgTS]
[%TS]

Heu
0,9
4,5
0,9
4,5

Gras-Silage
15,4
77
2,1
10,5

Luzerne-Pellets
1,8
9
0
0

Rüben-Trockenschnitzel
1,8
9
0
0

Mais-Silage
0
0
6,2
31

Soja-Schrot
0
0
10,7
53,5

Vitamin-Mineralstoffmischung
0,1
0,5
0,1
0,5

Gesamt
20
100
20
100

TS...berechnet in Trockensubstanz

11.2.2 Probennahme

Während der gesamten Versuchsdauer wurden in regelmäßigen zeitlichen Abständen nach der jeweiligen Morgen- und Abendmelkung Milch-, Blut-, Harn- und Kotproben (siehe Tabelle 11.3) für die DNA-Analysen bereitgestellt. Die Proben wurden analog der unter Punkt 10.2.2 auf Seite 89 beschriebenen Vorgangsweise entnommen und gelagert.

Tabelle 11.3: Probennahmeplan während des Fütterungsversuchs

Tage m/a*
Milch
Blut
Harn
Kot

0 m**
x
x
x
x

0 a
x




1 m
x
x



1 a
x




2 m
x
x



2 a
x




3 m
x
x



3 a
x




7 m
x
x



7 a
x
x
x
x

*m/a...morgens oder abends

**ca. 30 min vor Beginn des Fütterungsversuchs
11.2.3 DNA-Extraktion

Die Extraktion der DNA aus Mais-Silage, Soja-Schrot und aus dem Futtergemisch sowie aus Blut und den Ausscheidungsprodukten Milch, Harn und Kot erfolgte in derselben Weise, wie bereits unter Punkt 10.2.3 auf Seite 90 beschrieben wurde.

11.2.4 PCR und Gel-Elektrophorese

Es wurden die Primer-Paare Ivr1/Ivr2 für den spezifischen Nachweis eines 226 bp Fragments des Mais-Invertase-Gens und GM03/GM04, das spezifisch ein 118 bp Fragment des Soja-Lektin-Gens amplifiziert, verwendet

Ivr1
5’-CCG CTG TAT CAC AAG GGC TGG TAC C-3’

Ivr2
5’-GGA GCC CGT GTA GAG CAT GAC GAT C-3’

GM03
5’-GCC CTC TAC TCC ACC CCC ATC C-3’

GM04
5’-GCC CAT CTG CAA GCC TTT TTG TG-3’

Die PCR und die Gel-Elektrophorese wurden wie unter 8.2.13 auf Seite 70 (für den spezifischen Soja-Nachweis mit GM03/GM04) und unter 9.1.2 auf Seite 85 (für den spezifischen Mais-Nachweis mit IVR1/IVR2) durchgeführt.

11.3 Ergebnisse und Diskussion

In Vorversuchen war bereits die Tauglichkeit der verschiedenen DNA-Isolationsverfahren für die jeweiligen Matrices (Milchsediment, Rahm, Blut, Harn und Kot) untersucht worden. Dabei ergaben sich die in Tabelle 11.4 dargestellten Nachweisgrenzen.

Tabelle 11.4: Nachweisgrenzen für Mais- und Soja-DNA in Milch, Blut, Harn und Kot

Matrix
Sediment
Rahm
Vollblut
Leukozyten
Harn
Kot

Eingesetztes Probenvolumen
Pellet*
15 g*
200 (l
Pellet**
140 (l
200 mg

Extraktionsmethode
CTAB
CTAB
DNeasy Tissue Kit (Quiagen)
Wizard Genomic DNA Purification Kit (Promega)
QIAamp Viral RNA Kit (Quiagen)
QIAamp DNA Stool Kit (Quiagen)

Nachweisgrenzen für Mais-DNA [ng/ml]
1
1
> 10
10
n.b.
n.b.

Nachweisgrenzen für Soja-DNA [ng/ml]
0,001
0,01
0,1-1
0,1
1-10
100

n.b. nicht bestimmt

*erhalten nach Zentrifugation (10 min, 5000 g, 4 °C) von 200 ml Rohmilch

**erhalten nach Zentrifugation (30 s, 15.000 g, RT) von 300 (l Vollblut

Sowohl die DNA-Isolations-Kits als auch das klassische CTAB-Extraktionsverfahren lieferten sehr reine (A260/A280 = 1,7 – 1,9) und durch PCR amplifizierbare DNA. Die erhaltene DNA aus Mais-Silage und Soja-Schrot wies aber grundsätzlich Unterschiede in der Fragmentlänge auf. So war der Hauptanteil der Mais-DNA nach Auftrennung in einem Agarosegel kleiner als 400 bp Länge, während die isolierte DNA aus Soja-Schrot im höhermolekularen Bereich (einige Tausend Basenpaare) zu finden war (siehe Abbildung 9.2 auf Seite 87). Offensichtlich wurde die Mais-DNA durch die Fermentation stark degradiert.

Abbildung 11.1 und Abbildung 11.2 zeigen, dass die jeweils spezifische Marker-DNA aus dem verabreichten Futtermittel weder aus Mais-Silage noch aus dem Soja-Schrot mittels PCR in Milch nachweisbar waren. Offenbar wurde die alimentäre DNA durch die Verdauung so stark degradiert, dass keine spezifische Futtermittel-DNA geeigneter Länge (Mindestlänge wäre der von den Primern flankierte DNA-Abschnitt) in die Milch gelangte oder aber die Menge so gering war, dass sie unter die Nachweisgrenze fiel.

Einspanier et. al. (2001) berichteten kürzlich, dass in einem Fütterungsversuch mit gentechnisch verändertem Mais zwar keine transgene DNA in Milch nachweisbar war, dass jedoch der Nachweis der Chloroplasten–DNA aus dem Futtermittel ein schwaches positives Signal ergab. Dies kann aber nicht als Modell für die Nachweisbarkeit von transgener DNA in Milch angesehen werden, da die derzeitigen gentechnischen Veränderungen als Single-Copy im Genom vorliegen und nicht als Multi-Copy-Gene wie bei den Chloroplasten, wo einige Dutzend bis 100 Organellen pro Zelle jeweils 30 – 60 idente Kopien der Chloroplasten–DNA beinhalten. Diese hohe Anzahl an Ausgangskopien führt zu einer 103 bis 104 mal höheren Nachweiswahrscheinlichkeit verglichen mit der Detektierbarkeit eines genomischen Single-Copy-Gens. 

Auch in Blut war kein spezifisches Futtermittel-DNA-Fragment. In Blut wäre noch am ehesten ein positives Ergebnis zu erwarten, da die DNA nur die Darm/Lymphe/Blut-Barriere zu überwinden hätte, für einen Nachweis in der Milch aber auch die Blut/Milch-Schranke ein weiteres Hindernis darstellte. Im Blut könnte trotzdem ein gewisser Spiegel an Fremd-DNA vorliegen, dessen Menge aber entweder Schwankungen unterliegt oder unter die Nachweisgrenze von 0,1 ng/ml fällt.

In Harn konnte ebenso keine spezifische Futtermittel-DNA nachgewiesen werden. Nur die Extrakte aus Kot ergaben in einigen Fällen ein positives Ergebnis nach erfolgter PCR-Amplifikation. Dass nicht alle Kot-Proben vergleichbare Ergebnisse lieferten, lag einerseits an der relativ hohen Nachweisgrenze von 100 ng/mg und andererseits wahrscheinlich daran, dass die durch die Verdauung stark degradierte DNA nicht homogen im Kot verteilt vorlag und bei der sehr kleinen eingesetzten Probenmenge von 200 mg eventuell der zufälligen Probenahme entging.
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Abbildung 11.1: Soja-Nachweis in Rohmilch Amplifizierung eines 118-bp Fragments des Soja-Lektin-Gens nach DNA Extraktion aus Rahm und Sediment von 200 ml Rohmilch; Bahnen 1, 9 und 20: 100-bp Marker, Bahn 2: Puffer (ohne DNA), Bahn 3: Referenzprobe (Soja-DNA), Bahnen 4-8: Sediment aus 200 ml Rohmilch (N, Kühe A-C, P), Bahnen 10-14: Rahm aus 200 ml Rohmilch (N, Kühe A-C, P), N: Negativkontrolle (DNA aus Rohmilch vor Beginn der Soja-Zufütterung), P: Positivkontrolle (DNA aus gespickten Rohmilchproben)
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Abbildung 11.2: Mais-Nachweis in Rohmilch Amplifizierung eines 226-bp Fragments des Mais-Invertase-Gens nach DNA Extraktion aus Rahm und Sediment von 200 ml Rohmilch; Bahnen 1, 9 und 20: 100-bp Marker, Bahn 2: Puffer (ohne DNA), Bahn 3: Referenzprobe (Mais-DNA), Bahnen 4-8: Sediment aus 200 ml Rohmilch (N, Kühe A-C, P), Bahnen 10-14: Rahm aus 200 ml Rohmilch (N, Kühe A-C, P), N: Negativkontrolle (DNA aus Rohmilch vor Beginn der Mais-Zufütterung), P: Positivkontrolle (DNA aus gespickten Rohmilchproben)

11.4 Schlussfolgerungen

Obwohl eine grosse Menge an Mais und Soja, die mindestens das 5fache der üblicherweise eingesetzten Ration ausmachte, verfüttert wurde, konnte kein spezifisches Fragment der Futtermittel-DNA in Milch nachgewiesen werden. Die Nicht-Nachweisbarkeit der sowohl in traditionell gewonnenen wie auch in transgenen Sorten enthaltenen Gen-Abschnitte, kann als Modell für den Nachweis gentechnisch veränderter Futtermittel in Milch dienen. Daher ist die  Verfütterung von GVO-Soja und GVO-Mais an Kühen mit der in vorliegender Arbeit angewandten Methodik in Milch nicht detektierbar.

12 Nachweisbarkeit der durch Verstaubung von Futtermittel-DNA in die Milch gelangter DNA

12.1 Problemstellung

Im ökologischen Landbau ist der Einsatz transgener Rohstoffe und Produkte prinzipiell verboten. Auch bei der Etikettierung von „Gentechnik freien“  Produkten darf nachweislich kein Bestandteil aus gentechnisch veränderten Organismen enthalten sein. Trotz Einhaltung dieser Vorschriften kann es aber zu positiven Nachweisen kommen. Die auf der Polymerase Kettenreaktion beruhende Nachweismethode ist so empfindlich, dass bereits kleinste Beimengungen von 0,0001 bis 0,1 % (je nach Matrix und Verarbeitungsgrad) noch nachweisbar sind und so eventuell auch bei unbeabsichtigten Verunreinigungen eines Rohstoffs noch zu finden sind (Hörtner, 1999). Ausserdem könnten bei nahe anliegenden Betrieben durch Verstaubung Verunreinigungen auftreten, die zu einem positiven Analysenergebnis und somit zu einer unrechten Verurteilung führen können. Dem entgegenzuwirken wurde in der Europäischen Union ein Grenzwert von 1 % eingeführt. Auch in der Milch könnte eventuell durch sekundäre Verunreinigungen transgene DNA nachgewiesen werden, obwohl keine gentechnisch veränderten Organismen zugesetzt, noch transgene Futtermittel eingesetzt wurden. Das Ziel dieses Versuchs war es, zu prüfen, ob durch Verstaubung in die Milch gelangte Futtermittel auf der DNA-Ebene nachweisbar sind, ob die Gefahr einer Verstaubung überhaupt gegeben ist und wenn ja, bis zu welcher Entfernung des Futtertrogs diese Möglichkeit der Kontamination noch zu tragen kommt.

12.2 Material und Methoden

12.2.1 Versuchsanordnung

Die Versuche zur Verstaubungsproblematik wurden an zwei unterschiedlichen Tagen (06.09.2000 und 07.09.2000) in der Landwirtschaftlichen Bundesversuchswirtschaft Wieselburg, Rottenhauserstrasse 32, 3250 Wieselburg, durchgeführt. Die Verstaubungsversuche fanden parallel zu dem Fütterungsversuch vom 01.09. – 11.09.2000 statt. Analysiert wurden alle Proben in der Bundesanstalt für Milchwirtschaft, Wolfpassing, 3261 Steinakirchen am Forst. Als Marker für eine eventuelle Verstaubung von Futtermitteln wurden Mais und Soja gewählt, die spezifisch über die Polymerase Kettenreaktion nachgewiesen werden sollten.

Rohmilch wurde mit 0,3 ml/100 ml Acidiol (Merck, Deutschland) konserviert und zu je 100 ml Proben aliquotiert. Die Proben wurden in Einweg-Petrischalen (Durchmesser ca. 15 cm) transferiert und in Abständen von 0, 5, 10 und 20 m Entfernung vom Futtertrog Richtung Stallmitte aufgestellt (siehe Abbildung 12.1). Die Proben wurden in einer Höhe zwischen 0,2 und 2,2 m über dem Fußboden an Mauervorsprüngen oder Fensterbänken platziert. Zusätzlich wurde eine Probe nahe dem geschlossenen Eingangstor ca. 6 m vom Futtertrog und ca. 4 m von in Karton-Säcken gelagertem Futtermittel entfernt aufgestellt. Der Deckel der jeweiligen Petrischale wurde entfernt und die konservierte Rohmilchprobe für mindestens 2 Stunden an der Luft exponiert. Danach wurden die Proben in 100 ml-Kunststoffgefäße transferiert und bis zur Analyse bei +4°C gelagert oder für eine Langzeitlagerung bei –22°C gefroren.

12.2.2 DNA-Extraktion

Die DNA aus Milch wurde nach einer adaptierten Methode basierend auf der Extraktion mit CTAB wie unter 10.2.3 auf Seite 90 isoliert.

12.2.3 PCR und Gel-Elektrophorese

Für den spezifischen Nachweis von Mais und Soja als modellhafte Vertreter verschiedener Futtermittel wurden die Primer-Paare Ivr1/Ivr2 für die Amplifizierung eines 226-bp Fragments des Mais-Invertase-Gens und GM03/GM04 für ein 118 bp Fragment des Soja-Lektin-Gens gewählt.

Ivr1
5’-CCG CTG TAT CAC AAG GGC TGG TAC C-3’

Ivr2
5’-GGA GCC CGT GTA GAG CAT GAC GAT C-3’

GM03
5’-GCC CTC TAC TCC ACC CCC ATC C-3’

GM04
5’-GCC CAT CTG CAA GCC TTT TTG TG-3’

Die PCR und die Gel-Elektrophorese wurden wie unter 8.2.13 auf Seite 70 (für den spezifischen Soja-Nachweis mit GM03/GM04) und unter 9.1.2 auf Seite 85 (für den spezifischen Mais-Nachweis mit IVR1/IVR2) durchgeführt.
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Abbildung 12.1: Probenahmepunkte für „verstaubte“ Milchproben im Stall 100 ml Rohmilchproben (stabilisiert mit 0,3 % Acidiol) wurden für 2 Stunden an 5 verschiedenen Stellen im Stall exponiert, Stelle 1: Entfernung vom Futtertrog 0 m/Höhe vom Fussboden 0,2 m, Stelle 2: 5 m/1,6 m; Stelle 3: 10 m/2,2 m, Stelle 4: 20 m/0,2 m, Stelle 5: 6 m/0,2 m

12.3 Ergebnisse und Diskussion

Das verwendete Verfahren ermöglichte den spezifischen Nachweis von DNA aus den durch Verstaubung in die Milch gelangten Futtermittelbestandteilen. Es zeigte sich, dass die Aufarbeitung der Sedimentfraktion ausreichte, um eine Verstaubungsprüfung durchzuführen. In der Rahmschicht konnte nur in zwei Fällen ein positiver Nachweis geführt werden (siehe Abbildung 12.2 und Abbildung 12.3). Dieselben Proben ergaben auch bei der Extraktion des Sediments ein positives Ergebnis. Es gab keine Probe, die nur in der Rahmfraktion einen positiven Nachweis lieferte. Es ist nicht zu erwarten, dass nachweisbare Mengen an freier DNA aus Futtermitteln durch Verstaubung oder Aerosolbildung im Stall in die Milch gelangen, was einen Nachweis in der wässrigen Phase der Rohmilch und somit auch eine Aufkonzentrierung im Rahm überflüssig macht.

Im Sediment von vier der fünf Proben konnte sowohl Mais- als auch Soja-DNA in jeweils derselben Rohmilchprobe nachgewiesen werden (siehe Abbildung 12.2 und Abbildung 12.3). Futtermittel-DNA wurde somit in der Rohmilch in unmittelbarer Nähe des Futtertrogs und in Entfernungen bis mindestens 10 m im selben Stall gefunden. Aus Proben in einer Distanz von 20 m konnte kein spezifisches Mais- oder Soja-DNA-Fragment isoliert und amplifiziert werden. Die Verstaubung stellt somit einen möglichen Risikofaktor für eine sekundäre Kontamination von Rohmilch mit Futtermittelbestandteilen dar und kann eventuell zur Kontrolle der Verwendung transgener Futtermittel herangezogen werden. Abhängig ist der Erfolg der positiven Prüfung aber vom Abstand des Melkstandes zum Futtertrog und den Lüftungsverhältnissen im Stall. Bei der Milchgewinnung mit Melkeimern, die direkt am Stellplatz der Kuh an eine Vakuum-Leitung angeschlossen werden, ist anzunehmen, dass ein Nachweis von Futtermittel-DNA fast in jedem Fall positiv ausfallen wird, da jedes Vakuum-System auch Luft aus der Umgebung ansaugt. So können die feinen Staub-Partikel in grosser Zahl in die Milch gelangen und auch die eventuell vorhandenen relativ grob-maschigen Metallfilter passieren.
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Abbildung 12.2: Verstaubung von Soja im Stall DNA wurde aus Rahm und Sediment von 5 Rohmilchproben (je 100 ml Rohmilch mit 0,3 ml Acidiol konserviert) extrahiert. Die Proben waren an bestimmten Stellen im Stall (in 0, 5, 10 und 20 m Entfernung vom Futtertrog und beim Eingangstor ca. 5 m entfernt) in offenen Petrischalen exponiert worden; für den Soja-Nachweis wurde ein 118-bp Fragment des Soja-Lektin-Gens amplifiziert; Bahn 1: 100-bp Marker, Bahn 2: Puffer (ohne DNA), Bahn 3: Referenzprobe (Soja-DNA), Bahnen 4-9: Sediment aus 100 ml Rohmilch (P, Stellen 1-5), Bahnen 10-15: Rahm aus 100 ml Rohmilch (N, Stellen 1-5), P: Positivkontrolle (mit Soja-DNA gespicktes Sediment), N: Negativkontrolle (DNA aus Rohmilch ohne Exponierung)

Abbildung 12.3: Verstaubung von Mais im Stall DNA wurde aus Rahm und Sediment von 5 Rohmilchproben (je 100 ml Rohmilch mit 0,3 ml Acidiol konserviert) extrahiert; die Proben waren an bestimmten Stellen im Stall (in 0, 5, 10 und 20 m Entfernung vom Futtertrog und beim Eingangstor ca. 5 m entfernt) in offenen Petrischalen exponiert worden; für den Mais-Nachweis wurde ein 226-bp Fragment des Mais-Invertase-Gens amplifiziert. Bahn 1: 100-bp Marker, Bahn 2: Puffer (ohne DNA), Bahn 3: Referenzprobe (Mais-DNA),  Bahnen 4-9: Sediment aus 100 ml Rohmilch (N, Stellen 1-5), Bahnen 10-15: Rahm aus 100 ml Rohmilch (N, Stellen 1-5), N: Negativkontrolle (DNA aus dem Sediment bzw. dem Rahm von 100 ml Rohmilch ohne Exponierung)

13 DNA-Stabilität bei Kälte, Hitze und Fermentation 
13.1 Einleitung

Obwohl DNA ubiquitär vorkommt und lange Zeit auch ausserhalb einer Zelle überdauern kann, ist dieses Molekül empfindlich gegenüber vielen physikalischen und chemischen Einflüssen. Als schädliche physikalische Faktoren gelten zum Beispiel die Strahlung von kurzwelligem Licht oder wiederholte Gefrier-/Tau-Schritte. Gefahren chemischer Natur für den Erhalt einer intakten DNA sind vor allem Enzyme, wie Nukleasen, DNasen, Phosphodiesterasen, etc. und eine hohe Wasserstoffionenkonzentration (pH < 4). Ausserdem wirken sich Druck- bzw. Scherbeanspruchungen und hohe Temperaturen ebenfalls schädlich auf die Stabilität der DNA aus.

In der Milch könnten diese Faktoren von Bedeutung sein, wenn die nachzuweisende DNA in sehr geringen Mengen vorliegt und infolge von Zeitverzögerungen bei der Probenaufbereitung oder physikalischem Stress bei der Lagerung eine teilweise oder gar vollständige Zerstörung der DNA erfolgt. Auch bei der molkereitechnischen Behandlung von Milch kann die DNA durch physikalische und/oder chemische Einflüsse teilweise oder vollständig degradiert werden, was sich auf die Nachweisbarkeit der „Fremd“-DNA auswirken würde.

Für den Erhalt einer eventuell in die Milch gelangten Futtermittel-Marker-DNA müsste somit ihre Stabilität auch bei Kühlung während des Transports (4 °C) und der Proben-Lagerung (bei 4 °C oder – 18 °C), bei der Erhitzung während der Pasteurisierung (< 100 °C) und Sterilisation (> 100 °C) und während der Fermentation mit Milchsäurebakterien gewährleistet sein.

13.2 Kältestabilität

Prüfungsziel war die Stabilität einer freien Soja-DNA in Milch bei +4 °C und bei -22 °C 

13.2.1 Material und Methoden

13.2.1.1 Probenvorbereitung

DNA wurde aus Soja-Schrot mittels DNeasy Plant Kit der Fa. Quiagen isoliert. Die DNA war in TE-Puffer gelöst und wurde in Wasser seriell verdünnt. Rohmilchproben (2 ml) wurden mit der verdünnten DNA-Lösung gespickt, sodass Endkonzentrationen von 50 ng und 0,5 ng Soja-DNA/ml Rohmilch erhalten wurden. Die Milchproben mit je 50 ng zugesetzter DNA sollten auf jeden fall ein positives Analysenergebnis geben, die Proben mit 0,5 ng waren an der Nachweisgrenze der verwendeten Methode.

Eine Probe je Konzentration wurde bei Raumtemperatur (RT) und im Dunkeln aufbewahrt. Die Milch wurde durch Zusatz von Acidiol (Merck, Deutschland) in einer Endkonzentration von 1 % mikrobiologisch haltbar gemacht und bis zu 7 Tage für Analysen aufbewahrt. Bei RT sollten eventuell vorhandene DNasen beträchtliche Aktivität zeigen, sodass durch die ausbleibende Amplifikation des 118 bp Fragments mittels PCR nach einiger Zeit der Inkubation der Milchprobe das Vorhandensein von DNasen abgeleitet werden könnte.

Bei 4 °C wurde ebenso jeweils eine Probe pro Konzentrationsstufe gelagert, um die Stabilität von gekühlten Proben in der Zeit zwischen Gewinnung und Verarbeitung abschätzen zu können. Die Proben wurden bis zu 22 Tage für Analysen bereitgestellt.

Je zwei Rohmilchproben mit zugesetzter Soja-DNA wurden bei -22 °C aufbewahrt, um die Lagerungsfähigkeit freier DNA in Milch auf einen längeren Zeitraum hin zu verfolgen. Um auch den Einfluss von mehrfachen Gefrier- und Tau-Schritten zu verfolgen, wurde eine Probe je Konzentrationsstufe in einem Volumen zu 2 ml eingefroren und eine zweite Probe je Konzentration zu 10 x 200 (l aliquotiert und bei -22 °C gelagert. Sollte das 118 bp amplifizierbar bleiben, könnten Milchproben ohne Bedenken bei -22 °C gelagert werden, bevor sie analysiert und aufgearbeitet werden.

13.2.1.2 DNA-Extraktion

DNA wurde aus der vollen Rohmilch mittels DNeasy Tissue Kit der Fa. Quiagen extrahiert. Dazu wurden 20 (l Proteinase K (20 mg/ml) zu 200 (l Probe zupipettiert, mit 200 (l Aufschluss-Puffer versetzt und 15 min lang bei 70 oC und 300 rpm im Thermomix inkubiert. Der Ansatz wurde mit 200 (l Chloroform extrahiert und die nach Zentrifugation für 10 min bei 14.800 g erhaltene obere, wässrige Phase wurde in ein neues Reaktionsgefäß überführt und mit 200 (l Ethanol (100 %) versetzt. Alle nachfolgenden Schritte wurden nach Angaben des Herstellers durchgeführt. Der Ansatz wurde in ein Reinigungssäulchen überführt und 1 min bei 8000 g zentrifugiert. Die an das Silica-Gel adsorbierte DNA wurde zweimal mit Ethanol-hältigen Waschpuffern gewaschen und schliesslich mit 100 (l TE-Puffer eluiert.

Parallel dazu wurde in einem Doppelansatz der pH-Wert der Rohmilch mit 1 % Acidiol bei RT und der Rohmilch bei 4 °C in denselben Zeitintervallen wie die DNA-Analyse überwacht.

Die Proben bei RT wurden zu Beginn des Experiments (Zeitpunkt 0), und nach 1, 2, 3, 5, 24, 48, 72 Stunden und nach 7 Tagen untersucht.

Die Proben bei 4 °C wurden nach 0, 1, 2, 3, 5, 24, 48, 72 Stunden und nach 7, 10, 22 Tagen auf Stabilität der zugesetzten DNA geprüft.

Die Proben bei -22 °C wurden nach 24, 48, 72 Stunden und nach 7, 10, 22, 30, 120 und 300 Tagen analysiert.

13.2.1.3 PCR und Gel-Elektrophorese

Die isolierte DNA wurde durch Amplifikation des 118 bp Fragments des Soja-Lectin-Gens mit Hilfe der Primer GM03/GM04 auf Vorhandensein von intakter PCR-fähiger Soja-DNA geprüft. Die PCR und die Gel-Elektrophorese wurden analog zu der unter 8.2.13 auf Seite 70 (für die Primer GM03/GM04 beschrieben) durchgeführt.

GM03
5’-GCC CTC TAC TCC ACC CCC ATC C-3’

GM04
5’-GCC CAT CTG CAA GCC TTT TTG TG-3’

13.2.2 Ergebnisse und Diskussion

Soja-DNA konnte in allen Proben, die jeweils mit einer Konzentration von 50 ng Soja-DNA/ml Rohmilch gespickt waren, über den gesamten Versuchszeitraum von bis 300 Tagen nachgewiesen werden (siehe Tabelle 13.1). In Proben mit 0,5 ng zugesetzter Soja-DNA/ml Rohmilch war jedoch die Sicherheit und Reproduzierbarkeit nicht konsistent, da die Konzentration nahe an der Nachweisgrenze der verwendeten Methode war. Trotzdem konnte Soja-DNA auch bei dieser kleinen Ausgangsmenge (0,5 ng/ml) in RT-Proben noch nach 24 Stunden, in +4 °C-Proben nach 7 Tagen und in –22 °C-Proben nach 300 Tagen nachgewiesen werden.

Obwohl die Rohmilch bei Raumtemperatur nach 48 Stunden und bei 4 °C nach 22 Tagen deutlichen chemischen/mikrobiologischen Abbau zeigte (Milch flockte aus), konnte die Soja-DNA problemlos nachgewiesen werden. Offenbar waren keine oder nur geringe Mengen an DNasen oder anderen der DNA schädlichen Inhaltsstoffe in der Milch vorhanden. Ausserdem war der pH-Wert recht stabil und während des gesamten Versuchszeitraums nur einmal unter 5 gesunken (pH 4,67 am Tag 22 nach Versuchsbeginn).

Tabelle 13.1: Zusammenfassung der Ergebnisse der DNA-Stabilitätsprüfung (Stabilität von 50 bzw. 0,5 ng Soja-DNA/ml Rohmilch bei +25 °C, +4 °C und –22 °C)

Probennahme 0,2 ml:
2 ml Milch
pH
pH
2 ml Milch
2 ml Milch
2 ml Milch

(in Stunden)
bei 25 °C
25 °C
+4 °C
bei +4 °C
bei -20 °C Gefrier&Tau
bei -20 °C


50 ng/0,5 ng
6,76
6,87
50 ng/0,5 ng
50 ng/0,5 ng
50 ng/0,5 ng

0
positiv/negativ
6,75
n.d.
positiv/negativ
n.d.
n.d.

1
positiv/negativ
6,74
n.d.
n.d.
n.d.
n.d.

2
positiv/positiv
6,74
n.d.
n.d.
n.d.
n.d.

3
positiv/negativ
6,74
n.d.
n.d.
n.d.
n.d.

5
positiv/negativ
6,67
n.d.
n.d.
n.d.
n.d.

24
positiv/positiv
6,67
6,86
positiv/negativ
n.d.
n.d.

48
positiv/negativ
6,61
6,80
positiv/positiv
n.d.
n.d.

72
positiv/negativ
6,28
6,74
positiv/negativ
n.d.
n.d.

(in Tagen)







7
positiv/negativ
6,12
5,77
positiv/positiv
n.d.
n.d.

10
n.d.
n.d.
5,07
positiv/negativ
positiv/negativ
positiv/negativ

22
n.d.
n.d.
4,67
positiv/negativ
positiv/positiv
positiv/positiv

30
n.d.
n.d.
n.d.
n.d.
negativ/positiv
positiv/positiv

125
n.d.
n.d.
n.d.
n.d.
positiv/negativ
positiv/negativ

300
n.d.
n.d.
n.d.
n.d.
positiv/negativ
positiv/positiv

n.d....nicht durchgeführt

13.3 Hitzestabilität

Da es nicht möglich war, Futtermittel-DNA nach Verdauung und Sekretion in der Milch nachzuweisen, war die Überprüfung der Hitzestabilität der „Fremd“-DNA hinfällig. Aus den In-Vitro-Versuchen ließ sich aber ableiten, dass Hitze (> 100 °C) die DNA offensichtlich deutlich degradiert. Dies konnte anhand von untersuchten Rahmproben festgestellt werden, bei denen die DNA-Ausbeuten nach Extraktion aus pasteurisiertem Rahm (103-104 °C, 8-10 s) bis zum 100fachen unter jener lag, die aus Rohrahm extrahierbar war.

13.4 Fermentationsstabilität

Fermentation mit Milchsäurebakterien degradierte die DNA, offenbar durch Einfluss von Enzymen und niedrigem pH-Wert, sehr stark. Dies konnte durch die Analyse der aus Mais-Silage gewonnenen DNA gezeigt werden. Durch die Fermentation wurde zwar die DNA-Ausbeute um nur etwa 50 % verschlechtert, doch konnte keine hochmolekulare Nukleinsäure isoliert werden (siehe Abbildung 9.2 auf Seite 87). Der Hauptanteil der erhaltenen DNA war fragmentiert und wies Längen von weniger als 200 bp auf, was sich vor allem auf die Nachweisgrenzen in gespickten Proben auswirkte (siehe Tabelle 11.4 auf Seite 99).

13.5 Schlussfolgerung

Kältestabilität

Für DNA-Analysen bestimmte Rohmilchproben können mehrere Tage lang bei 4 °C oder mehrere Wochen bei -22 °C aufbewahrt werden, ohne dass die sich in der Milch befindliche freie DNA merklichen Schaden nimmt und sich dies auf den Nachweis auswirken würde.

Hitzestabilität

Durch Hitze wird DNA in Milch und Milchprodukten teilweise zerstört, was die Sensitivität eines spezifischen DNA-Nachweises stark mindert. Gegenüber einer unbehandelten Probe muss mit einer um den Faktor 100 höheren Nachweisgrenze gerechnet werden.

Fermentation mit Milchsäurebakterien fragmentiert die DNA im Substrat, was zu einem Verlust der freien DNA im Medium (vgl. McAllan, 1982) und zu einer erschwerten Nachweisbarkeit der durch Zellen bzw. Zellbestandteile geschützten DNA führt.
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