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Vorwort

Sehr geehrte Damen und Herren,

neue molekularbiologischen Techniken wie CRISPR/Cas haben die
anwendungsorientierte Grundlagenforschung nachhaltig verandert.

Sie bieten Chancen, bergen Risiken und stellen dadurch auch die amt-
liche Uberwachung vor groRe Herausforderungen.

Das Bayerische Landesamt fiir Gesundheit und Lebensmittelsicherheit
(LGL) hat diese Thematik aufgegriffen und am 23.10.2019 am Standort
Oberschleiltheim die 8. Fachtagung Gentechnik mit dem Schwerpunkt
,Neue molekularbiologische Techniken (Genomeditierung, CRISPR/Cas
& Co) und deren Herausforderungen fir die Analytik“ ausgerichtet. Die
Aktualitat und das grole offentliche Interesse an diesem Thema zeigte
sich insbesondere daran, dass die Veranstaltung bis auf den letzten
Platz ausgebucht war und mit mehr als 150 Teilnehmerinnen und Teil-
nehmern ein neuer Besucherrekord erzielt wurde.

Zahlreiche renommierte Dozenten aus Universitaten, Behorden und
Forschungseinrichtungen referierten zu verschiedenen Aspekten der
neuen molekularbiologischen Techniken (NMT) und der Genomeditie-
rung.

Im ersten Themenblock wurde den Teilnehmerinnen und Teilnehmern
der Veranstaltung ein verstandlicher Uberblick tiber die Funktionsweise
der NMT und Uber Anwendungsmaglichkeiten der Genomeditierung
vermittelt. Herr Prof. Dr. Holger Puchta vom Karlsruher Institut flr Tech-
nologie (KIT) vermittelte in seinem Vortrag anschaulich, wie
CRISPR/Cas zu einer Revolution in der Pflanzenziichtung beigetragen
hat. Direkt im Anschluss referierte Herr Prof. Dr. Eckhard Wolf vom
Genzentrum der Universitat Minchen (LMU) Gber aktuelle Anwen-
dungsmaoglichkeiten der Genomeditierung bei Tieren. Zum Abschluss
des ersten Themenblocks referierte Herr Prof. Dr. Ernst Wimmer Gber
Mechanismen und Anwendungen des ,,Gene Drive“. Da er nicht persoén-
lich anwesend sein konnte, wurde sein interessanter Vortrag live Ubers
Internet zugeschaltet.

Im zweiten Themenblock standen insbesondere die rechtlichen Aspekte
der Anwendung der neuen molekularbiologischen Techniken und deren
Herausforderungen fiir die Analytik im Fokus der Beitrage.
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So erlduterte Herr Prof. Dr. Hans-Georg Dederer von der Universitat
Passau das EuGH-Urteil vom 25.07.2018 und fuhrte die Folgen dieses
Urteils fur die Rechtslage nach dem Gentechnikrecht aus. Den Ab-
schluss des zweiten Themenblocks bildete ein Vortrag von Herrn Dr.
Christopher Weidner vom Bundesamt flr Verbraucherschutz und Le-
bensmittelsicherheit (BVL), in dem die Herausforderungen der neuen

molekularbiologischen Techniken fur die Analytik ausgefuhrt wurden.

Im dritten Block wurden Themen aus dem Bereich der Analytik und ak-
tueller Forschungsprojekte vorgestellt. So berichtete Herr Prof. Dr.
Thomas Hankeln von der Johannes Gutenberg-Universitat Mainz in ei-
nem kurzweiligen Vortrag tber die Anwendung des ,Next Generation
Sequencing® (NGS) fiir die Authentizitats-Uberpriifung von Lebensmit-
teln. Im Anschluss daran stellte Frau Dr. Christin-Kirsty Baillie (LGL,
OberschleiRheim) Strategien zum Nachweis von Punktmutationen am
Beispiel des Cibus-Raps vor. Mit einem Vortrag von Herrn Dr. Wolfram
Volkwein (LGL, Oberschleif3heim) tber den aktuellen Entwicklungsstand
der synthetischen Biologie wurde die rundum gelungene Veranstaltung
beendet.

Einen besonderen Dank mochten wir dem Bayerischen Staatsministeri-
um fir Umwelt und Verbraucherschutz (StMUV) aussprechen, fir die
Forderung verschiedener Forschungsprojekte zum Thema neue moleku-
larbiologische Techniken, sowie fiir die finanzielle Unterstiitzung der 8.
Fachtagung Gentechnik.

Ich wiinsche Ihnen eine interessante Lektlre und hoffe, dass diese
Ihnen wertvolle Hinweise fir Ihre Arbeit geben kann.

Erlangen, am 1.Oktober 2020

lhr
) 1
'.,Eﬁltif{u_/ A

Walter Jonaé

Leiter des Bayerischen Landesamtes flr
Gesundheit und Lebensmittelsicherheit (LGL)
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1 CRISPR/Cas und die Revolution in der Pflanzenziichtung

Angelina Schindele, Patrick Schindele und Holger Puchta
Botanisches Institut fiir Molekularbiologie und Biochemie, Karlsruher Institut fiir Technologie,
Karlsruhe

1.1 Klassische Zuchtung und Gentechnik

Die naturliche Variabilitat vieler Pflanzenarten beruht auf der Veranderung des genetischen
Codes durch Mutationen und Selektionsstress durch die Umwelt. Diese nattrlichen Mutatio-
nen entstehen durch exogene so wie endogene Faktoren, wie UV-Strahlung oder Sauerstoff-
radikale aus zelleigenen Stoffwechselwegen, welche die DNA angreifen und auf verschiede-
ne Arten schadigen kénnen (Pacher und Puchta 2017). Wahrend DNA Einzelstrangbruche
fur den Organismus einfach zu reparieren sind, da hierbei der unbeschadigte Strang als Mat-
rize fungieren kann, ist die Reparatur eines DNA Doppelstrangbruchs (DSB) aufwandiger
und komplexer fiir die Zelle. Ein DSB kann entweder Uber den fehlerfreien Reparaturweg der
Homologen Rekombination (HR) oder Uber den fehleranfalligen Weg der nicht-homologen
Endverknupfung (non-homologous end joining, NHEJ) behoben werden (Abb. 1).

J DSB Induktion

v NHEJ HR ¥

= ===
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Abbildung 1: DNA Doppelstrangbruch (DSB) Reparatur: DNA DSB konnen Uber zwei unterschiedliche Me-
chanismen repariert werden. Beim klassischen NHEJ werden die entstandenen Bruchenden ohne Bericksichti-
gung von Homologien wieder zusammengefiigt. Aufgrund gewisser Prozessierung kann es dabei zu Sequenz-
Veranderungen kommen. Bei der HR werden homologe Sequenzen flr die Reparatur verwendet, sodass der
DSB in der Regel ohne Sequenz-Veranderungen repariert wird. In Pflanzen stellt das NHEJ den Hauptweg der
DSB Reparatur dar.

Bayerisches Landesamt flir Gesundheit und Lebensmittelsicherheit 7
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In Pflanzen stellt dabei NHEJ den Hauptmechanismus zur Reparatur eines DSB dar, sodass
genetische Variationen, wie Deletionen, Insertionen oder Substitutionen in einer Vielzahl auf-
tauchen koénnen. Pflanzen, die durch diese Mutationen agronomisch vorteilhafte Eigenschaf-
ten entwickelten, wie beispielsweise grofl3e Friichte, verringerte Pflanzengréfe oder Ertrags-
steigerung, wurden weiter kultiviert (Pacher und Puchta 2017). Neben gezielter Selektion
dieser Pflanzen wurden auch Pflanzen mit verschiedenen vorteilhaften Merkmalen gekreuzt,
um neue Sorten zu generieren, die noch besser an biotische und abiotische Umweltfaktoren
angepasst sind und agronomisch wertvolle Eigenschaften liefern. Die Kreuzungszichtung
stellt die weitverbreitetste Zuchtform dar, mit dem Vorteil auch wertvolle Merkmale verwand-
ter Arten einkreuzen zu kénnen (Abb. 2A). Zum einen muss jedoch eine Vielzahl an ge-
kreuzten Pflanzen produziert werden, um die seltenen Ereignisse zu generieren, zum ande-
ren ist es sehr zeitaufwendig die entsprechende Pflanze auch zu identifizieren. Weiterhin
kénnen auch nachteilige Merkmale der Eltern an die Nachkommen weitergegeben werden
oder es kdnnen durch Rekombination der elterlichen Allele neue nachteilhafte Merkmale ent-
stehen. Da sich aber nicht alle negativen Merkmale phanotypisch auspragen, kénnen diese
in die nachste Generation gelangen und sich in der Pflanze etablieren. Dies geschah bei-
spielsweise bei der Domestikation der Tomatenpflanze, wobei die Selektion nach gleichma-
Rig gefarbten Tomatenfriichten ebenso den Verlust von Geschmacksstoffen zur Folge hatte.

A X8 —»
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Abbildung 2: Methoden der Pflanzenzucht: In der Kreuzungsziichtung werden artverwandte Pflanzen mitei-
nander gekreuzt, um positive Merkmale der einen Pflanze auf die andere zu Ubertragen (A). In der Mutagenese-
ziichtung werden mittels chemischen oder physikalischen Mutagenen Mutationen im Pflanzengenom induziert,
um positive Merkmale zu etablieren (B). Bei beiden Ziichtungsmethoden werden zuséatzliche, meist ungewiinsch-
te Merkmale Ubertragen bzw. induziert, die Uber langwierige Riickkreuzungsverfahren entfernt werden mussen.
Bei der klassischen Gentechnik werden artfremde Gene als Transgen ins Pflanzengenom ubertragen (C). Beim
Genome Editing werden endogene Sequenzen sequenz-spezifisch editiert, ohne artfremde DNA zu Ubertragen.

8 Bayerisches Landesamt flir Gesundheit und Lebensmittelsicherheit
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Ab Anfang der 1920er Jahre wurde die Mutagenesezichtung entwickelt, bei welcher geneti-
sche Veranderungen durch chemische Mutagene oder ionisierende Strahlung bewirkt wer-
den (Pacher und Puchta 2017) (Abb. 2B). Diese Behandlungen induzieren tausende Mutati-
onen simultan, sodass im Anschluss die Pflanzen identifiziert werden mussen, die auf diese
Weise vorteilhafte phanotypische Merkmale ausgepragt haben. Weltweit existieren Gber
3000 Nutzpflanzensorten die mittels ionisierender Strahlung erzeugt wurden. Darunter zah-
len viele Hartweizensorten, wie Buchweizen, aber auch viele Hilsenfriichte, Gemiisesorten
und Obstsorten, wie die Grapefruit-Sorten Star Ruby und Ruby Red. Da bei der klassischen
Mutagenesezichtung die Mutationen jedoch ungezielt und ungerichtet eingefligt werden,
kommt es vor, dass auch Gene zum Nachteil verandert werden. Diese mussen durch auf-
wandiges Ruckkreuzen und Screening wieder entfernt werden. Wie bei der Kreuzungsztich-
tung kénnen somit auch hier Mutationen entstehen, die nicht phanotypisch erkannt werden
kénnen, und somit in die nachsten Generationen vererbt werden. Die veranderten Pflanzen
gelten nicht als ,gentechnisch manipulierte® Organismen.

Im Vergleich zur klassischen Mutagenese, beschreibt die klassische Gentechnik das Ein-
bringen von artfremden Genen in einen Organismus (Abb. 2C). Dabei werden die ge-
wlinschten Gene zusammen mit ihren regulatorischen Elementen in rekombinanter DNA zu-
sammengefiihrt und in das Zielgenom eingebracht. Dies geschieht unter anderem durch die
Methode der Agrobakterium-vermittelten Transformation. Agrobacterium tumefaciens ist ein
pflanzenpathogenes Bodenbakterium, welches mittels seiner extrachromosomalen T-DNA
Tumore in Pflanzen induziert. Die tumorinduzierenden Gene kdénnen im Labor durch die je-
weils gewlinschten Gene ausgetauscht werden und somit ins pflanzliche Zielgenom einge-
fuhrt werden. Da die generierten Pflanzen artfremde DNA enthalten, werden sie als GVO
(gentechnisch veranderte Organismen) eingestuft. Der Anbau dieser Pflanzen ist nur in eini-
gen Landern, wie beispielsweise Sud- und Nordamerika erlaubt. In den EU-Mitgliedsstaaten
beschrankt sich der Anbau von GVOs vor allem auf Spanien.

1.2 Genome Editing (Enzymatische DSB Induktion und synthetische
Nukleasen)

Im Gegensatz zur klassischen Mutagenesezlchtung kann mittels des Genome Editing (GE)
Ansatzes das Genom zielgerichtet und prazise verandert werden, um neue vorteilhafte
Merkmale zu erzeugen (Abb. 2D). Dabei liegt dieser Methode dasselbe Prinzip, namlich die
DSB Induktion und zelleigene Reparatur via HR oder NHEJ zugrunde. HR kann fur die In-
tegration von Mutationen ausgenutzt werden, wenn dem Reparaturapparat ein Homologie-
aufweisendes DNA Fragment bereitgestellt wird, das neue Sequenzinformation enthalt. So
kénnen spezifische Punktmutationen, Deletionen oder Insertionen in das Genom eingefuhrt

werden. DSB Reparatur Uber NHEJ in dem offenen Leserahmen eines Gens, kann zu des-
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sen Verschiebung fuihren, was zumeist in einem verfriihten Stopcodon resultiert und damit in
der Expression eines nicht-funktionellen Proteins. Voraussetzung fur diese gezielten Ansatze
ist die sequenzspezifische DSB Induktion, die durch den Einsatz sequenzspezifischer Nukle-
asen erreicht wird.

Die ersten Ansatze basierten auf der Verwendung von nattrlich vorkommenden Nukleasen,
den sogenannten Meganukleasen, wie I-Scel aus Hefe (Perrin et al. 1993; Puchta et al.
1993) (Abb. 3). Diese umfassen eine Erkennungssequenz zwischen 18 und 40 Nukleotiden,
was sie hoch spezifisch macht, gleichzeitig aber die Anzahl an mdglichen Zielsequenzen be-
grenzt. Um die Auswahl der Schnittstellen zu erhéhen, wurden die Meganukleasen auf ver-
schiedene Weisen modifiziert. So wurde beispielsweise die Aminosauresequenz der Nuklea-
sen verandert, um neue Zielsequenzen erkennen zu kénnen (Argast et al. 1998). Da aller-
dings die DNA-Bindedoméane und die katalytisch aktive Domane des Enzyms uberlappen,
fuhrt eine Veranderung der DNA-Bindedoméane auch zur Veranderung der katalytischen Ak-
tivitat und somit zur Beeintrachtigung der Schnitteffizienz (Thompson et al. 1992).

L& I L= ]
———\ —
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Abbildung 3: Synthetische Nukleasen: Meganukleasen (Oben) sind natirlich-vorkommende Nukleasen, die

einen DSB in einer festgelegten Erkennungssequenz induzieren, aufgrund dessen aber nur sehr bedingt an ande-
re Zielstellen angepasst werden kénnen. ZFN (Mitte) und TALENs (Unten) bestehen aus dem Restriktionsenzym
Fok1, das an eine bestimmte DNA-Bindedomane fusioniert ist. ZFN verwenden Zinkfinger als DNA-
Bindedomane, wobei ein Zinkfinger Modul 3 Basen der DNA erkennt. TALENs verwenden TALEs als DNA-
Bindedomane, wobei ein TALE Modul eine Base der DNA erkennt.
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Besser eigneten sich kinstlich hergestellte Nukleasen, die Zinkfingernukleasen (ZFNs) und
die TALENS (transcription activator-like effector nucleases), um DSB in die DNA einzufligen
(Abb. 3). In beiden Systemen beruht die katalytische Aktivitat auf dem TypllS-
Restriktionsenzym Fokl, welches als Dimer die DNA schneidet. Dabei konnte gezeigt wer-
den, dass die Zielspezifitat von Fokl beeinflusst werden kann, wenn die Endonukleasedoma-
ne des Enzyms an andere DNA-Bindedomanen gekoppelt wird (Li et al. 1992). Bei den ZFN
ist eine bestimmte Abfolge mehrerer Zinkfinger-Domanen an Fokl gekoppelt. Ein Zinkfinger
besteht aus etwa 30 Aminosauren, die Uber ihre Seitenketten mit drei bis vier Nukleotiden
der DNA interagieren. ZFN bestehen demnach aus zwei Monomeren, die jeweils aus einem
Set von mindestens drei Zinkfingern, gekoppelt an eine Nukleasedomane, aufgebaut sind
(Kim et al. 1996). Dieses System erwies sich jedoch als stéranfallig, da einzelne Zinkfinger-
domanen miteinander interagieren kénnen und gleichzeitig interaktionsfreie Varianten in ei-
ner verringerten Schnitteffizienz resultieren (Isalan et al. 1997).

Die DNA-Bindeeffektoren, die bei den TALENs zum Einsatz kommen, stammen urspringlich
aus pflanzenpathogenen Bakterien und fungieren hierbei als Transkriptionsaktivatoren oder -
repressoren. TALENs besitzen eine DNA-Bindedomane bestehend aus bis zu 30 Tandem-
wiederholungen dieser Effektoren, die aus jeweils circa 34 Aminosauren aufgebaut sind
(Boch et al. 2009). Die Sequenz der einzelnen Module ist dabei hoch konserviert mit Aus-
nahme der Aminosauren 12 und 13, die die Nukleotidspezifitdt vermitteln und deren Anpas-
sung dementsprechend die Zielsequenz vorgibt (Herbers et al. 1992). Durch ihren modularen
Aufbau kann theoretisch jede Zielsequenz anvisiert werden. Da die TAL-Effektoren ebenso
wie die Zinkfinger an Fokl fusioniert sind, muss es somit auch zur Dimerisierung zweier Nuk-
easedomanen der TALENs kommen, damit ein DSB induziert werden kann. Durch speziell
angepasste Klonierungsprotokolle wurde der Zeitaufwand zur Assemblierung von TALENs
minimiert, sodass der limitierende Faktor lediglich die Transformation in den jeweiligen Ziel-
organismus darstellt (Cermak et al. 2011).

1.3 Gerichtete Mutagenese mittels CRISPR/Cas

Die Verwendung des CRISPR/Cas-Systems als molekulare Schere revolutionierte die Mole-
kularbiologie (Cathomen und Puchta 2018). Dieses System stammt urspriinglich aus Proka-
ryoten und dient als adaptives Immunsystem gegen invasive Fremd-DNA. Das am besten

charakterisierte und meistverwendete System ist das CRISPR/Cas9 aus Streptococcus pyo-
genes. Eindringende Fremd-DNA wird zunachst in den CRISPR-Lokus des Wirtsgenoms als

sogenannter Spacer integriert.

Bayerisches Landesamt flir Gesundheit und Lebensmittelsicherheit 11



8. Fachtagung Gentechnik am 23. Oktober 2019

CRISPR (clustered regularly interspaced short palindromic repeats) beschreibt dabei die
charakteristischen Sequenzwiederholungen, welche durch die integrierten Spacer (nicht-
repetitive Sequenzen) getrennt sind. Kommt es zur erneuten Infektion durch invasive DNA,
wird der CRISPR-Lokus transkribiert und prozessiert, sodass kleine RNA Fragmente, die
crRNAs, entstehen. Diese bestehen aus dem variablen 20 nt langen Spacer und einem kon-
stanten Teil. Der konstante Teil ermdglicht die Bindung an eine weitere RNA, die tracrRNA,
welche die Interaktion zur RNA-gesteuerten Cas9-Endonuklease vermittelt. Dieser 3-
Komponenten Komplex bindet mittels des Spacer sequenz-spezifisch an die invasive DNA
und induziert einen DSB (Schindele et al. 2018).

Damit dieser Komplex nicht den integrierten Spacer im CRISPR-Lokus schneidet, ist ein kur-
zes Motiv, das protospacer-adjacent motif (PAM) stromabwarts der Zielsequenz fur die DSB
Induktion essentiell. Fir den Laborbedarf wurde die tracrRNA und die crRNA zu einer single-
guide RNA (sgRNA oder gRNA) fusioniert und dadurch ein 2-Komponenten System etabliert
(Jinek et al. 2012) (Abb. 4). Abhangig vom PAM kann durch die Wahl der passenden Zielse-
quenz fast jede Stelle im Genom adressiert werden. Der DSB wird drei Nukleotide stromauf-
warts des PAM, in Form eines glatten Bruchs, induziert.

- A (3

G/CPAM sgRNA Cas9 T/APAM crRNA  Casl2a

Abbildung 4: Das CRISPR/Cas-System: Das CRISPR/Cas9-System (Links) war das erste CRISPR-System,
das charakterisiert und fir den Laborgebrauch adaptiert wurde. Das adaptierte System besteht aus der Cas9
Nuklease und einer sgRNA, die die Zielspezifitdt des Systems gewahrleistet. AusschlieRlich ein kurzes, GC-
reiches PAM benachbart der Zielsequenz ist notwendig, dass ein DNA DSB induziert werden kann. Das
CRISPR/Cas12a-System (Rechts) ermdglicht ebenfalls die Induktion eines DNA DSB, mit dem Unterschied, dass
ein TA-reiches PAM benachbart der Zielsequenz vorliegen muss.

Neben dem Cas9 aus Streptococcus pyogenes gibt es auch weitere Cas9 Orthologe, die
sich vor allem in der Arbeit mit Pflanzen bewahrt haben (Li et al. 2013). So konnte gezeigt
werden, dass das Cas9 aus Staphylococcus aureus im Modelorganismus Arabidopsis thalia-
na wesentlich effizienter schneidet (Steinert et al. 2015).
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Aber auch andere CRISPR/Cas-Systeme, wie das Cas12a-System haben Vorteile gegen-
Uber den urspringlich charakterisierten Systemen (Zetsche et al. 2015). So stellt das
Cas12a-System urspringlich ein 2-Komponenten System dar, das mit nur einer crRNA fun-
giert und weist zudem andere Anforderungen an das PAM auf als das Cas9-System. Wah-
rend Cas9 fur G/C-reiche Sequenzen vorteilhaft ist, kdnnen mit dem Cas12a-System auch
A/T-reiche Bereiche adressiert werden. Dies hat den Vorteil, dass Introns oder Promotor-
Regionen, die durch ihre A/T-reiche Sequenz dem Cas9 System nicht zuganglich waren, nun
anvisiert werden kdénnen. Ein wichtiger Unterschied besteht weiterhin in der Induktion des
DSB, dieser wird namlich distal des PAMs induziert und resultiert dabei in Bruchenden mit
EinzelstrangUberhangen (Schindele et al. 2018) (Abb. 4). Das weite Spektrum an verschie-
denen CRISPR/Cas-Systemen fiir unterschiedlichste Anforderungen, als auch die giinstige
und zeitsparende Generierung der Konstrukte machen es zu einem anwendungsfreundlichen
Werkzeug.

Mutationen, die durch das CRISPR/Cas-System induziert wurden, lassen sich molekular
nicht von nattrlich vorkommenden Mutationen unterscheiden. Zudem ist durch entsprechen-
de Selektion der editierten Pflanzen im Nachhinein kein Transgen mehr nachweisbar. Es ist
somit nahezu ausgeschlossen, eine mittels GE editierte Pflanze, die nicht als solche dekla-
riert ist, zu erkennen. Dies ist nur bei der klassischen Gentechnik méglich, bei der artfremde
DNA im Genom verbleibt und schlieRlich nachgewiesen werden kann. Aufbauend auf diesen
Tatsachen, wurden genom-editierte Kulturpflanzen in einigen Landern, wie den USA, Kana-
da, Argentinien und Israel nicht als GVO eingestuft, sondern den Pflanzen der klassischen
Zichtung gleichgestellt. Im Gegensatz dazu stuft die EU grundsatzlich alle gentechnisch
modifizierten Pflanzen als GVO ein. Neue Methoden, wie das hochspezifische CRISPR/Cas-
System fallen demnach unter die GVO Verordnung.

Absurderweise werden Pflanzen, die mit etablierten - extrem unspezifischen - Methoden, wie
Mutagenesezichtung, erzeugt wurden und sich als sicher erwiesen haben, von dieser Klas-
sifizierung ausgenommen.

1.4 Meilensteine der CRISPR/Cas-vermittelten Pflanzenziichtung

Obwonhl in der EU die CRISPR/Cas-basierte Pflanzenzichtung kaum madglich ist, konnten
weltweit schon erstaunliche Forschungsergebnisse erzielt werden, die durch klassische Ver-
fahren kaum hatten erreicht werden kdnnen. Dabei fokussiert sich die Forschung vor allem
auf die Ertragssteigerung und Verbesserung der Produktqualitat, sowie die bessere Anpas-
sung an biotische und abiotische Faktoren.
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In Reis konnte beispielsweise durch die simultane Mutagenese dreier verschiedener, er-
trags-beeinflussender Gene, editierte Pflanzen mit gesteigerten Ertragseigenschaften herge-
stellt werden. Die Dreifachmutante wies eine héhere Ertragsausbeute auf, inklusive verlan-
gerter Rispen, gesteigerter Kérneranzahl pro Ripse, sowie einer Zunahme an Kornlange, -
breite und -gewicht (Zhou et al. 2019). Mit Hilfe des CRISPR/Cas-Systems kdnnen insbe-
sondere auch agronomische Anforderungen in Bezug auf polyploide Nutzpflanzen adressiert
werden. So produziert die hexaploide Pflanze Camelina sativais bevorzugt mehrfach unge-
sattigte Fettsduren, wobei jedoch die vermehrte Produktion von einfach ungesattigten Fett-
sauren gewulnscht ist. Um dem nachzukommen, wurden drei Gene, die am Fettsduremeta-
bolismus beteiligt sind, mit dem CRISPR/Cas-System simultan adressiert. Heraus kamen
verschiedene Kombinationen an Einzel-, Doppel- und Dreifachmutanten, die stark in ihren
Fettsaureprofilen variieren, von etwa 10 % einfach gesattigten Fettsauren vergleichbar zum
Wildtyp bis hin zu 62 % einfach gesattigter Fettsduren in Dreifachmutanten (Morineau et al.
2017).

Der komplette Knock-Out von bestimmten Genen kann in manchen Fallen zu pleiotropen Ef-
fekten fihren. In diesem Sinne ist ein weiterer Durchbruch in der Pflanzenziichtung das Edi-
tieren von cis-regulatorischen Elementen (CREs), welche Einfluss auf die Transkription
nehmen. Mit diesem Ansatz kann man eine Dosis-spezifische Expression bestimmter Gene
erreichen. Dies ermoglicht das Feintuning bestimmter Gene hin zu ihrem optimalen Expres-
sionslevel. Beispielsweise ist die geringe Expression der MADS-box Gene in Tomate fir eine
starke Verzweigung der Triebe verantwortlich, was gleichzeitig aber zu einer geringen Fertili-
tat und somit kaum Frichten fiihrt. Die starke Expression dieser Gene resultiert hingegen in
sehr geringer bis hin zu keiner Verzweigung, dafir aber zu gesteigerter Fertilitat und im Ver-
gleich grofRerer Anzahl an Frichten. Werden die MADS-box Gene durch das Editieren der
CREs mit maRiger Starke exprimiert, erreicht man eine moderate Verzweigung, die schlief3-
lich in der hochsten Produktivitdt und somit einer Ertragssteigerung resultiert (Soyk et al.
2017).

Das CRISPR/Cas-System wurde ebenfalls zum Vorbeugen von Ernteausfallen und damit der
indirekten Ertragssteigerung eingesetzt. So wurde beispielsweise in Mais der nattrliche
Promotor des ARGOS8-Gens durch einen anderen in Mais vorkommenden Promotor ausge-
tauscht. Die veranderte Expression flihrte zu einer besseren Adaption der Pflanzen gegen-
Uber Trockenstress und gleichzeitiger Ertragssteigerung unter Wassermangel (Shi et al.
2017).
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Der Uberwiegende Teil von Ernteausfallen ist jedoch dem Befall durch Pathogene und
Schadlinge zuzuschreiben. Hierbei besonders hervorzuheben ist durch Mehltau-befallener
Weizen, da Weizen nach Mais das zweithaufigste Getreide weltweit ist und einen zentralen
Faktor in der Lebensmittelindustrie darstellt. Als Virulenzfaktor dient dem Mehltau das pflan-
zeneigene Protein MLO2, welches dem Pilz ermdéglicht in die pflanzlichen Zellen einzudrin-
gen. In Tomate konnte durch die simple Mutation dieses Gens eine Mehltau-resistente
Pflanzenlinie hergestellt werden (Nekrasov et al. 2017). Weizen, als hexaploider Organis-
mus, besitzt jedoch drei Homologe des MLO2 Gens, sodass durch konventionelle Ziichtung
bisher keine Mehltau-resistente Pflanze erzeugt werden konnte. Erst mittels sequenz-
spezifischer Nukleasen wie dem CRISPR/Cas-System konnten alle drei Homologe simultan
editiert werden, sodass erstmals Mehltau-resistenter Weizen erzeugt werden konnte (Wang
et al. 2014).

Neben Polyploidie stellt auch die vegetative Fortpflanzung eine Hirde hinsichtlich der Ein-
bringung neuer Merkmale dar. Ein wichtiges Beispiel ist in diesem Sinne die Kulturbanane
»Cavendish®, welche durch den Schlauchpilz Tropical Race 4 (TR4) stark bedroht ist. Zwar
weisen Wildbananen ein TR4-Resistenzgen auf, dieses kann jedoch nicht in die Kulturbana-
ne eingekreuzt werden, da sich diese vegetativ durch Ableger vermehrt und keine Samen
bildet. Erste Versuche das Resistenzgen der Wildbanane mittels klassischer Gentechnik in
die Kulturbanane einzubringen, wurden bereits in Feldversuchen erfolgreich getestet (Dale et
al. 2017). Da diese Pflanzen aber ein artfremdes Gen exprimieren, soll die Kulturpflanze di-
rekt mittels CRISPR/Cas editiert werden, um sie ohne stabile Integration eines Transgens
resistent gegentber dem Pilzerreger zu machen.

Das erfolgreiche Editieren von Pflanzen mittels CRISPR/Cas um negative Merkmale zu eli-
minieren, zeigte sich auch in der Generierung von Gluten-freiem Weizen. Weizenkérner be-
inhalten Gluten-Proteine, welche fiir die Viscoelastizitat der Weizenprodukte sorgen, aber
gleichzeitig auch eine Unvertraglichkeit in mehr als 7 % der westlichen Weltbevodlkerung aus-
I6st. Der Lokus, der fir die Gluten-Gene kodiert ist hoch komplex und besteht aus mehr als
100 Genen und Pseudogenen auf drei Chromosomen. Dies machte es unmdglich durch
klassische Ziichtungsansatze Gluten-freie Weizen Varianten zu erzeugen. Mittels
CRISPR/Cas konnten Forscher jedoch die Menge an Gluten-Proteinen in Weizen drastisch
reduzieren, sogar ohne die vorteilhafte Viscoelastizitat zur Verarbeitung von Weizenproduk-
ten zu verlieren (Sanchez-Ledn et al. 2017).

Die Anwendung der CRISPR/Cas-Systeme ermdglicht nicht nur das Editieren von Genen
und derer regulatorischen Elemente und dadurch die Beeinflussung der Genexpression,
sondern auch Chromosomen umzustrukturieren (Schindele et al. 2019) (Abb. 5).
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Abbildung 5: Chromosomale Umstrukturierungen: Die simultane Induktion mehrerer DSB kann in chromoso-
malen Umstrukturierungen resultieren. Werden zwei DSB auf einem Chromosom induziert, kdnnen Deletionen (A)
oder Inversionen (B) des dazwischenliegenden Bereichs stattfinden. Die Induktion zweier DSB auf unterschiedli-
chen Chromosomen kann wiederum zur Translokation (C) von chromosomalen Fragmenten fiihren.

Beispielsweise konnen zwei DSB auf demselben Chromosom entweder eine Deletion oder
eine Inversion des dazwischenliegenden Bereiches induzieren. Dies ermdglicht es agrono-
misch negative Merkmale zu eliminieren, mehrere positive Eigenschaften genetisch zu ver-
knipfen oder auch zu trennen. Letztere sind darauf zurtickzufiihren, dass die Wahrschein-
lichkeit fir Rekombination zwischen zwei Genen mit Abnahme deren Distanz zueinander
sinkt. Diese Ansatze der gezielten chromosomalen Umstrukturierung riicken gerade in Be-
zug auf die klassische Zichtung in den Fokus, denn groRe Teile der genetischen Information
sind durch ihre Struktur fir konventionelle Ziichtungsansatze gar nicht zuganglich. Um sol-
che Bereiche dem Austausch von genetischen Material wieder zuganglich zu machen, kann
das CRISPR/Cas-System gezielt eingesetzt werden. Es konnte bereits gezeigt werden, dass
kleinere Inversionen bis zu 18 Kb in Pflanzen induziert und stabil in die nachste Generation
vererbt werden kénnen (Schmidt et al. 2019). Folglich sollte auch die Induktion gréRerer In-
versionen erreichbar sein. Beispielweise kann dies angewendet werden, um im Laufe der
Entwicklung entstandene invertierte Bereiche von Pflanzengenomen wieder zu revertieren.
In Arabidopsis thaliana besitzt eine Untergruppe eine 1.2 Mb grof3e Inversion auf einem
Chromosom. In dem invertierten Bereich findet durch selbiges bedingt kein Austausch von
genetischem Material mehr statt. Beeindruckenderweise war es moglich, die Reversion die-
ses sehr grof3en Fragmentes zu induzieren und letztendlich nachzuweisen, dass dadurch
wieder Rekombination und somit Austausch der genetischen Information stattfinden kann
(Schmidt & Puchta, unpubliziert).
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2 Genomeditierung bei Tieren
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Gene Editing through site-directed nucleases

Principle: Introduction of a DNA double strand break at a targeted site
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CRISPR/Cas - a bacterial adaptive defence system
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A single guide RNA can provide locus specificity
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PUBLICATIONS (2011-2015)

the combined
growth rate in publication output for the other three m

The graph highlights the rapid rise in CRISPR publications in 2 few short years

) | S A oo
SUERRRERES  ssecamonssmaor

&

Cas9 target selection tools

http://tools.genome-engineering.org

= CRISPR prs)

http://zifit.partners.org

] ZINC FINGER i . :
CONSORTIUM ZiIFiT Tdrgeler Version 4.2

http://www.e-crisp.org
E-CRISP

Design of CRISPR constructs

GERMAN
» CAMCER RESEARCH CENTER

Design Evaluation MultiCRISP GenomeCRISFR Help
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Avoiding off-target effects
a) Analysis of all potential off-target sites

a Intended target site

Computational
prediction

Predicted off

~targel sites

—_—

Detection of Cas9
mediated mutations
at amplified sites by
high-throughput
sequencing or

| bicchemical assays.

such as the TTE1 assay

Cleavage with CasO-gRNA

Targeted PCR amplification

b
l Circular ligation
:P-‘i"v.l'l;
| Rl..r|.||lll._| circle amplification
7 Eal = Partially
LfPAM PAM} R o

(AN {FAM] PAN)

¥ DNA library

It vitre cleavage with

Cas9-gRMNA
e 7 V) PAM
FAM

High-throughput DMNA sequencing
Computational analyzis

Cas9—gRNA DNA cleavage specificity profile

Tsai & Young, Mat Rev Genet 17, 300-312 (2018)

Avoiding off-target effects
b) Cas9 cleaving only one DNA strand (nickase)

Paired nickases

Dimeric RNA-guided
Fokl=dCas9 nuclease
(RFN)

Tsai & Young, Nat Rev Genet 17, 300-312 (2016)
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Avoiding off-target effects
c) Use of high-fidelity Cas9

High-fidelity CRISPR-Cas9 nucleases
with no detectable genome-wide
off-target effects

Parngamin P! Klvnstiver' ™, Vikram Patianayak' ™, Michalk 5. Prow!, Shenglar @ Tsad', Nhu T, Sguym,
Forgdl Thengs' & L Kelth Joungg™

non-langet
strand DMNA

)

T,

target strand
DMA

SpCasd

NATURE | VOL 529 | 28 JANUARY 2016

o6

Programmable editing of a target base in genomic
DNA without double-stranded DNA cleavage

dCas9
sgRMA
j
Cytidine 5 Gﬂé‘lﬁgﬂlﬁ
deaminasa binding 3. -
and opening 5™+ o
—-
Protospacer  FAM
R m— Tasa! — Deamination
... LT VTV o A
Ganomic DMNA
DA
replication
&aus . e 5 Or repair - VB
... LTI o =——— & "3

Base-edited DNA

NATURE | VOL 533 | 19 MAY 2016
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Engineering CRISPR mouse models of cancer

ia) ] (e}
Transplantation Germling Somatic
Zygole route ESC route GEMM-ESC route
CRISPRICasS CRISPRICas9 CRISPRICasS CRISPRCas9 CRISPR/ICasd
Transl i Trarstect
Traasdia Electos. E'“”"F'l B’“’W‘l Transcuce
(o) =) Vo
ORO. OR0 )
55 G & &
CCLADrganoidsPDX Zygota ES calls GEMM-ES Adult mouse

s A R SV
“a e o i

Adull mouse GEMM Blastocyst SEEMM

+

e
-
AT

Chimeric mouse

Iﬁaf' =
Weber & Rad, Curr Opin Genet %

Development 54, 88-86 (2019) GEMM

Non-rodent mammalian models may bridge the gap
between proof-of-concept studies and clinical trials

|

Proof-of-concept Translational model Human patients

@

PS el

“"V-z.e-"";/ \:‘-‘x 1|,
?\R R
—~
iy
A

o &

AT O% A AVT. D
T AT'@GAT AT A C

GWA studies

ASAT | C- TR
T AJGAT. Ak

Clinical trials

A T. COAT AT GILT
Ta A LOEEREEY" AEEC

B oH

&
=1

Efficacy _ Biomarkers
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Genetic engineering toolbox for pigs

) | 2014 Gene editing by using the CRISPR/Cas system

Gene editing using TALENs

Gene targeting using modified BAC vectors

First inducible transgene expression

2011 .— Gene editing using ZFNs

Transposon based transgenesis

2008 Adeno-associated virus-mediated gene targeting
2006 IC51-mediated gene transfer
2003 Lentiviral gene transfer
) | 2002 Gene targeting in somatic cells and SCNT
2002 Sperm-mediated gene transfer (SMGT)
1935 Pronuclear DNA micreinjection

Genetic engineering of pigs

Il
¥
k7
\-\__,\ AR 5 ) :J "
i _'_,_,\
S "
Transiaau.:; ;nT:F-;Iedlm - E
mixed cell clones 2
g
=]
‘E ?
g
g
g O
SCMNT and embrya iranafer Propagation by 2nd reund of
$ SCNT and embryo transfer

'
4 Oy g .5:-..-_ STy _.s:‘
Kurome et al., e

Meth Mol Biol 1222, Genut'_.'plng and expression Primary culture of best expresaing
37-089 (2015) analysis animal
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Genetically engineered pigs for medical research

Diabetes research

Renner et al., Diabetes 2010
Renner et al., Diabetes 2012
Renner et al., Diabetes 2013
Streckel et al., J Transl Med 2015
Renner et al., J Pathol 2016

Hinkel et al.. J Am Coll Cardicl 2016
Kemter et al., Diabetologia 2017
Kleinworth et al., Diabetologia 2017
Blutke et al., Mol Metab 2017
Kleinert et al., Mat Rev Endocrinol 2018
Claufs et al., Nat Rev Cardiol 2019

Monogenic diseases

Cystic fibrosis
Klymiuk et al., J Mol Med 2012

Duchenne muscular dystrophy

Klymiuk et al., Hum Mol Genet 2013
Matsunari et al., PMNAS 2018
Regensburger et al., Nat Med (accepted)

Laron syndrome
Hinrichs et al., Mol Metab 2018

Xenotransplantation

Klymiuk et al., Diabetes 2012

Bongoni et al., Transplantation 2013
Bongoni et al., Xenotransplantation 2014
Mohiuddin et al., Am J Transplant 2014
Winsch et al., Transplantation 2014
Abicht et al., Xenotransplantation 2015
Bongoni et al., Transplantation 2015
Bahr et al., PLoS One 2016

Bongoni et al., Transplantation 2016
Cooper et al., Transplantation 2016
Cowan et al., Xenotransplantation 2016
Fischer et al., Sci Rep 2016

Mohiuddin et al., Nat Commun 20186
Bongoni et al., Sci Rep 2017

Cohrs et al., Endocrinology 2017
Wolf-van Biirck et al., Sci Rep 2017
Langin et al., Nature 2018

DFG 1\ bZD
Deutrches fentrum
A TRR 127 fiir Diabetesforchung
DZHK

CIUTSCHES ZENTRUM PR
HERZ-ESDISLAUF-FOSSCHUNG LY

[ i

Xenotransplantation

Duchenne muscular dystrophy (DMD)

= Severe X-linked disease that affects 1 in 3,500 males
« Loss-of-function mutations in the DMD gene (2.4 Mb, 79 exons);

60% deletions in exons 45-55
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Dystrophin-associated protein complex

Extracellular matrix Sarcoglycan

Dystroglycans
complex

Sarcolemma

Syntrophins
Cytoplasm

o-Dystrobrevin

Actin filaments o Dystrophin

Fairclough et al.. Nature Reviews Genetics | AOF, published online 23 April 2013; doi:10.1038/nrg3460

Exon skipping in the mdx mouse model of DMD

Monsense mutation in exon 23

Stogs codon r
| -AON +AON
B s EE X S
Alaniosmal mREMNA® mBMA wathoul exon 23
T
V-TAAMGTCoattoggotocaancegg-5' FMOZE

Muntoni & Wood, Nat Rev Drug Discov 10, 621-6837 (2011)
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Postnatal genome editing partially restores
dystrophin expression in the mdx mouse

A [H 2 4 8 B 10 iz 14
G f HH—H—H ARV-CasT POPT P12 whs whs whs whs whs whs whs
" R - -
& e AAV-sgRNAg =] —_—
- e, ET 1Y Aol
T B 1 fedd i, Fromsmoe B B i 4
e 4 = Ny Ik Bwk
) RO T 7 3
Al Bavk 12w

it L
BORMNA mdx

Casy Pamanan
axon-skipping

Dimd AEX23 R E1 D Al Tk A AM-Bake
Feading frame
restored
Dimg BEX23
mRANA —EE—
B
AMN -Caxh Shon
D mmiChY Splasg pahyf D
ITH + ITH
AAN-saAMA €
Us, sgRMA RSY, GFP £
=
[} - - {] #
ITR ITR &

Long et al., SCIENCE = 22 JANUARY 2016 = VOL 351 ISSUE 8271

Targeted deletion of DMD exon 52 in the pig

45 49 8 5 83 54 55
Knockout M 11 neo® [ izl
] -' |
Fy ] I

vectar M@ 13340

42 49 50 51 wl_zl
wildtype  <—{}{}—{{}—{1+

L}

CaZ
1

C24kh 2 28K0

cleleted e 1
L
Viild type OMD mutant
= | [+ 1] g ¥
EE88¥8R388Zq
EOE OE R R R R R ORI

Klymiuk et al., Hum Mol Genet 22, 4368-4382 (2013)
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Tailored pig model for Duchenne muscular dystrophy

dystrophin

————]
£
newborn 53

of

Klymiuk et al., Hum Mol Genet 22, 4368-4382 (2013)

Restoration of dystrophin expression after somatic
gene editing using CRISPR/Cas9

ol Levever imib inj  Lower limb contra Diaphragm Masaster
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Moretti et al., Nat Med 2020 Feb;26(2):207-214
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DFG TRR 127 “Xenotransplantation”

Biology of xenogeneic cell, tissue and organ transplantation

Project Area A: 21 (Marckmann, Saulermeister, Hoppe): Project Area C:
Immunity/Tolerance Ethical. legal. socletal lssues Preclinical and clinical XT
Al (Schwinzer, de Figusiredo). Z2 (Denner, Tamjes). €1 (Speler. Gavalas, Kemiar):
Megative costimuation, downregulaton hicrobiclogical safety Sultablity of porcine iglets and novel cell
of SLA, functinal testing of novel sources for disbeies transglantation
transgenes Project &rea B: therapy
Movel transgenic strategies .
AZ (Hinkel, Kupatt): _ C3 [Selsslar):
Viral transchicBon of endothetls with B1 (Niemann, Kues, Lucas-Hahn): Transplantation of multl-transgenic
tective genes, antion of cardac Multi-tranagenic pigs as universal donors porcine Islets expressing immunc-

ﬁmurlmﬂgﬁ:m ‘IH:;H for pig-te-primate xenctransplantation modulatory molacules.

C4 (Ludwig, Peakman, Bomnslein):
Ad (Chavakis) B2 {Schnieke, Flisikowaka, Knolle): Macroencapsulation of porcing isiets —
Modulating the graft-host interface in Modular combination of xenoprotactve path fo (e clinic
xenagraft dysfunction using genetic medifications and inducitle
antiinflammatory proteins expression systems [smar grafts) Ch (Tieow, Wemwiizke, Ramackers):

Modulation of complement activation and
Ad (Jasckel): B3 (Kiymiuk, Kemter, Wiinsch, Wolf): - e
Induction of long-1asiing xenograf Genetically engineersd doner pigs with CT (Hilfivar, Haverich):
Iolorance b_l:f UEINg XaM-3packic improved pancreatic islets Preclinical assessment of antigen-
e AR reduced decellularized porcine heart

Z3 (MNernarr, Lucas-Hahn, Schrieke, Welll.  valves

AS (Waskow, Ludwig, Kiymiuk): Core facility for multi-GM pigs
Mechanisms of xencgraft rejection in a CB (Abicht, Brenner, Guethoff, Reicharl).
novel mouse model with all subsats of Z4 (Kaup, Schinmann). Strategies in preclinical cardiac xeno-
human fymphold and myalaid cels Corea facility for non=human primates trensplantation
from bench 2 to bedside

Decreasing organ donations and increasing donor age
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Waiting list
Kidney 453 648 3054 441 242 1301 B6 8205
Heart a3 96 a2 30 &7 a3 881
Lung 167 149 422 114 852
Liver 227 408 1367 B8 193 230 35 2548
Pancreas 26 29 181 16 12 ar 1 02
Intestine 5 a 1 14
Total 966 1335 5472 827 497 1750 135 10782
Patients 920 1264 5151 514 474 1712 131 10266
Patient registrations for muttipte organs are counted for each organ type, includes new and repeal registrations
Mortality A B D H HR NL SLO Total
Kidney 61 60 661 a4 19 186 1071
Heart 6 19 153 18 5 16 T 224
Lung 11 10 88 38 157
Liver M 5 J65 27 28 27 5 534
Fancreas 3 3 35 1 2 4 48
Intestine
Patients 106 134 1251 125 51 264 12 1943

Xenotransplantation — down and up

nature EDITORIAL

biotechnology

In the 19905, concerns abont potential transfer
of porcime retroviruses to  xenotransplant
recipients slnt down commercial programs,
even though transmission had not (and still
has not) been demonstrated in vive. Given
the continuing shortage of human organs for
transplant, return of commercial funding to
xenotransplantation is encouraging.

Government funders should take note. Yes,
stem cell-derived therapies offer great long-
term promise for degenerative diseases. Bui
xenotransplants represent an  additional
intriguing option - one with potentially
shorter horizons to the clinic.

NATURE BIOTECHNOLOGY
VOLUME 34 NUMBER 1 JANUARY 2016
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Pigs with inactivated PERV integrants

Embryonic fibroblast
undergoes CRISPR-Cas
aditing to maclivate

polin PERV.

= A primary porcine fetal fibroblast cell line
(FFF3) with about 25 copies of functional
PERVs was used

| Celiular DNA = Use of p53 inhibitor during genetic
Integrated @ modification was necessary to grow up

PERY 100% PERV-inactivated FFF3 cell clones
l CRISPR-Cas * Five out of eight PERV-inactivated FFF3
S— cell clones carried chromosomal
inactivated @ Cell nucleus abnormalities
pol sequence
; Niu et al., Science 357, 1303-1307 (2017)

Somatic cell The edited oocyte PERV-inactivated
nuclear transfer is transplanted infg piglets are produced,
is performed wherety surregate from which organs
the fibroblast nucleus SOWS. could b used for

that contains the human transplant.

maciivated pol gene
is transferred into
a denucleated oocyle.

Commentary: Denner, Science 2017

Mechanisms of organ xenograft rejection

GGTATKO
CMAH KO
i it | B4GALNT2 KO
o activaed CD46/CD55/CD59 tg
3 e complement
panway
hTM tg sear O
Wimnsch el al, | Transplantation 2014 r T '.

i L ]
Maohuddin et al, Am J Transpl 2014 & Pig endothalial calr? LT ]
mascciated anticoagulant  Activated
~ epmponente (TFRI, T coagulation
. ponants (T B .

HO-1 tg : — s = |
A20tg o o Cyiokines. eg Iy NKcall Mo = (i

CD39tg e 77 HLAE/B2Mtg

TFPI tg "& b ol o g 'h. L&H Whemss el al | Transplantation 2008
TF kd [Toot] = Macrophage | FoRl v

CTLA-41g tg
LEA29Y tg
Khyrmmuk et al,| FASEE J 2012 #

Kiymiuk ¢t al., Diabetes 2012

Sprangers et al., Kidney Int 74, 14-21 (2008)
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Breakthrough in orthotopic cardiac xenotransplantation

Donor pig Perfusion Recipient baboon

Explantation Implantation

GGTA1 knockout Cxygenated Immunosuppression
hCD48 transgenic hyperoncotic Early weaning of cortisone
hTEM transgenic blood-based Growth inhibition
solution Reducing blood pressure
2> 51 days (euthanasia due to occlusion of thoracic duct)
> 90 days . ) 4 j
5> 90 days euthanasia (study protocol)
> 182 days
2> 195 days

Survival time after orthotopic cardiac xenctransplantation

Langin et al., Mature 564, 430-433 (2018)

Small pigs by growth hormone receptor deficiency
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Hinrichs et al., Mol Metab 11, 113-128 (2018)
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GHR-deficient GTKO/hCD46/hTBM pigs
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GTEOMCD46/hTM cells  Screening of cell clones Muclear transfer Embryo transfer

Small multi-GM pigs
for orthotopic XTx
in baboons

Concept for a new xeno-organ donor pig

Basit gat of ganate modificatons Tangeted inegration of addbonal expression veclens
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Precision editing of livestock genomes

1 week 9 maonths

B

9 =P

clone ID clone
surrogate
HIGH PTAEBV Bull HIGH PTA/ERY
HIGH PTA/EBV +EDIT
Yowng stock l ' Tan et al., Advances in
Genefics (pp. 37-97). 2012
melting curve  sequence trace Elsevier Inc.: Academic Press.
nalysls riaiyute ISBN: 9780124047426
. = Celt Friesi 2R2f e
Genenc hs = - eltc . resian .
| iFnaART
basis of )
9 4 IL10RE 8
polled i
16 < 15
cattle oo
20 o L 20
_ OLIG1 ]
= LincRNany E
5 - QLIG2 ]
a0 J - LOC100848215 L 2o
B0kb duplication
as o 35
CTHZTorfG2
oty PAXBPT 4
Medugorac et al., 45 o SYNJT L oan
PLoS ONE 7(8): rH21ortss
e38477 (2012) 50 o L 5o
Fothammer et al., 55 - Imrc L s
Zenet Select Evol
46:44 (2014) &0 4 | aa
URAT
Wiedemar et al., 68 & MRAP i aa
PLOS ONE 9(3); = MIST18A
e93435 (2014) ol Z.510 Mb L oz
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Efficient nonmeiotic allele introgression in livestock

using custom endonucleases

Wenfang Tan""™", Daniel F. Carlson™', Cheryl A Lancto®, John R. Garbe", Dennis A. Webster®, Perry B. Hacketf™"",

and Scott C. Fahrenkrug®®%?

Harned bull

Primary calls

A TALEN DSB
H d Fi=s i U -— R
orne
. y
365 bp
Pc HDR .
1594 bp n i -+ R2
? 1748 bp =

11— = -+

Pc s
4“—p
876 bp <, Pc Specific Product

Muclear transfer

FPalled bull

Tan et al., Proc Matl Acad Sci USA 110, 16526-31 (2013)

First gene edited polled cattle

Production of hornless dairy cattle
from genome-edited cell lines

Daniel F Carlson’, Cheryl A Lancto?,

Bin Zang®, Eni-So0 Kim', Mark Walton',
David Oldeschulte®, Christopher Seabury?,
Tad 8 Sonstegard! & Scott C Fahrenkrug!

Spotigy and Bun

WATURE BIOTECHNDLOGY VOLUME 34 MNUMBEE 5 MAY 2016
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On the Horns of the
GMO Dilemma

Can genome-editing revive the
idea of genetically modified
livestock?

The use of the technology remains
experimental and far from the food
chain. But some large breeding
companies are starting to invest.
“There may be an opportunity for a
different public acceptance dialogue
and different regulations,” says
Jonathan Lightner, R&D chief of the
UK. company Genus, which is the
world's largest breeder of pigs and
cattle and has paid for some of
Recombinetics’ laboratory research.
“This isn't a glowing fish. It's a cow
that doesn't have to have its horns
cut off.”




8. Fachtagung Gentechnik am 23. Oktober 2019

ANALYSIS

nature
biotechnology e S T

Genomic and phenotypic analyses of six offspring
of a genome-edited hornless bull

Amy E. Young @', Tamer A. Mansour®?*, Bret R. McNabb®?, Joseph R. Cwen ™',
Josephine F, Trott @', C, Titus Brown®? and Alisen L. Van Eenennaam "™

Genome editing followed by reproductive cloning was previously used to produce two homless dairy bulls. We crossed one
genome-edited dairy bull, homozygous for the dominant P Celtic POLLED allele, with horned cows {pp} and obtained six het-
erozygous (P;p) polled calves. The calves had no horns and were otherwise healthy and phenotypically unremarkable. We
conducted whole-genome sequencing of all animals using an lllumina HiSeq4000 to achieve -20x coverage. Bioinformatics
analyses revealed the bull was a compound heterezygote, carrving one naturally eccurring P, Coltic POLLED allebe and an allele
containing an additional introgression of the homology-directed repair donor plasmid along with the P, Celtic allele. These
alleles segregated in the affepring of this bull, and inheritance of cither allele produced pelled calves. Mo other unintended
genomic alterations were observed. These data can be used to inform conversations in the scientific community, with regula-
tory authorities and with the public around ‘inlentional genomic alteralions” and future regulatory actions regarding genomes

edited animals.
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CD163 is essential for infection of macrophages by
porcine reproductive and respiratory syndrome virus
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3 Das EuGH-Urteil vom 25.7.2018 und dessen Folgen fir die
Rechtslage nach dem Gentechnikrecht

Hans-Georg Dederer
Universitéat Passau

3.1 Urteil des EuGH vom 25.7.2018

3.1.1 Vorlagefragen des franzésischen Conseil d‘Etat

Das Urteil des EuGH vom 25. Juli 2018 in der Rechtssache C-528/16, Confédération pay-
sanne u.a.," geht auf eine Vorlage des franzdsischen Conseil d’Etat gemaR Art. 267 Abs. 1
Buchst. b, Abs. 3 AEUV? zurlick, also des franzdsischen Staatsrats, der hier in seiner Funk-
tion als oberster Verwaltungsgerichtshof Frankreichs handelte.* Von den mehreren Vorlage-
fragen® zur Auslegung der EU-Freisetzungsrichtlinie 2001/18/EG® (nachfolgend: Richtlinie
2001/18/EG) ist im vorliegenden Zusammenhang allein die erste Frage bedeutsam, die wie-
derum im Wesentlichen zwei Fragen in sich vereinte.” Kurz zusammengefasst lauteten diese

beiden Fragen:

1. Sind Mutagenese-Organismen ,genetisch veranderte Organismen (GVO)“ im
Rechtssinne der Richtlinie 2001/18/EG?
2. Welche Reichweite hat die sog. ,Mutagenese-Ausnahme*“?

3.1.2 MaRgebliche Regelungsstruktur der Richtlinie 2001/18/EG
a) GVO-Definition als ,Eingangsportal*

Verstandlich werden diese beiden Fragen vor dem Hintergrund der insoweit mafRRgeblichen
Regelungsstruktur der Richtlinie 2001/18/EG. Fir die Eroffnung ihres Anwendungsbereichs
ist zunachst entscheidend, ob ein Organismus die Legaldefinition des GVO in Art. 2 Nr. 2 der
Richtlinie 2001/18/EG erfiillt. Diese Definition lautet auszugsweise wie folgt:

" EuGH, Rs. C-528/16, Confédération paysanne u.a., ECLI:EU:C:2018:583

2 Vertrag Uber die Arbeitsweise der Europaischen Union (ABI. EU C 306, 17.12.2007, S. 1)

% Conseil d’Etat, 3e et 8e ch., 3 oct. 2016, n°388649, Confédération Paysanne,
ECLI:FR:CECHR:2016:388649.20161003

* siehe https://www.conseil-etat.fr/le-conseil-d-etat/missions/juger-l-administration

® siehe EuGH, Rs. C-528/16, Confédération paysanne u.a., ECLI:EU:C:2018:583, Rn. 25

® Richtlinie 2001/18/EG des Europaischen Parlaments und des Rates vom 12. Marz 2001 Uber die absichtliche
Freisetzung genetisch veranderter Organismen in die Umwelt und zur Aufhebung der Richtlinie 90/220/EWG des
Rates (ABI. EU L 106, 17.4.2001, S. 1)

” Siehe die Umformulierung der Frage durch den EuGH: EuGH, Rs. C-528/16, Confédération paysanne u.a.,
ECLI:EU:C:2018:583, Rn. 26
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»genetisch verdnderter Organismus (GVO)*: ein Organismus ..., dessen
genetisches Material so verdndert worden ist, wie es auf natiirliche Weise
... nicht méglich ist“ (Art. 2 Nr. 2 der Richtlinie 2001/18/EG).

Diese Definition bildet gleichsam das ,Eingangsportal zur Richtlinie. Ein Organismus, wel-
cher der Definition entspricht, geht gleichsam durch dieses ,Portal“ und befindet sich damit
(zunachst) im Anwendungsbereich der Richtlinie.

b) Bereichsausnahme als ,Hintertir®

Allerdings sieht die Richtlinie in ihrem Art. 3 Abs. 1 daneben noch eine ,Hintertir* vor, nam-
lich eine Ausnahme vom Anwendungsbereich, kurz: eine sog. ,Bereichsausnahme®. Orga-
nismen, welche den Kriterien der Bereichsausnahme genligen, werden durch diese ,Hinter-
tur* wieder aus dem Anwendungsbereich der Richtlinie entlassen. D.h. es handelt sich ei-
gentlich um GVO im Rechtssinne der Richtlinie, aber um solche GVO, die nach dem Willen
des Gesetzgebers keiner Risikoregulierung bedirfen. Die hier relevante Bereichsausnahme
in der speziellen Gestalt der schon erwahnten Mutagenese-Ausnahme lautet auszugsweise
wie folgt:

,Diese Richtlinie gilt nicht fiir Organismen, bei denen eine genetische Ver-
dnderung durch den Einsatz der in Anhang | B aufgefiihrten Verfahren her-
beigefiihrt wurde.” (Art. 3 Abs. 1 der Richtlinie 2001/18/EG);

,Verfahren/Methoden der genetischen Verédnderung, aus denen Organis-
men hervorgehen, die von der Richtlinie auszuschliel3en sind ...:
1. Mutagenese, ...“ (Anhang | B Nr. 1 der Richtlinie 2001/18/EG).

3.1.3 Antworten des EuGH
a) Zur GVO-Definition

Vor diesem Hintergrund war die Antwort des EuGH auf die erste Frage, ob Mutagenese-
Organismen GVO im Rechtssinne der Richtlinie 2001/18/EG sind, eher nahe- als fernlie-
gend. Kurz gefasst beantwortete der EuGH namlich diese Frage dahin, dass Mutagenese-
Organismen GVO bilden.® In der Tat kann iiber die ,Hintertiir* der Bereichsausnahme aus
dem Anwendungsbereich der Richtlinie nur entweichen, was vorher im Anwendungsbereich
der Richtlinie war, also durch das ,Eingangsportal” in Gestalt der GVO-Definition in den An-
wendungsbereich der Richtlinie gelangt sein musste.

8 EuGH, Rs. C-528/16, Confédération paysanne u.a., ECLI:EU:C:2018:583, Rn. 27-38.
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Werden Mutagenese-Organismen tUber die Mutagenese-Ausnahme aber aus dem Anwen-
dungsbereich der Richtlinie entlassen, dann mussen sie vorher im Anwendungsbereich der
Richtlinie gewesen sein, also den Kriterien der GVO-Definition entsprochen haben.®

b) Zur Mutagenese-Ausnahme

Umso bedeutender wurde die Antwort des EuGH auf die zweite Frage nach der Reichweite
der Mutagenese-Ausnahme. Wirden dartiber samtliche Mutagenese-Organismen aus dem
Anwendungsbereich der Richtlinie entweichen kénnen — oder nur solche, die mit Techniken
der tradierten, chemisch (mittels mutagener Agenzien) oder physikalisch (mittels ionisieren-
der Bestrahlung) induzierten, aber ungezielten Mutagenese'° erzeugt werden? Aus den Ent-
scheidungsgriinden ergibt sich eindeutig, dass jedenfalls solche GVO nicht aus dem Anwen-
dungsbereich der Richtlinie 2001/18/EG entlassen werden dirfen, welche aus neuartigen
Verfahren der Mutagenese hervorgehen, ,die seit dem Erlass der Richtlinie [am 12.03.2001]
entstanden sind oder sich hauptsachlich entwickelt haben®." Wie sich aus den Entschei-

dungsgriinden weiter ableiten lasst, 2

meinte der EuGH damit ,Verfahren/Methoden der ge-
zielten Mutagenese, bei denen neue gentechnische Verfahren wie die Mutagenese mit Hilfe
von Oligonukleotiden oder die Mutagenese mit Hilfe zielgerichteter Nukleasen zur Anwen-
dung [kommen]“."® Die ODM- und die SDN-Verfahren sind aber gerade diejenigen neuarti-
gen Zichtungsverfahren, die unter dem Begriff ,Genomeditierung“ zusammengefasst wer-
den.™

Im Ergebnis bedeutet dies, dass alle genomeditierten Organismen GVO sind und als solche

uneingeschrankt von der Richtlinie 2001/18/EG erfasst werden.

3.1.4 Begrindungsgang des EuGH

Zentrale Begriindungselemente des EuGH waren zum einen der 17. Erwagungsgrund der
Richtlinie 2001/18/EG, zum anderen der 8. Erwdgungsgrund in Verbindung mit Art. 1 und
Art. 4 Abs. 1 der Richtlinie 2001/18/EG.

a) Motiv des Gesetzgebers: Ausnahme nur bei Erlass der Richtlinie bereits als sicher gel-
tender Verfahren

® Dass man das juristisch differenzierter sehen kann, hat mit durchaus tiberzeugenden Erwagungen der General-
anwalt in seinen Schlussantragen gezeigt. Siehe Schlussantrage des Generalanwalts Michal Bobek vom 18. Ja-
nuar 2018, Rechtssache C-528/16, Confédération paysanne u.a., Rn. 66.

'% Siehe hierzu auch Conseil d’Etat, 3e et 8e ch., 3 oct. 2016, n°388649, Confédération Paysanne,
ECLI:FR:CECHR:2016:388649.20161003, Rn. 23.

" EuGH, Rs. C-528/16, Confédération paysanne u.a., ECLI:EU:C:2018:583, Rn. 51.

'2 siehe EuGH, Rs. C-528/16, Confédération paysanne u.a., ECLI:EU:C:2018:583, Rn. 51, 47, 23.

'® EuGH, Rs. C-528/16, Confédération paysanne u.a., ECLI:EU:C:2018:583, Rn. 23.

4 siehe etwa Bayerisches Landesamt fiir Gesundheit und Lebensmittelsicherheit, Genome Editing, S. 7-17.
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Der 17. Erwagungsgrund der Richtlinie lautet:

,Diese Richtlinie sollte nicht fiir Organismen gelten, die mit Techniken zur
genetischen Verdnderung gewonnen werden, die herkbmmlich bei einer
Reihe von Anwendungen angewandt wurden und seit langem als sicher
gelten.”

Der EuGH' hat diesen Erwégungsgrund als gesetzgeberisches Motiv fiir die Bereichsaus-
nahme des Art. 3 Abs. 1 der Richtlinie 2001/18/EG, insbesondere in Gestalt der Mutagene-
se-Ausnahme (Anhang | B Nr. 1 der Richtlinie 2001/18/EG), aufgefasst.® Durch die ,Hinter-
tur” entweichen konnten damit nur diejenigen GVO, die mit solchen Techniken der Muta-
genese gewonnen werden, ,die herkdommlich bei einer Reihe von Anwendungen angewandt
wurden und seit langem als sicher gelten®. Aus der Sicht des EuGH liel3 sich dies fur die
neuartigen Techniken der Genomeditierung nicht sagen. Hierzu stutze sich der Gerichtshof
entscheidend auf die Feststellungen des franzdsischen Conseil d’Etat und iibernahm dessen
Auffassung,’” wonach die von den ODM- und SDN-Techniken ausgehenden Risiken ,noch
nicht mit Sicherheit bestimmt werden® kdnnten und vor allem ,vergleichbar mit den bei der
Erzeugung und Verbreitung von GVO durch Transgenese auftretenden Risiken® seien.'® Als
risikoerh6hend (und insoweit wiederum im Anschluss an die Feststellungen des Conseil
d’Etat)'® fasste der EuGH dabei auf, ,dass die Entwicklung dieser neuen Verfah-
ren/Methoden die Erzeugung genetisch veranderter Sorten in einem ungleich groferen
Tempo und Ausmal als bei der Anwendung herkdmmlicher Methoden der Zufallsmutagene-
« 20

se ermoglicht”.
b) Zweck der Richtlinie: Vorsorge gegen potentielle Umwelt- und Gesundheitsrisiken
Vor diesem Hintergrund brachte der EuGH noch den Schutzzweck der Richtlinie 2001/18/EG

und das in der Richtlinie speziell positivierte Vorsorgeprinzip ins Spiel. Art. 1 der Richtlinie
beschreibt deren Schutzzweck wie folgt:

L,Entsprechend dem Vorsorgeprinzip ist das Ziel dieser Richtlinie ... der

Schutz der menschlichen Gesundheit und der Umwelt ..."

'S Anders als der Generalanwalt. Siehe Schlussantrage des Generalanwalts Michal Bobek vom 18. Januar 2018,
Rechtssache C-528/16, Confédération paysanne u.a., Rn. 92-95.

16 EuGH, Rs. C-528/16, Confédération paysanne u.a., ECLI:EU:C:2018:583, Rn. 44-48.

7 Conseil d’Etat, 3e et 8e ch., 3 oct. 2016, n°388649, Confédération Paysanne,
ECLI:FR:CECHR:2016:388649.20161003, Rn. 28.

'® EuGH, Rs. C-528/16, Confédération paysanne u.a., ECLI:EU:C:2018:583, Rn. 47-48.

"9 Conseil d’Etat, 3e et 8e ch., 3 oct. 2016, n°388649, Confédération Paysanne,
ECLI:FR:CECHR:2016:388649.20161003, Rn. 28.

2 EuGH, Rs. C-528/16, Confédération paysanne u.a., ECLI:EU:C:2018:583, Rn. 48.
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Erganzend normiert Art. 4 Abs. 1 Satz 1 der Richtlinie:

,Die Mitgliedstaaten tragen im Einklang mit dem Vorsorgeprinzip dafiir
Sorge, dass alle geeigneten MalRnahmen getroffen werden, damit die ab-
sichtliche Freisetzung oder das Inverkehrbringen von GVO keine schédli-
chen Auswirkungen auf die menschliche Gesundheit und die Umwelt hat.*

Der 8. Erwagungsgrund der Richtlinie 2001/18/EG halt schlieRlich fest, dass das Vorsorge-
prinzip fur den Gemeinschaftsgesetzgeber beim Erlass der Richtlinie bedeutsam war und

deshalb auch fur die Umsetzung und damit Auslegung leitend sein muss:

sDer Grundsatz der Vorsorge wurde bei der Ausarbeitung dieser Richtlinie
berticksichtigt und muss bei ihrer Umsetzung berticksichtigt werden.*

Die auf den Schutzzweck und das Vorsorgeprinzip gestiitzte Argumentation des EuGH?" ist
zwar nicht abwegig, aber Uberaus oberflachlich und weit von den eigenen, aullerst strengen
Mafstaben entfernt, an welchen der Gerichtshof sonst z.B. eine Berufung der Mitgliedstaa-

ten auf das Vorsorgeprinzip misst.??

Nur bei einer duf3erst summarischen, den wissenschaft-
lichen Erkenntnisstand ausblendenden Betrachtungsweise konnte man zum Schluss kom-
men: Wenn die mit der Genomeditierung verbundenen Risiken denjenigen, welche bei der
Transgenese, also der ,klassischen* Gentechnik, fur welche die Richtlinie 2001/18/EG ur-
springlich im Wesentlichen konzipiert war, nicht nur entsprechen, sondern diese Risiken so-
gar Ubertreffen und sich dazu noch nicht einmal ,mit Sicherheit bestimm[en]“ lassen, dann
kann es im Lichte des Schutzzwecks der Richtlinie in Verbindung mit dem Vorsorgeprinzips
nicht sein, dass genomeditierte Organismen aus dem Anwendungsbereich der Richtlinie

herausfallen.

2 EuGH, Rs. C-528/16, Confédération paysanne u.a., ECLI:EU:C:2018:583, Rn. 49-53.

2 Hierzu Dederer, Genomeditierung ist Gentechnik, EurUP 2019, S. 236 (242); gleichfalls kritisch Beck, All About
That Risk?, EurUP 2019, S. 246 (252); Faltus, Mutagene(se) des Gentechnikrechts, ZUR 2018, S. 524 (530);
Seitz, Modifiziert oder nicht? EuZW 2018, S. 757 (762-763); dem EuGH dagegen zustimmend Spranger, Neue
Techniken und Europaisches Gentechnikrecht, NJW 2018, S. 2929 (2929-2930); eher eine vermittelnde Position
einnehmend Andersen/Schreiber, ,Genome Editing”“ vor dem EuGH und seine Folgen, NuR 2020, S. 99 (106).
Vgl. auch Schlussantrage des Generalanwalts Michal Bobek vom 18. Januar 2018, Rechtssache C-528/16, Con-
fédération paysanne u.a., Rn. 102-104.
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3.2 Folgen fir die Rechtslage nach dem Gentechnikrecht

3.21 Erstreckung auf ,Freisetzung“ und ,Inverkehrbringen*

Verstandlich werden die — weitreichenden — Folgen des EuGH-Urteils nur vor dem Hinter-
grund der Regelungskonzeption des europaischen Gentechnikrechts. Jenes beruht geman
dem 24. Erwagungsgrund der Richtlinie 2001/18/EG auf dem Stufenprinzip, wonach

Ldie EinschlieBung der GVO ... nach und nach stufenweise gelockert und
ihre Freisetzung in der gleichen Weise ausgeweitet [wird], jedoch nur dann,
wenn die Bewertung der vorherigen Stufen in bezug auf den Schutz der
menschlichen Gesundheit und der Umwelt ergibt, dass die nédchste Stufe
eingeleitet werden kann.”“

Danach sind drei Stufen zu unterscheiden: das ,geschlossene System®, die ,Freisetzung®
und das ,Inverkehrbringen®. Nach dieser Typisierung werden GVO zunachst (1. Stufe) im
geschlossenen System (z.B. Labor, Wachstumskammer, Gewachshaus) hergestellt, entwi-
ckelt und gepruft, danach (2. Stufe) im Freiland im Wege der Freisetzung in die Umwelt ge-
testet (z.B. zunachst im kleinen Mal3stab mit hdheren Sicherheitsvorkehrungen, dann im
groRen Malstab mit geringeren Sicherheitsvorkehrungen), um anschlief3end (3. Stufe) in
Verkehr gebracht, also als Produkte vermarktet zu werden.

Die Richtlinie 2001/18/EG gilt nur fiir die 2. und 3. Stufe, also fur die ,Freisetzung” (Teil B der
Richtlinie 2001/18/EG) und flur das ,Inverkehrbringen® (Teil C der Richtlinie 2001/18/EG), in-
soweit aber nur solcher Produkte, deren Inverkehrbringen nicht einem speziellen gentechnik-
rechtlichen Regelwerk unterfallt (vgl. Art. 12 der Richtlinie 2001/18/EG). Solche speziellen
Vorschriften hat der Unionsgesetzgeber fiir Saat- und Pflanzgut,?® Lebens- und Futtermit-

|,>* Pflanzenschutzmittel?® sowie Arzneimittel®®

te erlassen. Einen eigenen Rechtsrahmen hat

der Unionsgesetzgeber fiir das geschlossene System vorgesehen.?’

2 Richtlinie 2002/53/EG des Rates vom 13. Juni 2002 (iber einen gemeinsamen Sortenkatalog fir landwirtschaft-
liche Pflanzenarten (ABI. EU L 193, 20.08.2002, S. 1); Richtlinie 2002/55/EG des Rates vom 13. Juni 2002 iber
den Verkehr mit Gemisesaatgut (ABI. EU L 193, 20.7.2002, S. 33); Richtlinie 1999/105/EG des Rates vom 22.
Dezember 1999 Uber den Verkehr mit forstlichem Vermehrungsgut (ABI. EU L 11, 15.1.2000, S. 17); Richtlinie
2008/90/EG des Rates vom 29. September 2008 lber das Inverkehrbringen von Vermehrungsmaterial und Pflan-
zen von Obstarten zur Fruchterzeugung (ABI. EU L 267, 8.10.2008, S. 8); Richtlinie 68/193/EWG des Rates vom
9. April 1968 Uber den Verkehr mit vegetativem Vermehrungsgut von Reben (ABI. EU L 93, 17.4.1968, S. 15).

24 Verordnung (EG) Nr. 1829/2003 des Europaischen Parlaments und des Rates vom 22. September 2003 (iber
genetisch veranderte Lebensmittel und Futtermittel (ABI. EU L 268, 18.10.2003, S. 1).

> Verordnung (EG) Nr. 1107/2009 des Européischen Parlaments und des Rates vom 21. Oktober 2009 (iber das
Inverkehrbringen von Pflanzenschutzmitteln und zur Aufhebung der Richtlinien 79/117/EWG und 91/414/EWG
des Rates (ABI. EU L 309, 24.11.2009, S. 1).

% Verordnung (EG) Nr. 726/2004/ des Européischen Parlaments und des Rates vom 31. Marz 2004 zur Festle-
gung von Gemeinschaftsverfahren fiir die Genehmigung und Uberwachung von Human- und Tierarzneimitteln
und zur Errichtung einer Europaischen Arzneimittel-Agentur (ABI. EU L 136, 30.4.2004, S. 1).

" Richtlinie 2009/41/EG des Europaischen Parlaments und des Rates vom 6. Mai 2009 (iber die Anwendung ge-
netisch veranderter Mikroorganismen in geschlossenen Systemen (ABI. EU L 125, 21.5.2009, S. 75).
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Das Urteil des EuGH gilt zunachst nur fur die Richtlinie 2001/18/EG. Damit unterliegen ge-
nomeditierte Organismen deren Regelungen tber GVO-Freilandversuche sowie Uber das In-
verkehrbringen von GVO-Produkten unter Einschluss des GVO-Anbaus.

Unmittelbare Bedeutung hat das Urteil des EuGH aber auch fur diejenigen Spezialvorschrif-
ten, welche das Inverkehrbringen der oben genannten Produkte, also von Saat- und Pflanz-
gut, Lebens- und Futtermitteln, Pflanzenschutzmitteln sowie Arzneimitteln betreffen. Denn
deren Anwendungsbereiche bestimmen sich anhand der GVO-Definition und der Be-
reichsausnahme der Richtlinie 2001/18/EG.?® Mithin erstrecken sich diese speziellen Regel-
werke im Gefolge des EuGH-Urteils nunmehr auch auf genomeditierte Organismen.? Glei-
ches gilt schlie3lich fir die horizontalen, also nicht auf bestimmte Produktkategorien be-
grenzten Regeln iiber die Kennzeichnung und Riickverfolgbarkeit von GVO*° sowie iiber die
grenziiberschreitende Verbringung von GVO.*'

3.2.2 Vollzugsprobleme
a) Fehlende Identifizierungs-, Nachweis- und Uberwachungsverfahren

Freilich ergeben sich aus der Anwendung der vorgenannten Regelungen auf genomeditierte
Organismen spezifische Vollzugsprobleme. So stellt sich das Problem, dass in Antragen auf
Genehmigung von Freisetzungen oder des Inverkehrbringens von Produkten Informationen
{iber Identifizierungs-, Nachweis- und Uberwachungsverfahren beizubringen sind.* Zwar
durften sich mittels Genomeditierung erzeugte Mutationen nachweisen, aber nicht in dem
Sinne identifizieren lassen, dass ihre Entstehung auf die Anwendung von Techniken der Ge-
nomeditierung zurtickzufuhren ist. Vielmehr verhalt es sich nach dem Stand von Wissen-
schaft und Technik so, dass jedenfalls mittels ODM oder SDN-1- oder SDN-2-Techniken er-
zeugte Mutationen von naturlichen Mutationen oder im Wege klassischer, d.h. chemisch
oder physikalisch induzierter Mutagenese hervorgerufene Mutationen nicht zu unterscheiden
sind.>®

2 \/gl. Art. 4 Abs. 4 Richtlinie 2002/53/EG; Art. 4 Abs. 2 Richtlinie 2002/55/EG; Art. 5 Abs. 1 Richtlinie
1999/105/EG; Art. 3 Abs. 2; Art. 5ba Abs. 1 Richtlinie 68/193/EWG; Art. 2 Nr. 5 Verordnung (EG) Nr. 1829/2003;
Art. 3 Nr. 16 Verordnung (EG) Nr. 1107/2009; Art. 6 Abs. 2 UAbs. 1, Art. 31 Abs. 2 UAbs. 1 Verordnung (EG)

Nr. 726/2004.

2 Ebenso mit Blick auf Art. 4 Abs. 4 Richtlinie 2002/53/EG bereits der EuGH, Rs. C-528/16, Confédération pay-
sanne u.a., ECLI:EU:C:2018:583, Rn. 55-68.

%0 Vgl. Art. 3 Nr. 1 Verordnung (EG) Nr. 1830/2003 des Europaischen Parlaments und des Rates vom 22. Sep-
tember 2003 (ber die Riickverfolgbarkeit und Kennzeichnung von genetisch veranderten Organismen und Uber
die Rickverfolgbarkeit von aus genetisch veranderten Organismen hergestellten Lebensmitteln und Futtermitteln
sowie zur Anderung der Richtlinie 2001/18/EG (ABI. EU L 268, 18.10.2003, S. 24).

3 Vgl. Art. 3 Nr. 2 Verordnung (EG) Nr. 1946/2003 des Europaischen Parlaments und des Rates vom 15. Juli
2003 uber grenziberschreitende Verbringungen genetisch veréanderter Organismen (ABI. EU L 287, 05.11.2003,
S. 1).

82 Vgl. etwa Anhang IlIA 1l A. 6.-7., 1. C. 2.f) - g), V. A. 1., 3, Anhang llIB I. B. 5., II. B. 5., Anhang IV A. 7. der
Richtlinie 2001/18/EG.

% Vgl. etwa Zentrale Kommission fur die Biologische Sicherheit, Zur Identifizierbarkeit von Genomeditierungen in
Pflanzen. Kommentar zu Y. Bertheau, 2019 http://www.zkbs-on-
line.de/ZKBS/DE/01_Aktuelles/lKommentar%20zu%20Bertheau%20(2019)/Kommentar%20zu%20Bertheau_basepa
ge.html?nn=8568694.
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b) Risiko von Feldzerstérungen

Darlber hinaus missen Feldversuche mit genomeditierten Organismen ebenso wie der
kommerzielle Anbau genomeditierter Pflanzen in das Standortregister eingetragen werden,
welches die Grundstlicke, auf welchen der Versuch bzw. der Anbau stattfindet, exakt be-
zeichnet (§ 16a Abs. 1, Abs. 2 Satz 1 Nr. 3, Abs. 3 Satz 2 Nr. 4, Abs. 4 Satz 1 Nr. 3
GenTG>"). Damit besteht die bereits aus der Freisetzung ,klassischer* GVO bekannte Gefahr
vollstandiger Feldzerstérungen.>®

c) Politisiertes Genehmigungsverfahren

Ferner unterliegt das Inverkehrbringen einem Genehmigungsverfahren, das sich in der Ver-
gangenheit als hochst politisiert und damit langwierig, in der Folge als ibermafRig zeit- und
kostenintensiv und vom Ausgang letztlich unvorhersehbar erwiesen hat.*

d) Koexistenz- und Opt-out-Problematik

Im Fall des Anbaus genomeditierter Nutzpflanzen greift auRerdem das in Art. 26a der Richt-
linie 2001/18/EG ermdglichte, auf nationaler Ebene im deutschen Gentechnikgesetz konkre-
tisierte Koexistenzregime. Danach trifft den Landwirt, der genomeditierte Nutzpflanzen an-
baut, die Pflicht zur Vorsorge gegen Eintrage der spezifisch auf Genomeditierung beruhen-
den genetischen Veranderungen seiner Pflanzen in Nachbarkulturen (vgl. § 16b GenTG).
Kommt es zu einer solchen Kontamination, kann die verschuldensunabhangige Nachbar-
schaftshaftung greifen (vgl. § 36a GenTG i.V. mit § 906 Abs. 2 Satz 2 BGB). Freilich stellt
sich auch hier wieder eine spezifisch mit der Genomeditierung zusammenhangende Beweis-
problematik. Denn selbst wenn in benachbarten Bestanden eine genetische Veranderung
nachweisbar ware, welche derjenigen in den genomeditierten Nutzpflanzen entspricht, lielRe
sich argumentieren, dass jene Mutationen in den Nachbarbestanden auf natirlichem Wege
(zum Beispiel durch die UV-Strahlung der Sonne oder schlicht im Zuge von Zellteilungen)
zustande gekommen seien. Hier stellen sich dann Fragen nach der Beweislast(-verteilung),
dem Beweismal’ und der Zulassung des indirekten Beweises.

Ferner ist zu bedenken, dass ein Mitgliedstaat von der Mdglichkeit des sog. Opt-outs Ge-
brauch macht,*
in Teilen desselben beschrankt oder verbietet (vgl. Art. 26b und Art. 26¢ der Richtlinie
2001/18/EG).

also den Anbau genomeditierter Nutzpflanzen auf seinem Staatsgebiet oder

% Gesetz zur Regelung der Gentechnik (Gentechnikgesetz — GenTG) vom 20.6.1990.
%% Siehe Nationale Akademie der Wissenschaften Leopoldina/Deutsche Forschungsgemeinschaft/Union der deut-
schen Akademien der Wissenschaften, Wege zu einer wissenschaftlich begriindeten, differenzierten Regulierung
geenomeditierter Pflanzen in der EU, 2019, S. 4-5, 19.

Vgl. Dederer, Genetic Technology and Food Security, in: Schmidt-Kessel (Hrsg.), German national Reports on
the 19th International Congress of Comparative Law, 2014, S. 303 (332-338).
3" Was fiir Deutschland mangels gesetzlicher Regelung nicht mdéglich ist.
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e) Verbrauchertduschung durch ,Ohne Gentechnik“-Kennzeichnung?

Umstritten ist die Frage, inwiefern die ,Ohne Gentechnik“-Kennzeichnung weiterhin flr Pro-
dukte verwendet werden kann, wenn im Verlauf ihrer Herstellung Mutagenese-Organismen
verwendet wurden, die nach dem Urteil des EuGH samtlich als GVO zu gelten haben. Inso-
weit ist nochmals daran zu erinnern, dass auch die mittels ,klassischer, d.h. chemisch oder
physikalisch induzierter Mutagenese erzeugten Organismen GVO im Rechtssinne des Gen-
technikrechts sind. Zwar lasst die deutsche Kennzeichnungsregelung in § 3a EG-
GenTGDurchfG* die ,0hne Gentechnik*-Kennzeichnung weiterhin zu. Indes wird argumen-
tiert, dass das héherrangige Unionsrecht fiir die allgemeine Lebensmittelkennzeichnung eine
Anwendung der nationalen Regelung uber die ,Ohne Gentechnik“-Kennzeichnung nicht zu-
lasse.*® Denn in dieser Kennzeichnung liege eine unionsrechtliche verbotene Verbraucher-
tauschung. Wegen des Anwendungsvorrangs des Unionsrechts kdnne dariiber auch nicht
die Figur der ,gesetzlich autorisierten Verbrauchertauschung® hinweghelfen (um die es sich
der Sache nach bei der ,Ohne Gentechnik“-Kennzeichnung schon immer gehandelt hat),
weil das nationale, eine solche Verbrauchertduschung zulassende Gesetzesrecht eben nicht
anwendbar sei. Allerdings ist flir den Tatbestand der Verbrauchertduschung auf den ,durch-
schnittlich informierten, aufmerksamen und verstandigen Durchschnittsverbraucher” abzu-
stellen.*® Vor dem Hintergrund dieses unionsrechtlichen Verbraucherleitbildes diirfte sich (mit
einer gewissen Vorsicht) argumentieren lassen, dass ein solcher ,Durchschnittsverbraucher®
mit ,Gentechnik® bzw. ,GVO* bislang schon nur solche Verfahren bzw. Organismen verbun-
den hat und (wohl) weiterhin verbindet, die auch reguliert werden, weil sie (anscheinend) fir
Menschen und Umwelt dem Grunde nach potentiell riskant sind. Nicht regulierte Organis-
men, und seien es nur von der Regulierung ausgenommene GVO, dirften sich dagegen aus
Verbrauchersicht als gleichsam ,unverdachtig® darstellen, weshalb ihre Verwendung — aus
Sicht des Verbrauchers — einer ,Ohne Gentechnik“-Kennzeichnung wohl nicht entgegen-
steht. Denn das Label ,Ohne Gentechnik® diirfte aus Verbrauchersicht wohl fir ,traditionell,
konventionell, sicher”, kurz: fur ,vertraut®, d.h. fir nicht mit einer Risikoregulierung unterlie-
gender Gentechnik in Berihrung gekommen, stehen.

% Gesetz zur Durchfiihrung der Verordnungen der Européaischen Gemeinschaft oder der Européischen Union auf
dem Gebiet der Gentechnik und Uber die Kennzeichnung ohne Anwendung gentechnischer Verfahren hergestell-
ter Lebensmittel (EGGentechnik-Durchfiihrungsgesetz — EGGenTDurchfG) vom 22.4.2004.

% Kahrmann/Leggewie, Gentechnikrechtliches Grundsatzurteil des EuGH und die Folgefragen fiir das deutsche
Recht, NuR 2018, S. 761 (765).

40 Hierzu Schmitt, Das unionsrechtliche Verbraucherleitbild, 2018, S. 55-56.
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f) Schwachung des Forschungsstandorts

Zu denken ist auch an wissenschaftspolitische Folgen, zu welchen die Schwachung des For-
schungsstandortes EU gehért.*" Tatséchlich haben europaische Unternehmen bereits ihre
Forschungseinrichtungen im Nachgang zum EuGH-Urteil zum Teil vollstandig in die USA
verlegt. Dariber hinaus kann die fehlende Aussicht auf eine kommerzielle Anwendung ge-
nomeditierter Nutzpflanzen oder Tiere auch nachteilige Rickwirkungen auf die universitare
Forschung haben. Denn warum sollte sich ein Doktorand oder Postdoc auf jahrelange, spe-
zialisierte Forschung auf dem Gebiet der Genomeditierung einlassen, wenn sich damit keine
beruflichen Perspektiven, vor allem aufierhalb der Universitat, z.B. in Unternehmen der
Saatgut- bzw. Zichtungsindustrie verbinden lassen. Auch dirfte es unzumutbar sein, Dokto-
randen oder Postdocs Forschungsarbeiten durchfiihren zu lassen, die mit Freilandversuchen
verbunden sind, deren Zerstérung zu erwarten ist.

g) Welthandelsrechtliches Prozessrisiko

Zum anderen sind erhebliche Beeintrachtigungen des Welthandels nicht auszuschlieRen.*?
Momentan entwickelt sich die Regulierungspraxis zwischen der Union einerseits und Dritt-
staaten (wie in Std- und Mittelamerika in Argentinien, Brasilien, Chile, Ecuador, Honduras,
Kolumbien, Paraguay, in Nordamerika in den USA und Kanada, im asiatisch-pazifischen
Raum in Japan und Australien) diametral auseinander. Genomeditierte Organismen werden
in vielen der genannten Drittstaaten nicht reguliert, durchlaufen also insbesondere kein be-
hérdliches Genehmigungsverfahren. Demgegeniiber stolen sie beim Zugang zum europai-
schen Binnenmarkt auf die Hirde der Genehmigungspflicht fir das Inverkehrbringen von
GVO-Produkten. Es ist durchaus naheliegend, dass jene Drittstaaten in diesem Marktzu-
gangshindernis ein welthandelsrechtlich unzulassiges Handelshemmnis sehen. Darlber hin-
aus stellt sich erneut das Nachweis- und Identifikationsproblem. Selbst wenn sich in einer
Schiffsladung anhand von reprasentativen Stichproben eine Mutation nachweisen liel3e,
bliebe unklar, ob jene natirlich entstanden ist, auf herkémmlichen Ziichtungsmethoden be-
ruht oder mittels Genomeditierung erzeugt worden ist.

1 Zum Folgenden Nationale Akademie der Wissenschaften Leopoldina/Deutsche Forschungsgemeinschaft/Union
der deutschen Akademien der Wissenschaften, Wege zu einer wissenschaftlich begriindeten, differenzierten Re-
gzulierung genomeditierter Pflanzen in der EU, 2019, S. 5-6, 19-21, 31.

Zum Folgenden Nationale Akademie der Wissenschaften Leopoldina/Deutsche Forschungsgemeinschaft/Union
der deutschen Akademien der Wissenschaften, Wege zu einer wissenschaftlich begriindeten, differenzierten Re-
gulierung genomeditierter Pflanzen in der EU, 2019, S. 27-29.
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3.3 Erstreckung auf das ,,geschlossene System*

Ein besonderes Problem bildet die Ubertragbarkeit des EuGH-Urteils auf die Regeln tber
das geschlossene System. Wie bereits kurz dargestellt, unterliegt das geschlossene System
einer eigenen, eigenstandigen Regulierung in Gestalt der Richtlinie 2009/41/EG.

Deren Eigenstandigkeit zeigt sich darin, dass sie nicht fur alle GVO, sondern nur fur eine
Teilmenge daraus, namlich die genetisch veranderten Mikroorganismen (GVM) gilt. Ferner
definiert sie ihren Anwendungsbereich in der Folge autonom anhand einer eigenen GVM-
Definition und einer eigenen Bereichsausnahme.

Gleichwonhl gibt es Uberzeugende Grinde dafur, letztlich auch die Richtlinie 2009/41/EG und
damit die nationalen, diese Richtlinie umsetzenden Vorschriften Uber das geschlossene Sys-
tem auf genomeditierte (Mikro-)Organismen zu erstrecken.*®

Hierfur spricht zum einen der anndhernd identische Wortlaut der Definitionen und Bereichs-
ausnahmen. So lautet die GVM-Definition der Richtlinie 2009/41/EG:

»genetisch veranderter Mikroorganismus‘ (GVM) ... Mikroorganismus, des-
sen genetisches Material in einer Weise verédndert worden ist, wie es unter
natirlichen Bedingungen ... nicht vorkommt“ (Art. 2 lit. b RL 2009/41/EG).

Die Bereichsausnahme wiederum ist wie folgt formuliert:

s[DJiese Richtlinie [qilt] nicht fiir ... die Félle, in denen eine genetische Ver-
&nderung durch den Einsatz der in Anhang Il Teil A aufgefiihrten Verfah-
ren/Techniken herbeigeftihrt wird“ (Art. 3 Abs. 1 Buchst. a RL 2009/41/EG);

»1echniken oder Methoden der genetischen Verdnderung zur Herstellung
von Mikroorganismen, die von der Richtlinie auszuschlie3en sind ...:
1. Mutagenese, ...“ (Anhang Il Teil A Nr. 1 und 4 RL 2009/41/EG).

Zum anderen lassen sich die Entscheidungsgriinde, welche den EuGH bei seiner Auslegung
der GVO-Definition und der Mutagenese-Ausnahme der Richtlinie 2001/18/EG geleitet ha-
ben, auf die Richtlinie 2009/41/EG und die dort normierte GVM-Definition samt Bereichsaus-
nahme im Prinzip Ubertragen. So sind von einem methodischen Standpunkt aus Ausnah-
meregelungen, mithin auch die Regelungen beider Richtlinien Uber die Mutagenese-
Ausnahmen, eng auszulegen.

“Im Ergebnis ebenso und von der Argumentation her ahnlich bereits Kahrmann/Leggewie, Gentechnikrechtli-
ches Grundsatzurteil des EuGH und die Folgefragen fiir das deutsche Recht, NuR 2018, S. 761 (764); Spranger,
Memorandum zur Frage der Ubertragbarkeit der Ausfiihrungen des Européischen Gerichtshofes in der Rs. C-
528/16 auf den Regulierungsbereich der Systemrichtlinie 2009/41/EG, 2019 (abrufbar unter
https://www.bfn.de/fileadmin/BfN/recht/Dokumente/System_Memorandum_final.pdf).
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Ferner sind die Schutzzwecke der beiden Richtlinien identisch (vgl. Art. 1 der Richtlinien
2001/18/EG und 2009/41/EG). Darlber hinaus ist die Richtlinie 2009/41/EG nicht anders als
die Richtlinie 2001/18/EG im Lichte des Vorsorgeprinzips zu interpretieren. Das hat seinen
Grund bereits darin, dass die Richtlinie 2009/41/EG auf einer umweltpolitischen Kompetenz-
grundlage beruht (Art. 192 Abs. 1 AEUV) und deshalb das fir die Umweltpolitik der Union
bereits auf der hoheren, vertraglichen Ebene positivierte Vorsorgeprinzip (Art. 191 Abs. 1
UAbs. 1 Satz 2 AEUV) beim Erlass der Richtlinie und in der Folge auch bei ihrer Auslegung
zu beachten ist. Schlielich spricht vor dem Hintergrund des oben skizierten Stufenprinzips
der Koharenzgedanke daflr, dass genomeditierte (Mikro-)Organismen unter die Regeln Gber
das geschlossene System fallen. Denn es wirde dem Stufenprinzip widersprechen, wenn
genomeditierter (Mikro-)Organismen erstmals auf der 2. Stufe der Freisetzung reguliert wir-
den, ohne zuvor den Regeln Uber das geschlossene System, der 1. Stufe, unterworfen ge-

wesen zu sein.
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4 Neue Molekularbiologische Techniken: Herausforderungen
fur die Analytik — Aktivitaten des NRL GVO

Christopher Weidner
Bundesamt fiir Verbraucherschutz und Lebensmittelsicherheit (BVL), Berlin

4.1 Zusammenfassung

Mit der Entwicklung von neuen molekularbiologischen Techniken (NMT) wie beispielsweise
CRISPR/Cas, TALEN und Zinkfingernukleasen stehen zur Ziichtung von Pflanzen, Tieren
und Mikroorganismen Methoden bereit, die eine gewlinschte Veranderung des Genoms
enorm beschleunigen. Gleichzeitig kénnen mit diesen Methoden genetische Veranderungen
erzeugt werden, die sich nur um eine einzige Base von der urspringlichen Genomsequenz
unterscheiden. Mit seinem Urteil vom 25.07.2018 hat der Europaische Gerichtshof (EuGH)
festgestellt [1], dass Organismen, die mittels NMT erzeugt wurden, gentechnisch veranderte
Organismen (GVO) sind und somit unter die Regularien der GVO-Richtlinie (2001/18/EG) fal-
len [2]. Daraus ergeben sich insbesondere fiir die mit der amtlichen Kontrolle von GVO in
Lebensmitteln, Futtermitteln und Saatgut zustandigen Laboratorien Herausforderungen fiir
die Analytik. Das Nationale Referenzlabor (NRL) fiir GVO am Bundesamt fur Verbraucher-
schutz und Lebensmittelsicherheit (BVL) unterstitzt die amtlichen Kontrolllaboratorien durch
seine Tatigkeiten hinsichtlich der Methodenentwicklung und -harmonisierung bei der Bewal-
tigung der analytischen Herausforderungen.

In der Verordnung (EU) Nr. 2017/625 [3] sind die Aufgaben der EU-Referenzlaboratorien, der
nationalen Referenzlaboratorien und der amtlichen Kontrolllaboratorien festgelegt (Abbil-

dung 1).
: e +  Exekulive & z.T. Legislative {Initiativrecht)
EU-Kommission = Verordnung 182972003 Gber genetisch
veranderte Lebensmittel und Futtermittel
" Benennung +  Kontrollverordnung 2017625

+  Malidierung von GVO-Methoden wahrend
Zulassungsprozess
+ w.a. Harmonisierung und Verbesserung
‘ technische Unterstitzung von Analysemethoden

Europdisches Referenzlabor

Benennung durch Mitgliedsstaat

Mationzales Referenzlabor

.‘ technische Unterstitzung

Untersuchung der amflichen Proben
insgesamt 24 in 16 Bundeslandern

Amiliche Kontrolllabore

Abbildung 1: Zusammenarbeit zwischen Referenzlaboren und amtlichen Kontrolllaboren in der GVO-
Analytik
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Die EU-Referenzlaboratorien werden von der EU-Kommission, die nationalen Referenzlabo-
ratorien vom jeweiligen Mitgliedsstaat benannt. Ein zentrales Ziel aller Referenzlaboratorien
ist die Harmonisierung und Verbesserung von Analysemethoden. Im Bereich der GVO-
Analytik stellt die Validierung von Methoden wahrend des Zulassungsprozesses von GVO
eine wichtige Aufgabe des EU-Referenzlaboratoriums dar. Die Untersuchung von Proben im
Rahmen der Uberwachung gehért aufgrund der foderalen Struktur der Lebensmittelliberwa-

chung in Deutschland zu den Aufgaben der zustandigen Behérden der Bundeslander.

Die Nationalen Referenzlaboratorien stellen eine Schaltstelle zwischen den EU-
Referenzlaboratorien und den Laboratorien der amtlichen Kontrolle in Deutschland dar. Die
NRL koordinieren die Tatigkeiten der amtlichen Kontrolllaboratorien mit dem Ziel, Analyse-
methoden und deren Verwendung zu standardisieren um Leistungsfahigkeit und Bewer-
tungsstrategien zu harmonisieren und eine Vergleichbarkeit der Messergebnisse in Deutsch-
land sicherzustellen (Abbildung 2). Dazu unterstiitzen die NRL die amtlichen Kontrolllabora-
torien bei der Qualitatssicherung, indem sie beispielsweise Referenzmaterialien, Stan-
dardsubstanzen und gegebenenfalls Beschreibungen selbst entwickelter Methoden zur Ver-
fligung stellen. Ebenso wird durch jahrliche Fachtagungen und regelmafige Workshops und
Hospitationen die Weitergabe von Informationen und Expertise gewahrleistet.

. Aufgaben
ales f zl e
bzl sl e « u.a. Koordinierung der Kontrolllaboratonen zur

Harmaonisigrung und Verbesserung von
Analysemethoden und deren Verwendung

Ziele:
Harmaonisierung der Leistungsfahigkeit und
Bewertungsstrategien

technische Unterstiitzung ; _
Vergleichbarkeil der Messergebnisse

Umselzung
+  Entwicklung®alidierung von Methoden

Herstellungfverteilung von Referenzmaterial
Organisation von Eignungsprifungen

: ; +  HospitationenWorkshops/Fachtagungen
Amtliche Konfrolllabore «  Mitwirkung in Gremien/Arbeitsgruppen

Abbildung 2: Aufgaben eines nationalen Referenzlabors.

Eine grol3e Bedeutung in der Arbeit der NRL hat die regelmaRige Durchfihrung von Labor-
vergleichstests (Eignungsprifungen). Bei solchen Laborvergleichsstudien wird identisches
Probenmaterial an die fiir die entsprechenden Stoffgruppen zusténdigen Uberwachungslabo-
re versandt und von diesen mit ihren Routinemethoden untersucht.
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In der Auswertung der Ergebnisse kann gepruft werden, ob das zu untersuchende
Stoffspektrum vollstdndig abgedeckt und richtig identifiziert wurde. Auf3erdem gibt die Aus-
wertung Aufschluss dartber, ob bei den Ergebnissen der Teilnehmer signifikante Unter-
schiede hinsichtlich der jeweils bestimmten Konzentration der untersuchten Stoffe bestehen.
Die Labore werden Uber lhre Resultate umfassend informiert und kdnnen z. B. durch Opti-
mierung der Untersuchungsmethode auf ein auffalliges Ergebnis reagieren.

Daruber hinaus wird durch die Mitwirkung in nationalen und internationalen Gremien zu einer
harmonisierten Arbeitsweise sowie zu einer Etablierung von akzeptierten Standards und
Normen beigetragen.

Mit ihren vielfaltigen Aufgaben tragen die NRL zum Erhalt eines hohen Niveaus der amtli-
chen Kontrolle bei.

Sowohl molekularbiologisch als auch regulatorisch unterscheiden sich mittels NMT erzeugte
GVO von den klassischen GVO (Abbildung 3). Wahrend durch das EuGH-Urteil vom
25.07.2018 [1] nicht nur klassische, sondern auch NMT-GVO innerhalb der Europaischen
Union der Zulassungspflicht unterliegen, ist die Regulierung von NMT-GVO auf3erhalb der
EU derzeit relativ uneinheitlich bzw. teilweise noch ungeklart.

Regulierung EU zulassungspflichtig zulassungspflichtig
Regulierung global weitestgehend einheitlich unginheitlich
Umfang der genet. Verdnderung  stark gering

Einflhrung artfremder Gene Einzelbasenaustausche,

GO SEL R SIECO D (transgen) Insertionen/Deletion

Infektion mit gv-A. tumefaciens,

biolistische Transformation mit CRISPR/Cas, ODM, ZFN,

Methoden der genet.

Veranderung S ferndarDNA TALEN
Prazision der genet. Veranderung nicht zielgerichtet zielgerichtet
Aufwand der genet. Verdnderung z.T. grof? geringer

Abbildung 3: Vergleich von klassischen und mittels NMT erzeugten GVO.

Molekulargenetisch betrachtet unterscheiden sich NMT-GVO haufig relativ stark von klassi-

schen GVO. Wahrend klassische GVO i. d. R. groflere Genkassetten aus Bestandteilen art-
fremder Genome oder neukombinierte DNA-Abschnitte enthalten, ist der Umfang der geneti-
schen Veranderung bei NMT-GVO oftmals nur gering und weist beispielsweise lediglich Ein-
zelbasenaustausche oder kleine Insertionen/Deletionen auf.
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Dabei unterscheidet sich die Prazision zwischen den zugrundeliegenden molekularbiologi-
schen Herstellungsverfahren ganz betrachtlich voneinander: Wahrend bei klassischen GVO
durch beispielsweise Infektion mit Agrobacterium tumefaciens oder biolistischer Transforma-
tion eine hinsichtlich der Lokalisation nicht-zielgerichtete Veranderung im Zielgenom erzeugt
wird, erfolgt die genetische Veranderung durch Anwendung von NMT zielgerichtet an defi-
nierter DNA-Sequenz. Insbesondere durch die hohe Prazision von NMT-Verfahren ist der
methodische Aufwand der gewlnschten genetischen Veranderung vergleichsweise gering.
Allen analytischen Methoden gemein ist, dass sie spezielle Anforderungen erfillen missen.
So muissen die Methoden fur den Nachweis von GVO ausreichend sensitiv (bis 0,1 % m/m)
und spezifisch sein (Abbildung 4). Die Methoden missen robust sein, d.h. sie missen bei
kleineren Veranderungen der Reaktionsbedingungen ahnliche Ergebnisse liefern. Ferner
mussen sie sich auf ein (i.d.R. zertifiziertes) Referenzmaterial beziehen. SchlieRlich missen
die Methoden im Routine-Betrieb praktisch anwendbar sein (z. B. in Bezug auf technischen
Aufwand und Kosten).

Methoden zum Nachweis von GVO f'&“h

S i

+ miissen spezifisch sein fiir diesen GVO Fﬂ

» miissen robust sein (bei kleineren Verinderungen der
Reaktionsbedingungen éhnliche Ergebnisse liefern)

+= miissen praktisch anwendbar sein (in den Kontrolllaboratorien)

= miissen sensitiv sein (LOQ bis 0,1 % m/

+ miissen sich auf ein (zertifiziertes) Referenzmaterial beziehen

= bel zugelassanaen GVO milssen die Methoden durch den Hersteller
entwickelt und vom EURL u.a. durch Ringversuche mit den NRL
validiert werden

# bei nicht-zugelassenen GVO werden die Methoden durch diverse
Labora/Arbeitsgruppen elgeninitiativ entwickelt und validiert

Abbildung 4: Analytische Leistungskriterien fiir Methoden zum Nachweis von GVO.

Im Rahmen des Zulassungsverfahrens fur GVO und daraus hergestellten Produkten sind
Nachweis- und Identifizierungsverfahren sowie geeignetes Referenzmaterial zur gerichtsfes-
ten Ruckverfolgbarkeit und Marktkontrolle vom Antragsteller verfigbar zu machen. Die ein-
gereichte Methode wird vom EURL validiert und die Eignung des Referenzmaterials vom
EURL Uberpruft. Bei der Validierung der Methode im Ringversuch wird das EURL durch die
NRL und zusatzlich benannte amtliche Laboratorien (gemafy VO 120/2014/KOM) [4] unter-
stutzt.

Im Fall von nicht-zugelassenen GVO werden oftmals qualitative Methoden zum Nachweis
des GVO oder spezifischer GVO-Elemente durch diverse Labore und Arbeitsgruppen eigen-

initiativ entwickelt und zumeist im Rahmen von Gremientatigkeiten im Ringversuch validiert.
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Die im Rahmen der Tatigkeiten der Arbeitsgruppen nach §28b GenTG und §64 LFGB in
Ringversuchen validierten Methoden werden in der ,Amtlichen Sammlung von Untersu-
chungsverfahren® verdffentlicht und stehen damit fir eine sichere und einheitliche Anwen-
dung analytischer Verfahren zur Verfigung.

Die genannten Kriterien und Zustandigkeiten gelten nicht nur im Fall von klassischen GVO,
sondern auch im Fall von mittels NMT hergestellten GVO. Das bedeutet, dass ein mittels
NMT hergestellter GVO oder Produkte daraus in der EU nur zugelassen werden kann, wenn
der Antragsteller eine geeignete Methode sowie entsprechendes Referenzmaterial zur Ver-
fugung stellt. Damit sind durch die Anwendung von NMT sowohl fir den Hersteller bei der
Zulassung als auch fiir die amtliche Uberwachung besondere Herausforderungen verbun-
den. Eine analytische Herausforderung ist der qualitative oder quantitative Nachweis von
sehr kleinen genetischen Veranderungen. So wurde durch NMT im Extremfall nur eine einzi-
ge Base genetisch verandert, sodass Genotypisierungsverfahren notwendig sind, wie sie un-
ter anderem in der molekularmedizinischen Diagnostik zum Nachweis von SNPs (Single Nu-
cleotid Polymorphisms) bzw. SNVs (Single Nucleotide Variants) verwendet werden. Zur
grundsatzlichen Bewaltigung dieser analytischen Herausforderung existieren mehrere Tech-
nologien (Abbildung 5). So kédnnen beispielsweise Real-Time PCR-Verfahren oder digitale
PCR (dPCR)-Verfahren mit speziellen Reagenzien (z. B. blockierte Sonden und RNase H,
Sonden mit Minor Groove Binder (MGB) oder Locked Nucleic Acids (LNA)) zum Einsatz
kommen. Eine sich rasant entwickelnde, aussichtsreiche Technologie stellt das Next Gene-
ration Se-quencing (NGS) dar. Damit ist es mdglich, Genome ungerichtet auf nicht bekannte
Sequenz-veranderungen zu untersuchen und einzelne Basenunterschiede zu erkennen.
Derzeitige Limitierungen des NGS sind unter anderem ein vergleichsweise hoher techni-
scher Aufwand, die teilweise unzureichende Verfiigbarkeit von Referenzsequenzen und die
noch geringe Standardisierung der NGS-Verfahren.

Der Machweis kleiner genetischer Veranderungen erfordert
spezielle analytische Verfahren und Strategien.

 Real-Time PCR-Verfahren mit speziellen Reagenzien, z.B.
Blockierte Sonden
« Sonden mit MGB (Minor Groove Binder)
Sonden mit LNA (Locked Nucleic Acids)
RMase H [rhPCR)

- Digitale PCR-Verfahren mit speziellen Reagenzien
5.0.

~ Next Generation Sequencing (NGS)
Long-Read vs. Short-Read-Sequencing
Whole-Genome- vs. Targeted Sequencing

Abbildung 5: Mogliche Losungsansatze fiir die Bewaltigung analytischer Herausforderungen im Fall von
mittels NMT hergestellten GVO.
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Im Bereich der Analyse von Lebensmitteln, Futtermitteln und Saatgut existieren derzeit kaum
offentlich bekannte Fallbeispiele, in denen Methoden fur eine sensitive Analytik fir SNVs
entwickelt und im Ringversuch getestet wurden. Als Proof of Principle hat das NRL GVO am
BVL im Rahmen einer Arbeitsgruppe unter dem Dach des BIPM (Bureau International des
Poids et Mesures, Internationales Buro fur MalRe und Gewichte) an einer metrologischen Pi-
lotstudie teilgenommen. Ziel der Studie war die Entwicklung einer digitale-PCR-Methode zur
metrologisch ruckfuhrbaren Quantifizierung eines SNVs im humanen Genom als Modell fur
mittels NMT erzeugte GVO in Lebens- und Futtermitteln (Abbildung 6). Als Zielsequenz
diente hierbei eine bekannte Mutation (V600E durch Thymin zu Adenin-Austausch) im Exon
5 der BRAF Kinase. Dazu wurde am NRL GVO fir die digital droplet PCR (ddPCR) eine
Duplex-Methode entwickelt, bei der zwei genotypische Hydrolyse-Sonden (Wildtyp vs. Muta-
tion) zusammen mit einem Forward- und einem Reverse-Primer in einem Ansatz vorliegen.
Die Sonden unterschieden sich hierbei je nach Zielsequenz nur um ein Nukleotid sowie in ih-
rem spezifischen Fluorophor am 5-Ende (VIC vs. FAM). Am 3‘-Ende der Sonde wurden zur
Erhéhung der Spezifitat ein MGB-Molekil sowie zur Verringerung der Hintergrund-
Fluoreszenz ein nicht-fluoreszierender Quencher angebracht. Das Amplikon hatte dabei eine
GesamtgroRe von 85 bp. Als Gerate-Plattform wurde das QX200-System der Firma Bio-Rad
gewahlt.

Entwicklung einer Methode zur Quantifizierung eines
Einzelbasenaustauschs (SNV) im metrologischen Ringversuch

+ Metrologisch riickfiihrbare Messungen weniger Kopien einer
Mutation in Wildtyp-Hintergrund-DNA

= Modell fiir mit NMT erzeugten GVO in Lebens- und Futtermitteln
« Zielspezies: Mensch
+ Zielregion: BRAF Exon 5 - Sequenz
= Mutation: SNV (T=>A) VG0O0E
= MNachweistechnologie: digitale PCR

Abbildung 6: Aktivitaten des NRL GVO am BVL zur Entwicklung einer Methode fiir die Quantifizierung ei-
nes Einzelbasenaustauschs (SNV).

Durch die Arbeiten am NRL GVO und beim BIPM konnte gezeigt werden, dass eine metrolo-
gisch ruckfuhrbare Bestimmung eines SNV im Hintergrund von genomischer Wildtyp-DNA
auf wenige Kopienzahlen maéglich ist. Der Einzelbasenaustausch lief3 sich im Spurenbereich
prazise und richtig quantifizieren. Ein bemerkenswerter Aspekt war hierbei die Robustheit
der digitale-PCR-Technologie: Die von den Laboren unabhangig entwickelten dPCR-
Methoden zeigten im Ringversuch am gleichen Probenmaterial sehr ahnliche quantitative
Messergebnisse.
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Obwohl die Detektion eines bekannten SNV unter erhéhtem technischem Aufwand prinzipiell
mdglich ist, scheitert die Identifikation der zugrundeliegenden Ursache derzeit an der Plurali-
tat in Frage kommender Mechanismen (Abbildung 7 und Abbildung 8). So kann der SNV
nicht nur durch die Anwendung von NMT, sondern auch durch klassische Mutagenese-
Verfahren (z. B. chemische Substanzen oder ionisierende Bestrahlung) entstanden sein.

Ist es moglich, NMT-GVO spezifisch zu identifizieren???

Y . AT ACAGEGARATCTC
&e-
: e g
klassische natirliche
.
NMT 't Mutagenese ? Mutation/Varianz 7

Abbildung 7: Herausforderungen fiir die Analytik bei der Kausalitat von genomischen Einzelbasenaustau-
schen (SNV). Von der Detektion eines SNV kann nicht zweifelsfrei auf die Ursache geschlossen werden, da so-
wohl die Anwendung von NMT als auch klassische Mutagenese-Verfahren sowie nattrlich vorkommende Mutati-
onen zu kleinen Veranderungen im Genom fiihren kdnnen.

Methoden zum Nachweis von mit NMT erzeugten GVO:

=+ »+* missen sensitiv sein (bis 0,1 % m/m)
=» prinzipiell moglich, aber anspruchsvoll
** =+ miissen robust sein
- prinzipiell méglich {fiir NGS derzeit unklar)

== == miissen praktisch umsetzbar sein
= fiir PCR maglich, fiir NGS derzeit noch nicht

* * miissen sich auf ein (zertifiziertes) Referenzmaterial beziehen
= problematisch flr nicht-zugelassene GVO,
Sequenzinformation haufig nicht vorhanden

i‘: miissen spezifisch sein fiir diesen GVO
= keine Unterscheidung méglich zu Organismen, die
mittels klassischer Mutagenese oder durch natiirliche
Mutation entstanden sind

Abbildung 8: Zusammenfassung der Erfiillung analytischer Leistungskriterien fiir mittels NMT erzeugte
GVO.

Bayerisches Landesamt fiir Gesundheit und Lebensmittelsicherheit 959



8. Fachtagung Gentechnik am 23. Oktober 2019

Ebenso kdnnen natirlich vorkommende Mutationen oder Varianzen zwischen oder innerhalb
der Sorten kleinen Veranderungen im Genom erklaren. Erschwerend kommt hinzu, dass bei
nicht-zugelassenen GVO Sequenzinformationen und Referenzmaterialien haufig nicht zu-
ganglich sind (Abbildung 9). In diesen Fallen kann nicht zweifelsfrei auf die Ursache der
Veranderung geschlossen werden. Zu diesem Schluss kommt auch das Europaische Netz-
werk von GVO Laboratorien (ENGL, European Network of GMO Laboratories) in seinem Be-
richt [5].

| |Kassische GVO mit NMT erzeugte GVO

Analytischer Aufwand derzeit Routine groft
Referenzmaterial 1.d.R. vorhanden derzeit nicht vorhanden
Identifizierbarkeit’'Rickfiihrbarkeit  ja nein

Abbildung 9: Analytische Herausforderung bei klassischen gegeniiber mittels NMT erzeugten GVO.

Das NRL GVO am BVL unterstitzt die amtlichen Kontrolllaboratorien bei der Bewaltigung
der analytischen Herausforderungen durch zusatzliche Aktivitaten. So arbeitet das NRL GVO
aktiv in der ENGL-Arbeitsgruppe zur Definition von Akzeptanzkriterien fir Methoden zum
Nachweis von mittels NMT erzeugten Lebens- und Futtermitteln mit. Ferner unterstitzt das
NRL GVO die Entwicklung von Nachweisstrategien fur mittels NMT erzeugtem Raps im
Rahmen der §28b GenTG Arbeitsgruppe ,Methodensammlung®, deren Geschéaftsstelle am
BVL angesiedelt ist. Darlber hinaus stellt das NRL GVO Referenzmaterialien und Informati-
onen zur Verfugung. DarUber hinaus etabliert das NRL GVO am BVL im Rahmen eines Pro-
jektes das NGS. Dafiir werden geeignete Geratesysteme fir short-read und long-read-
Sequencing sowie eine adaquate IT-Infrastruktur installiert und personelle Ressourcen zur
Verfugung gestellt. Ziele des NGS-Projekts sind Standardisierung und Harmonisierung der
NGS-Analytik von Probenvorbereitung Gber Sequenzierung bis hin zur Datenanalyse und -
Interpretation und die Evaluation der NGS-Technologie fir die Identifikation & Charakterisie-
rung von nicht-zugelassenen GVO.
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4.2 Referenzen

(1]
(2]

(3]

(4]

(3]

Urteil des EuGH in der Rechtssache (Aktenzeichen) C-528/16 vom 25. Juli 2018

GVO-Richtlinie: Richtlinie 2001/18/EG des Europaischen Parlaments und des Rates vom 12.
Marz 2001 Gber die absichtliche Freisetzung genetisch veranderter Organismen in die Umwelt
und zur Aufhebung der Richtlinie 90/220/EWG des Rates

Kontrollverordnung: Verordnung (EU) 2017/625 des Europaischen Parlaments und des Rates
vom 15. Marz 2017 Uber amtliche Kontrollen und andere amtliche Tatigkeiten zur Gewahrleistung
der Anwendung des Lebens- und Futtermittelrechts und der Vorschriften tber Tiergesundheit und
Tierschutz, Pflanzengesundheit und Pflanzenschutzmittel, zur Anderung der Verordnungen (EG)
Nr. 999/2001, (EG) Nr. 396/2005, (EG) Nr. 1069/2009, (EG) Nr. 1107/2009, (EU) Nr. 1151/2012,
(EU) Nr. 652/2014, (EU) 2016/429 und (EU) 2016/2031 des Europaischen Parlaments und des
Rates, der Verordnungen (EG) Nr. 1/2005 und (EG) Nr. 1099/2009 des Rates sowie der Richtli-
nien 98/58/EG, 1999/74/EG, 2007/43/EG, 2008/119/EG und 2008/120/EG des Rates und zur
Aufhebung der Verordnungen (EG) Nr. 854/2004 und (EG) Nr. 882/2004 des Europaischen Par-
laments und des Rates, der Richtlinien 89/ 608/EWG, 89/662/EWG, 90/425/EWG, 91/496/EEG,
96/23/EG, 96/93/EG und 97/78/EG des Rates und des Beschlusses 92/438/EWG des Rates
(Verordnung Gber amtliche Kontrollen)

Durchfiihrungsverordnung (EU) Nr. 120/2014 Der Kommission vom 7. Februar 2014 zur Ande-
rung der Verordnung (EG) Nr. 1981/2006 mit Durchfihrungsbestimmungen zu Artikel 32 der Ver-
ordnung (EG) Nr. 1829/2003 des Europaischen Parlaments und des Rates Uiber das gemein-
schaftliche Referenzlaboratorium fiir gentechnisch veranderte Organismen

European Network of GMO Laboratories (ENGL), Detection of food and feed plant products ob-
tained by new mutagenesis techniques, 26 March 2019 (JRC116289)
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5 Gene Drives und Schadlingsbekampfung

Georg Oberhofer' und Ernst A. Wimmer?

" Division of Biology and Biological Engineering, California Institute of Technology,
Pasadena, USA

2 Géttinger Zentrum fiir Molekulare Biowissenschaften, Georg-August-Universitét Géttingen

Eine modifizierte und gekirzte Version dieses Artikels ist in
Spektrum der Wissenschaften 2.20 erschienen

5.1 Selbstslichtige Gene verursachen natirliche Gene Drives

Gene Drive, im Deutschen oft mit ,Genantrieb® oder ,,Genturbo“ bezeichnet, ist keine neuar-
tige Erfindung von Molekulargenetikern oder Bioingenieuren, sondern ein natlrlich vorkom-
mendes Phanomen selbstslichtiger Gene, welche die mendelschen Vererbungsregeln aus-
hebeln wollen, um an mdéglichst viele Nachkommen weitergegeben zu werden (Burt und Tri-
vers, 2006). Normalerweise liegt ein bestimmtes Gen in einem Organismus in zwei Kopien,
den Allelen, vor. Ein Allel kommt von der Mutter, das andere vom Vater. Bei der sexuellen
Fortpflanzung werden die zwei Allele, welche auf den zueinander homologen Chromosomen
liegen, verteilt, so dass ein bestimmtes Allel nur auf die Halfte der Nachkommen vererbt wird
(Abbildung 1A). Ohne Selektionsdruck verandert sich die Haufigkeit eines Alleles in einer
Population daher normalerweise nicht. Zeigt ein Allel jedoch ,Drive’, kommt es zu einer Ver-
schiebung dieses Verhaltnisses, wobei im Extremfall alle Nachkommen das ,Drive-Allel” er-
halten (Abbildung 1B). Das Drive-Allel wird somit in die Population eingetrieben: Gene Drive
entspricht daher eigentlich einem ,Geneintrieb®.
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o8 ee se so oo ee s es s6 se se se

o8 e ‘es se ee se os ee ‘e se ‘ee se
96 ®s e ®s se ss e ee oo e se us ee o
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Abbildung 1: Mendelsche Vererbung (A) versus Gene Drive (B)

Wie schafft es nun so ein selbststichtiges Gen, die Spielregeln der Vererbung auszutrick-
sen? In einer weit verbreiteten Strategie interferiert das Drive-Allel mit der Vererbung seines
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Schwesterallels und sabotiert daher dessen Weitergabe an die ndchste Generation (Interfe-
renz; Abbildung 2A). Man kann sich das so vorstellen, dass das Drive-Allel z.B. ein mitterli-
ches Zellgift (Toxin) produziert, das an alle Nachkommen weitergegeben wird. Zudem ver-
mittelt das Drive-Allel aber auch ein zygotisches Gegenmittel (Antidot), so dass alle Embryo-
nen gerettet werden, welche das Drive-Allel erhalten, wogegen die Embryonen, die das Dri-
ve-Allel nicht erhalten, sterben. Im Ergebnis besitzen alle Uberlebenden Nachkommen das
Drive-Allel. Ein entsprechendes System ist im Reismehlkafer Tribolium castaneum bekannt
und wurde nach der Frauengestalt der griechischen Mythologie, die ihre eigenen Kinder ge-
totet hat (Abbildung 2B), MEDEA (Maternaler Effekt Dominanter Embryonaler Arretierung)
genannt. In dem Kéfer sind sogar mehrere verschiedene MEDEA Genorte bekannt, die mit
der Ausnahme des Subkontinents Indien weltweit verbreitet sind. In Indien gibt es ein geneti-
sches Element (H, Hybrid-Inkompatibilitatsfaktor), das aus MEDEA Selbstmordgene macht,
die sich daher dort nicht ausbreiten konnen. Dies zeigt, dass die Natur auch immer wieder
Wege findet selbstsiichtige Gene in Schach zu halten.

Abbildung 2: Interferenz: Sabotage durch MEDEA (Maternaler Effekt Dominanter Embryonaler Arretierung)
nach Wimmer 2013 (A). Medea-Sarkophag (Rom, Italien, 140-150 n.Chr.), Altes Museum, Berlin (B).
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Neben der Sabotage (Interferenz) gibt es in der Natur weit verbreitet auch die Strategie der
Uberreplikation zur vermehrten Verbreitung eines selbstsiichtigen Gens. Normalerweise wird
bei der Zellteilung jedes Chromosom, und damit jedes darauf liegende Gen, genau einmal
kopiert. Bestimmte genetische Elemente haben es im Laufe der Evolution aber geschafft,
zusatzliche Kopien von sich selbst zu erzeugen, ohne dabei auf die regulare Kopiermaschi-
nerie der Zelle angewiesen zu sein. Ein Beispiel fur solche Elemente sind springende Gene,
sogenannte Transposons. Fur die Entdeckung von Transposons im Mais in den 40er und
50er Jahren bekam Barbara McClintock 1983 den Nobelpreis fur Physiologie oder Medizin.
Ein Transposon kann sich selbst gezielt aus dem Chromosom ausschneiden und an einer
anderen Stelle wieder einfligen (cut and paste) oder aber sich kopieren und anderswo wie-
der einfiigen (copy and paste). Letzterer Mechanismus fiihrt zu einer Uberreplikation des
Transposons, und damit zu einer vermehrten Vererbung (Abbildung 3A). Ein gut untersuch-
tes Transposon ist das P-Element in der Taufliege Drosophila melanogaster. Dieses Trans-
poson sprang vermutlich vor circa hundert Jahren durch horizontalen Gentransfer in diese
Fliegenart. Innerhalb weniger Jahrzehnte hat es sich dann tber alle natirlich vorkommenden
Fliegenpopulationen dieser Art weltweit ausgebreitet. Die einzigen D. melanogaster Stamme,
die heute kein P-Element besitzen sind jene, die von Wissenschaftlern vor 1960 gesammelt
und seither isoliert im Labor gehalten werden. Das Rumspringen des Transposons fihrt zu
Mutationen in der Fliege, die wichtige Gene zerstéren kdnnen. Deshalb evolvieren Represso-
ren in den betroffenen Fliegen, die das Transposon unter Kontrolle halten. Auch unser eige-
nes Genom besteht fast zur Halfte aus Transposons oder deren Uberresten, was sie zu-
sammengefasst wohl zur erfolgreichsten Klasse von selbststichtigen Genen macht.

A. B
/ O\

Abbildung 3: Uberreplikation: Transposons (A), Homing Endonukleasen (B), nach Burt und Trivers 2006.

64 Bayerisches Landesamt flir Gesundheit und Lebensmittelsicherheit



8. Fachtagung Gentechnik am 23. Oktober 2019

Andere selbstsiichtige Gene, die auch einen Mechanismus der Uberreplikation zeigen, sind
sogenannte Homing-Elemente, die flr eine Endonuklease kodieren, welche die DNS an ei-
ner bestimmten Stelle aufschneiden kann. Solche Homing Endonukleasen agieren wie eine
Genschere, die eine genaue Zielsequenz auf dem homologen Chromosom erkennt und dort
schneidet. Ein zelleigener Reparaturmechanismus, die Homologie dirigierte Reparatur (ho-
mology directed repair, HDR) kann das Homing-Element als Vorlage verwenden, um den
DNS-Strangbruch zu reparieren, wobei das Homing-Element dann auch in das homologe
Chromosom eingebaut wird. Bei der Reparatur durch HDR nutzt die Zelle, dass die Erbin-
formation in zwei homologen Chromosomensatzen vorliegt, und verwendet das intakte ho-
mologe Chromosom als Vorlage, um den Doppelstrangbruch zu reparieren. Im Falle eines
HEG-Elements wird dieses dann in das andere Chromosom hineinkopiert und vervielfaltigt
sich somit. Das HEG-Element liegt dabei genau an der Stelle im Chromosom wo der Dop-
pelstrangbruch im homologen Chromosom erzeugt wird. Das Homing-Element liegt nun ho-
mozygot in zwei Kopien vor, oder anders ausgedriickt: das Schwesterallel wurde durch das
Homing-Element-Allel ersetzt (Abbildung 3B). Als Ergebnis erhalten dann alle Nachkommen
das selbstslichtige Homing-Endonuklease-Gen (HEG), welches damit ,Drive’ zeigt und in die
Population eingetrieben wird.

5.2 Nutzung von Gene Drives fur die Schadlingsbekampfung

Bereits in den 80er und 90ern wurden Konzepte entwickelt, wie man selbstslchtige Gene,
wie z.B. Transposons, fur die Anwendung in der Schadlingsbekdmpfung nutzen kbénnte, oh-
ne dass diese jedoch erfolgreich umgesetzt werden konnten. 2003 hat der englische Evoluti-
onsgenetiker Austin Burt ein Design vorgeschlagen (Burt, 2003), wie man die in Hefen ge-
fundenen HEG-basierten Gene Drives nachbauen und nutzen kénnte. Dabei lassen sich Ge-
ne Drive Strategien in zwei prinzipiell unterschiedliche Kategorien einteilen. Beim Modifizie-
rungs-Drive (modification drive) soll eine bestimmte Zielpopulation verandert werden (Abbil-
dung 4A). Ein oft diskutiertes Beispiel sind Moskitos die Malaria oder andere Krankheiten
wie z.B. Zika, Gelbfieber oder Dengue ubertragen. Wissenschaftler haben artifizielle Gene
entwickelt, welche Moskitos entweder immun gegen diese Krankheitserreger machen oder
die Ubertragung der Erreger blockieren. Das Problem ist nun: Wie kann man die Moskitos in
freier Wildbahn mit denen, die fiir die Krankheitstibertragung refraktar sind, ersetzen? Fur
diesen Zweck kommen Gene Drives ins Spiel. Man koppelt einfach das artifizielle Gen an ei-
nen Gene Drive Mechanismus, welcher dann daflr sorgt, dass die Refraktaritat in die Wild-
typmoskitopopulation eingetrieben wird. Im Kontrast dazu, soll beim Unterdrickungs-Drive
(suppression drive) die Zielpopulation reduziert bzw. eliminiert werden (Abbildung 4B).
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Dabei koppelt man an den Gene Drive ein artifizielles Gen, welches die Fithess der Populati-
on stark beeintrachtigt oder man mutiert mit dem Drive-Element gezielt ein Gen, dass fir ei-
nen entscheidenden biologischen Prozess bendtigt wird. Zum Beispiel kdnnte man ein Drive-
Element in die Population einschleusen, welches dafir sorgt, dass spezifisch Weibchen
sterben, steril werden oder sich in Mannchen umwandeln. Unter normalen Umstanden wirde
sich so ein Gen nie ausbreiten kdnnen. Der Gene Drive sorgt nun aber dafir, dass das trotz-
dem passiert, was zur Folge haben kann, dass die Zielpopulation stark reduziert wird oder
gar ganz verschwindet. Ein potentieller Anwendungsbereich fir diese Art von Gene Drive
ware vor allem in der Bekdmpfung von invasiven Schadlingen. Ein grol3er Vorteil dieser Be-
kédmpfungsstrategie liegt in der Beschrankung auf die Zielspezies, da sich Gene Drives Uber
sexuelle Fortpflanzung ausbreiten.

Lange Zeit war es jedoch schwierig geeignete molekulare Werkzeuge zu finden, welche an
einer vorgegebenen, bestimmten Stelle im Genom schneiden kénnen, um den Uberreplikati-
onsprozess einzuleiten. Das anderte sich tiefgreifend mit der Entdeckung der programmier-
baren CRISPR/Cas Genschere, die natlrlicherweise in Bakterien erworbene Immunitat ver-
mittelt und mittlerweile fir die Genomeditierung verschiedenster hoherer Organismen einge-
setzt werden kann. Damit hatte man auf einmal ein Werkzeug zur Verfligung, welches an be-
liebigen Stellen im Genom DNS schneiden kann. Es dauerte dann auch nicht lange bis in ei-
ner Konzeptstudie im Jahr 2014 dargelegt wurde, wie sich damit klinstliche Homing-
Elemente bauen lassen, die Drive-Eigenschaften aufweisen, um nattirliche Populationen zu
verandern (Esvelt et al., 2014).
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Abbildung 4: Gene Drive Strategien: Modifizierung (A), Unterdriickung (B).

Die anfangliche Euphorie legte sich aber bald wieder, als mehrere Wissenschaftler in einer
Reihe von Folgepublikationen zeigten, dass das System nicht so effizient funktionierte wie
anfanglich gemutmaldt. Eines der Hauptprobleme war, dass das CRISPR basierte HEG-
system sehr schnell zu Resistenzen fiihrte. Um diesen Vorgang etwas genauer zu erlautern,
muss man einen Blick auf die Funktionsweise von CRISPR/Cas werfen. Das System besteht
aus einer Endonuklease (meist Cas9, mittlerweile gibt es aber eine Vielzahl an Alternativen),
welche eine sogenannte Leit-RNS (guide RNA) binden kann. Diese Leit-RNS hat einen pro-
grammierbaren variablen Teil von 20 Nucleotidbasen. Der aktive Komplex aus Leit-RNS und
Cas9 scannt nun das Genom und sucht nach Stellen die komplementar zu den 20 Basen
sind. Wird diese Sequenz im Genom gefunden, schneidet Cas9 den DNS-Doppelstrang an
dieser Position. Sobald eine Zelle bemerkt, dass es einen DNS-Doppelstrangbruch gibt, ge-
hen alle Alarmglocken an und DNS-Reparatursysteme werden aktiviert. Im Laufe der Evolu-
tion wurden Zellen mit einer Vielzahl an Reparaturmechanismen gegen solche Vorfalle aus-
gestattet. Fur einen erfolgreichen Gene Drive ist aber nur die bereits erwdhnte Homologie di-
rigierte Reparatur (HDR) entscheidend. Wahrend in Hefen, in denen HEGs weit verbreitet
sind, die HDR den Uberwiegenden Reparaturmechanismus darstellt, ist dieser in vielzelligen
Tieren aber nur begrenzt in den Keimbahnzellen aktiv, also in den Zellen aus denen Sper-

mien und Eizellen werden.
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In den somatischen Kérperzellen und auch in der Zygote, der ersten Zelle, die bei der Be-
fruchtung der Eizelle mit einem Spermium entsteht, ist HDR jedoch selten und die Reparatur
wird in der Regel durch nicht homologe Endverknupfung (non-homologous end joining,
NHEJ) durchgefihrt. Bei der Reparatur durch NHEJ wird jedoch der Doppelstrangbruch ein-
fach wieder zusammengestlckelt. Dabei kommt es haufig zu Fehlern, Insertionen oder Dele-
tionen (INDELs), sprich Mutationen, welche die DNS-Sequenz genau an der Schnittstelle
verandern. Die entstandenen Mutationen fihren dazu, dass die Cas9 mit der Leit-RNS die
Zielsequenz nicht mehr erkennen kann. Falls die Funktion des Gens trotz Mutation erhalten
bleibt, ist eine Resistenz gegen den HEG-Drive entstanden. Verschiedene Arbeiten haben
gezeigt, dass das Entstehen solcher Resistenzen sehr schnell geschehen kann und die Aus-
breitung eines HEG-Drives verhindert (Hammond et al. 2017; Champer et al. 2017; Kara-
miNejadRanjbar et al. 2018). Das grundsatzliche Problem bei der Nutzung von Homing-
Endonukleasen liegt daher darin, dass genau an der Zielsequenz die Mutationsrate erhéht
wird. Ein HEG basierter Gene Drive vermittelt daher inharent auch eine Resistenzentwick-
lung gegen sich selbst.

Mehrere Arbeiten haben sich damit befasst, wie man diese Resistenzen vermeiden kann.
Dabei haben sich zwei Strategien als erfolgreich herausgestellt. Zum einen kann man anstel-
le von einer einzigen Leit-RNS einfach mehrere verwenden. Die ldee ist, dass es mit zuneh-
mender Anzahl an Leit-RNSes immer unwahrscheinlicher wird, dass alle Zielsequenzen
gleichzeitig mutieren (Oberhofer et al. 2018; Champer et al. 2018). Eine andere Strategie ist
es eine Zielsequenz zu verwenden, welche hochkonserviert ist und somit eine geringe Tole-
ranz gegenuber Mutationen hat. So eine konservierte Sequenz kann jetzt nicht so einfach
mutieren und gleichzeitig die Genfunktion erhalten. In Moskitos konnten Wissenschaftler so
eine hochkonservierte Sequenz identifizieren. Der entwickelte HEG basierte Unterdri-
ckungs-Drive, welcher die konservierte Sequenz als Ziel hatte, konnte mehrere Kafigpopula-
tionen von Mosquitos zu 100% unterdriicken, ohne dass es zur Resistenzentwicklung kam
(Kyrou et al. 2018). Diese Strategie kann allerdings nur bei einem Unterdriickungs-Drive an-
gewendet werden. Bei einem Modifizierungs-Drive will man eine neutrale Sequenz als Ziel
haben, welche die Fitness der Population nicht beeintrachtigt. Neutrale Sequenzen unterlie-
gen aber keinem Selektionsdruck und kénnen daher frei mutieren. Die beiden Eigenschaften
von DNS-Sequenzen ,neutral’ und ,hochkonserviert’ schliefden sich somit gegenseitig aus.
Im Hinblick auf die Strategie des Modifizierungs-Drives kdnnen wir aber nochmal von der
Uberreplikations- zur Sabotagestrategie zuriickgehen. Auch wenn das MEDEA-System des
Reismehlkafers bisher molekulargenetisch nicht verstanden ist, gelang es 2007 erstmals ei-
nen solchen Gene Drive in der Taufliege artifiziell zu generieren (Chen et al. 2007). Vor kur-
zem gelang es nun eine MEDEA-Version mit CRISPR/Cas9 nachzubauen. Dabei wird nicht
auf ,Homing‘ gesetzt, sondern auf gezielte Mutagenese, was die Problematik der erhdhten
Resistenzentwicklung umgeht (Oberhofer et al. 2019).
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Das Prinzip ist denkbar einfach: die CRISPR/Cas Genschere fungiert als ,Gift’, indem es ein
essentielles Gen, welches fiir das Uberleben des Organismus notwendig ist, schneidet, und
dieses mittels NHEJ funktionsuntlichtig mutiert. Das ,Gegengift’ (Antidot) besteht aus einer
Version des essentiellen Zielgens, welches aber resistent gegen das Binden der Cas9-
Genschere ist. Werden das Gen fur die Genschere und das Gegengift-Gen an einem Genort
gekoppelt einsteht ein Drive-Element. Liegt dieses Drive-Element in einer einzelnen Kopie in
einer Mutter vor, wird die aktive Genschere an alle Nachkommen Uber die Eizellen weiterge-
geben. Im Embryo wird dann das essentielle Gen kontinuierlich mutiert und damit inaktiviert.
Nur die Nachkommen, welche auch das chromosomal vererbte Gegengift-Gen erhalten,
kénnen Gberleben. Alle anderen sterben, da sie keine funktionale Kopie des essentiellen
Gens mehr besitzen. Damit besitzen alle Gberlebenden Nachkommen das Drive-Element
und es kommt zum Drive. An das Drive-Element kénnte nun zusatzlich auch ein Refraktari-
tatsgen gekoppelt werden, das verhindert, dass Krankheitserreger Gbertragen werden kon-
nen, und so in einem Modifizierungs-Drive in die Population eingetrieben werden kann.

5.3 Kontrollierbarkeit von Gene Drives

Es gibt nun eine Reihe von Bedenken bei der Anwendung von Gene Drives. Die bisher be-
schriebenen Gene Drive-Varianten, kdnnten sich im Prinzip global ausbreiten, auch wenn
nur eine sehr kleine Anzahl von Drive-Element Tragern freigesetzt wird. Dies bedeutet, dass
selbst ein durchaus zu beflrwortender Einsatz eines Unterdriickungs-Drives gegen invasive
Arten das grundsatzliche Problem beinhaltet, dass sich der Drive méglichweise auch in die
Heimatregion der Art verbreitet und diese dort ungewollt dezimiert. Auch wenn es biologisch
gesehen absolut unwahrscheinlich ist, dass ein Gene Drive eine Art weltweit ausrotten kann,
ist dies zumindest rein theoretisch mdglich. Insekten, die einen Gene Drive verbreiten, wer-
den sich auch nicht an politische Grenzen halten, was die schwierige Frage aufwirft, wer ent-
scheiden soll, ob und wo ein Gene Drive freigesetzt werden kann.

Kénnte man die Bedenken der unkontrollierbaren Ausbreitung ausrdumen? Die bisher vor-
gestellten Gene Drive-Strategien haben den Charme, dass sie kostenglinstig sind, da nur ei-
ne geringe Anzahl von Individuen freigesetzt werden muss, was auch in Entwicklungs- und
Schwellenlander durchfihrbar ware. Solche Gene Drive-Systeme werden mit ,Low-
Threshold* bezeichnet, da der Schwellenwert fir die freizusetzenden Individuen gering ist,
um den Gene Drive zu starten. Dies bedeutet jedoch auch, dass bereits eine Verschleppung
von wenigen Individuen ausreicht, um den Gene Drive ungewollt zu verbreiten. Im Gegen-
satz dazu wird derzeit an der Entwicklung von sogenannten ,High-Threshold* Gene Drives
gearbeitet. High-Threshold bedeutet, dass die Drive-Element Trager eine Mehrheit der Popu-
lation ausmachen mussen (Uber 50%), ansonsten funktioniert der ,Drive’ nicht. Ein solches
High-Threshold System kénnte man in einer bestimmten Region begrenzt freisetzen.
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Auch wenn einige der Drive-Element Trager durch natirliche Migrationsbewegungen sich in
Nachbarregionen ausbreiten, werden diese aber nicht die notwendigen 50% der Gesamtpo-
pulation erreichen, und somit mit der Zeit wieder verschwinden.

Wie kdnnte nun so ein High-Threshold Gene Drive aussehen. Eine Mdglichkeit ware die Er-
zeugung eines Doppel-MEDEA-Systems, bei dem eine Gen-Koppelung ein Toxin A und ein
Antidot B darstellt und eine zweite Gen-Koppelung Toxin A und Antidot B (Abbildung 5A).
Nachkommen kdnnen nur dann Uberleben, wenn sie beide Gen-Koppelungen ererbt haben,
da sie nur dann beide notwendigen Gegengifte produzieren kdnnen. Eine Population, in der
beide Gen-Koppelungen homozygot, also auf beiden homologen Chromosomen, vorkom-
men, hat keine Probleme, da alle Nachkommen beide Genkoppelungen erhalten. Eine Popu-
lation die keine der Genkoppelungen tragt, hat auch keine Probleme. Wenn sich jedoch Indi-
viduen verpaaren, welche die Genkoppelungen heterozygot, also jeweils nur auf einem der
homologen Chromosomen, tragen, wird ein groRer Teil der Nachkommen sterben. Heterozy-
gote Trager haben daher weniger tiberlebende Nachkommen, was man in der Genetik als
Unterdominanz-Effekt bezeichnet. Diese Unterdominanz fiihrt nun dazu, dass sich die
MEDEA-Elemente, wenn sie ausreichend haufig (Uber 50%) vertreten sind, in der Population
ausbreiten und ,Drive‘ zeigen. Wenn aber zu wenig MEDEA-Elemente in der Population zu-
gegen sind, werden diese verschwinden (Abbildung 5B). Dieser Effekt wirde damit zu einer
lokalen Begrenzung des Gene Drives beitragen auf die Region, in der die MEDEA-Elemente
tragenden Individuen in groRer Menge freigesetzt werden. Dies ware ein groRer Vorteil, der
aber den Nachteil hoher Kosten fir wiederholte Massenfreisetzungen mit sich bringt.
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Abbildung 5: Unterdominanz basierend auf Doppel-MEDEA zur lokalen Begrenzung eines Gene Drives. Nach
Wimmer 2013.

Eine weitere Moglichkeit der Begrenzung liegt in der zeitlichen Aktivitat eines Gene Drives
(Noble et al., 2019). Dieser Ansatz beruht darauf, dass mehrere Homing-Elemente selbst
nicht eigenstandig aktiv sind, sondern aufeinander angewiesen sind (geteilter Drive, ,Split
Drive*). Ein Element A braucht fiir seine Uberreplikation die Aktivitat des Elements B, was
seinerseits fiir seine Uberreplikation die Aktivitat des Elements C braucht, das selbst nicht
Uberrepliziert wird. Das Prinzip funktioniert wie eine mehrstufige Rakete, bei der C zunachst
die zweite Stufe B und Kapsel A antreibt. C geht dann verloren und nun treibt aber B weiter-
hin noch A an, bis auch B verloren geht (Abbildung 6). A wurde damit in die Hohe gebracht,
hat aber selbst keinen Treibstoff und fallt daher auch wieder ab. Mit diesem System kann
das Element A fiir eine bestimmte Zeit in eine Population in groRen Mengen eingeschleust
werden, kann sich dann aber nicht weiter ausbreiten und wird nicht langfristig stabil in der

Population bleiben, wenn es fiir die Art keinen Selektionsvorteil mit sich bringt.
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Abbildung 6: Raketenstufen-Prinzip (Daisy Chain Drives) zur zeitlichen Begrenzung eines Gene Drives (nach
http://www.sculptingevolution.org/daisydrives; Nobel et al., 2019)

Gene Drive basierte Schadlingsbekampfung wird in der Zukunft eine hervorragende Mog-

lichkeit bieten, Art-spezifisch und daher 6kologisch sinnvoll, umweltschonend und nachhaltig
handeln zu kénnen. Bevor jedoch erste Anwendungen im Freiland durchgefihrt werden soll-
ten, missen unseres Erachtens Mdglichkeiten der Begrenzung des Gene Drives geschaffen
und erprobt werden. Wenn dies gelingt, wird uns dieser Ansatz neuartige Mdglichkeiten bie-

ten, spezifisch gegen Agrarschadlinge und Krankheitsuibertrager vorzugehen bzw. im Hin-
blick auf den Naturschutz invasive Arten zu bekampfen.
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6 All-Food-Seq: Next Generation Sequencing-basiertes
Screeningverfahren zur quantifizierbaren Speziesidentifikation
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6.1 DNA-basierte Speziesidentifikation: ein unverzichtbares Werkzeug
der Lebensmittelliiberwachung

Regelmalig berichten die Nachrichten von Lebensmittelskandalen: falsch deklarierte Rezep-
turen oder Austausch teurer durch glinstigere Zutaten werden mit Regelmafigkeit aufge-
deckt [1-5]. Neben einer Tauschung des Verbrauchers kann dies erhebliche gesundheitliche
Auswirkungen haben, wenn der Verbraucher Nahrungsmittelunvertraglichkeiten oder Aller-
gien hat oder es zur Aufnahme gesundheitsschadlicher Substanzen kommt. Auch ethische
Aspekte der Erndhrung (z. B. halal, koscher, vegan) gilt es zu beachten. In Deutschland er-
kranken jahrlich tGiber 200.000 Menschen an durch Lebensmittel Gbertragenen Mikroorga-
nismen [6], die z.B. durch einen Mangel an Hygienemalnahmen bei der Verarbeitung in die
Produkte gelangen kénnen [7]. Lebensmittelhandler selbst sowie Behérden der Lebensmit-
teliberwachung missen die Méglichkeit haben, die Identitat und Qualitat der gelieferten Wa-
ren zu Uberprifen. Im Sinne des Verbraucherschutzes und zur Verhinderung von unlauterem
Wettbewerb ist es daher erforderlich, standardisierte Methoden flr die eindeutige Identifizie-
rung biologischer Arten zur Verfiigung zu haben. Fir prozessierte Lebensmittel haben sich
dafiir DNA-basierte Nachweisverfahren als vorteilhaft erwiesen, da die Struktur von Protei-
nen je nach Grad der Verarbeitung oft zerstort wird und ein Nachweis auf Proteinebene sich
somit schwierig gestalten kann. Des Weiteren zeichnen sich DNA-basierte Methoden wie die
am haufigsten eingesetzte Polymerase-Kettenreaktion (PCR) durch ihre hohe Sensitivitat,
Spezifitdt und Quantifizierbarkeit (quantitative PCR, gPCR) aus [8-17]. Diese PCR-
Verfahren beruhen zum Nachweis einer Spezies in der Regel auf der Amplifikation von all-
gemein hoch-konservierten Genabschnitten, die charakteristische artspezifische Basensub-
stitutionen aufweisen. Die Zielsequenzen flr die PCR stammen oftmals aus mitochondrialer
(cytB, cox1, 16S rDNA) oder plastidarer DNA (rbcL, matK), da diese Organellen-DNAs in ho-
her Kopienzahl vorhanden und selbst nach starker Prozessierung im Gewebe effizient nach-

weisbar sind.
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Typischerweise werden die PCR-Amplikons fur den Artennachweis mit der klassischen San-
ger-Technik sequenziert. Die dann sichtbaren charakteristischen Sequenzaustausche wer-
den als artspezifischer ,DNA-Barcode® bezeichnet [18-20]. Fir viele hunderttausende tieri-
sche, pflanzliche und Pilz-Spezies sind solche DNA-Barcodes bereits in entsprechenden Se-
quenzdatenbaken gesammelt worden, so dass die aus einem Lebensmittel erhaltenen Bar-
code-Sequenzen einfach durch Datenbankabgleich identifiziert werden kann [21]. Eine Ab-
wandlung der beschriebenen Methodik kommt zum Tragen, wenn nicht homogenes biologi-
sches Material aus einer Spezies, sondern komplexe Lebensmittelgemische bestehend aus
mehreren Arten analysiert werden sollen. Beim sogenannten ,Meta-Barcoding“ erfasst ein
Primerpaar beispielweise das cytB-Gen von Tieren. Die resultierenden Amplifikate stellen
dann ein Gemisch der unterschiedlichen Tierarten in der Probe dar. Sie werden hoch-parallel
durch Next-Generation-Sequencing entschlisselt. Die im Gemisch vorhandenen unter-
schiedlichen artspezifischen Sequenzen kénnen danach durch einen Datenbankabgleich
identifiziert werden (Abbildung 1).

gesamibe DNA der Probe amplifizierte Barcoding:
Fragmente (2.8, COI)
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Abbildung 1: Schematischer Aufbau einer ,,Meta-Barcoding“-Analyse: Die zu analysierende Probe wird ho-
mogenisiert und eine Gesamt-DNA-Extraktion durchgefiihrt. Mittels PCR werden Genabschnitte mit spezies-
spezifischen Sequenzaustauschen (z.B. aus dem Gen der mitochondrialen COI) amplifiziert, sog. DNA-Barcoding
Fragmente. Fir eine umfassende Analyse multipler Spezies sind parallele PCR-Ansatze mit unterschiedlichen
Primersystemen notwendig. Die DNA-Barcoding Fragmente werden anschlieBend hoch-parallel durch NGS-
Methoden sequenziert. In einer bioinformatischen Analyse werden die sequenzierten Fragmente mit bestehenden
Referenzdatenbanken abgeglichen und somit das Artenspektrum der metagenomischen Probe abgeleitet.

Qualitativ kann man die Artzusammensetzung des Lebensmittels auf diese Weise hochspe-
zifisch ermitteln. Fir die gleichzeitige Erfassung z.B. von Pflanzen, Tieren und Mikroorga-
nismen sind aber parallele Ansatze mit jeweils anderen PCR-Primersystemen erforderlich.
Prinzipiell ist also das Next-Generation Sequencing (NGS)-basierte Meta-Barcoding durch
den Einsatz dieser Primersysteme auf ein Spektrum an identifizierbaren Arten beschrankt.
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Die Barcode-typischen Markergene aus Organellen-DNA schwanken zudem in der Kopien-
zahl je nach Gewebe und auch zwischen den Arten sehr stark. Eine Quantifizierung von Art-
Anteilen durch einfaches Auszahlen der Meta-Barcode-Sequenzen gilt daher durch Schwan-
kungen in der Anzahl der zur Verfigung stehenden PCR-Matrizen, durch die variable Bin-
dungsspezifitdt der Primer und durch Assay-abhangige Amplifikationsbias als eher proble-
matisch [22—29].

Eine Alternative zum PCR/Barcode-basierten Speziesnachweis stellt die Sequenzierung der
Gesamtheit aller genomischer DNA eines Lebensmittels dar (,whole-genome shotgun meta-
genomics®). Die artspezifischen Unterschiede der erhaltenen Sequenzabschnitte sollten da-
bei eine Bestimmung der Artzusammensetzung erlauben. In der Tat bestehen die Genome
von Eukaryoten Uberwiegend aus nicht-funktionellen Bereichen, die weitgehend ohne selek-
tiven Druck wahrend der Evolution speziesspezifische Mutationen anhaufen und so flir eine
Artbestimmung bestens geeignet sind. Der Genomanteil zwischenartlich konservierter Gen-
Exons ist dagegen niedrig (z.B. 1.2 % bei Saugetieren [30]). Lebensmittelrelevante Spezies
wie Schwein, Huhn u.a. zeigen zudem innerhalb einer Art nur wenige Polymorphismen von
etwa 0,5 — 5 pro 1.000 Nukleotiden [31-34]. Diese geringen Werte sollten eine Differenzie-
rung der Spezies durch gesamt-genomische Sequenzierung nicht negativ beeinflussen; sie
konnten hingegen fir eine Bestimmung von Populationen und geografischer Herkunft des
Materials ausgewertet werden.

Eine weitere Uberlegung ist, dass der DNA-Anteil jeder Spezies in einem komplexen Le-
bensmittel in etwa proportional zum Gewichtsanteil der entsprechenden Spezies in der Pro-
be sein sollte. Dies wiirde zusatzlich zur Artidentifikation eine Quantifizierung von Speziesan-
teilen in Nahrungsmittelgemischen ermdglich, indem man die Anteile der Arten in dem Se-
quenzdatensatz durch Auszahlen der sogenannten ,Sequenz-Reads” bestimmt. Zudem kann
ein solcher Ansatz der metagenomischen Gesamtsequenzierung von Lebensmittel-DNA alle
in der Probe vorhandenen Spezies, egal ob eukaryotisch, prokaryotisch oder gar viral, in ei-
nem einzigen Experiment bestimmen. Daher entfallt die Notwendigkeit von multiplen Assays,
um Bestandteile aller Doméanen des Lebens identifizieren zu kdnnen. Eine zusatzliche DNA-
Amplifikation Gber Primer entfallt ebenso, wie das hieraus resultierende Bias. Da die erhalte-
nen genomischen DNA-Sequenzen quasi ohne vorherige Erwartungen betrachtet werden,
kénnen auch unerwartete ,exotische” Speziesanteile detektiert werden, insbesondere auch
solche, die ein mdgliches Gesundheitsrisiko flir den Konsumenten darstellen.
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6.2 All-Food-Sequencing: Gesamt-genomisches NGS-basiertes Lebens-
mittel-Screening

Das All-Food-Sequencing (AFS) ist ein DNA-basiertes Screeningverfahren zur gleichzeitigen
qualitativen und quantitativen Artendiagnose in komplexen Lebensmitteln, die aus Anteilen
mehrerer Spezies bestehen [35]. Die Methode umfasst die ungezielte Sequenzierung der
gesamten Genom-DNA eines Lebensmittels mittels NGS. Daher wird im Gegensatz zu ande-
ren Methoden wie PCR oder Meta-Barcoding keine Amplifikation bestimmter genomischer
Regionen und somit auch keine a priori-Informationen in Form von z.B. Amplifikationsprimern
bendtigt. Eine zu prifende Lebensmittelprobe wird homogenisiert und die gesamte DNA ex-
trahiert. Die gewonnene DNA wird langenfragmentiert und eine lllumina-Sequenzierbibliothek
erstellt; die Sequenzierung erfolgt auf z.B. auf einem lllumina HiSeq-, NextSeq- oder MiSeq-
Gerat. Bereits ca. 200k erhaltene Sequenz-Reads einer Leseldnge von je 50 bp sind ausrei-
chend, um die Hauptkomponenten des Lebensmittels mit einem Anteil von mindestens 1 %
zuverlassig zu quantifizieren [36]. Besser werden flr eine Analyse mit der AFS jedoch etwa 1
Mio. Reads erstellt, um auch Bestandteile in geringeren Anteilen zuverlassig detektieren zu
kénnen. Die bioinformatische Arbeit, bei der die Reads identifiziert und gezahlt werden, lauft
folgendermallen ab (Abbildung 2): zunachst werden die Reads hochspezifisch an eine Pa-
lette zur Verfigung stehender Referenz-Genomsequenzen kartiert und somit einer Art zuge-
ordnet sowie dabei auch ausgezahlt (,quantitatives Mapping“). Reads, die bei diesem Schritt
der Auswahl an Referenzgenomen nicht zugeordnet werden kénnen (,Unmapped Reads"),
werden optional durch massive Datenbank-Suchen mit dem Alignment-Algorithmus BLAST
identifiziert (,qualitative Metagenomik®).

Beim Kartieren der Reads an Referenzgenome greift AFS auf den etablierten Mapping-
Algorithmus BWA zurlck [37]: Im quantitativen Mapping werden die Reads einer Lebensmit-
telprobe iterativ in drei Durchgangen mit abnehmender Stringenz an eine Auswahl von Refe-
renzgenomen kartiert. Zunachst werden nur vollstandig sequenzidentische Reads ausgewer-
tet. Resultierende Treffer werden in drei Kategorien eingeteilt: 1) Unique Reads, die spezi-
fisch an ein Referenzgenom kartieren, 2) Multimapped Reads, die mit gleicher Giite an meh-
rere Referenzgenome kartieren und 3) Unmapped Reads, die keinem Referenzgenom zuge-
ordnet werden konnten (Abbildung 2). Die Unique Reads werden direkt der entsprechenden
Spezies zugeordnet. Multimapped Reads entstehen durch zwischen mehreren Spezies kon-
servierte Genomregionen und ihre Herkunft ist nicht eindeutig bestimmbar. Daher werden
diese Reads anteilig im Verhaltnis entsprechend der bei den Unique Reads beobachteten
Distribution auf die beteiligten Spezies verteilt. Zuletzt werden die Unmapped Reads als Ein-
gabe fir zwei weitere Mapping-Durchgange genutzt, wobei jeweils die geforderte Sequenzi-
dentitat zwischen Read und Referenzgenom um 1 % gesenkt wird.
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Am Ende der drei Durchgange wird anhand aller pro Spezies erzielten Treffer die finale Dis-
tribution der identifizierten Spezies berechnet. Die verbleibenden Unmapped Reads kénnen
in der qualitativen Metagenomik durch optionale massive BLAST-Analysen zugeordnet wer-
den [38, 39]. Hierbei werden alle Unmapped Reads per lokalem BLAST mit der NCBI non-
redundant nucleotide collection (nr/nt) abgeglichen. Somit kbnnen Spezies identifiziert wer-

den, die nicht bei der initialen Auswahl der Referenzgenome berucksichtigt wurden.
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Abbildung 2: Workflow der AFS. Mit gangigen molekularbiologischen Methoden wird die gesamte DNA einer

Lebensmittelprobe extrahiert, eine NGS library erstellt und auf einem

lllumina-Gerat sequenziert. Im quantitativen

Mapping werden in drei lterationen die sequenzierten Reads an ausgewahlte Referenzgenome kartiert und in
Klassen unterteilt: Unique Reads treffen spezifisch an nur einem Referenzgenom, Multimapped Reads treffen

aufgrund konservierter Sequenzen an mehreren Referenzgenomen.

Multimapped Reads werden anhand des

Verhaltnisses von Unique Reads auf Spezies aufgeteilt. Unmapped Reads kénnen keinem Referenzgenom zu-
geordnet werden und zeigen in der Regel zusatzliche in der Probe enthaltenen Spezies oder mikrobiologische
Belastungen an. In der qualitativen Metagenomik wird die Speziesherkunft jedes ungemappten Reads durch
BLAST-Analysen ermittelt. Sofern ein Referenzgenom fiir neu entdeckte Spezies vorhanden ist, kann das quanti-

tative Mapping um entsprechende Spezies erweitert werden.
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Wenn fur eine dabei neu identifizierte Spezies ein Referenzgenom existiert, so kann der initi-
ale quantitative Mappingschritt unter Einbeziehung dieser neu identifizierten Komponente
wiederholt werden. Bei Fehlen eines passenden Referenzgenoms kann mit den Unmapped
Reads zumindest eine qualitative Aussage Uber die Anwesenheit der Spezies im Lebensmit-
tel getroffen werden. Durch diese qualitative Metagenomik sind selbst in Spuren vorhandene
Zutaten wie Gewdrze, Verunreinigungen oder Allergene in der Probe detektierbar. Auch eine

Bestimmung des mikrobiologischen Artenspektrums ist auf diese Weise moglich.

6.3 AFS liefert exaktere Resultate als gPCR

Die Performanz der AFS-Methode wurde anhand von Wurstproben mit exakt bekannten Zu-
sammensetzungen getestet, sogenannten Kalibrator-Wirsten. Diese Proben wurden von ei-
ner professionellen Metzgerei zu Versuchszwecken nach drei Rezepturen erstellt: AllMeat
(Rind, Schwein, Schaf, Pferd in variablen Anteilen), Lyoner (Rind, Schwein und in geringe-
rem Umfang Huhn, Truthahn) sowie Geflugel-Lyoner (Huhn, Truthahn und in geringerem
Umfang Rind, Schwein) [9, 10]. Viele Lebensmittel enthalten auch pflanzliche Komponenten,
die bei Personen zu allergischen Reaktionen fiihren kdnnen. Daher wurden insgesamt 11
Pflanzen mit Allergiepotential in unterschiedlichen Mengen in die Wurstrezepturen eingear-
beitet.

Die so konzipierten Proben wurden per AFS analysiert und die Ergebnisse mit denen kon-
ventioneller Methoden wie gPCR und droplet digital PCR (ddPCR) verglichen (Abbildung 3):
In 9 von 13 Fallen lieferte AFS die besten Resultate, bei 3 Proben war eine ddPCR leicht
besser und nur in einem Fall lieferte eine ddPCR eindeutig bessere Ergebnisse als AFS [40].
Fur keine der betrachteten Proben konnte eine qPCR das beste Ergebnis liefern. Selbst Zu-
taten mit einem Anteil von 0,5 — 1 % konnten zuverlassig durch AFS detektiert werden. Noch
keine quantitative Analytik war zum Zeitpunkt der Datenauswertung fir die potenziell aller-
genen Pflanzenspezies moglich, da fir diese nur ein einziges Referenzgenom existierte. Da-
her konnten diese Bestandteile nur durch qualitative Metagenomik untersucht werden. Alle
Pflanzenspezies konnten dabei identifiziert werden [35]. Eine quantitative Aussage ist bei
dieser BLAST-Analyse aufgrund der ungleichmafligen Reprasentation von Spezies in der
Datenbank nicht méglich. Zwar wurde eine Pflanzenart sogar mit nur einem Read identifi-
ziert, vor allem bei Allergenen gehen wir jedoch davon aus, dass eine qualitative Aussage
als Alarmsignal ausreichend ist.

Zur Einschatzung der Gefahr von maoglichen falsch-positiven Resultaten bei der AFS-
Analyse wurden zusatzlich zu den in den Wiursten real enthaltenen Spezies-Komponenten
zusatzlich nah-verwandte Spezies getestet.
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Eine enge phylogenetische Beziehung von Arten bedingt eine hdhere Sequenzahnlichkeit
aufgrund konservierter DNA-Sequenzen, die wiederum zu uneindeutigen Read-Zuordnungen
und somit zu qualitativ und quantitativ falschen Aussagen flihren kdnnten. Es konnte gezeigt
werden, dass phylogenetische Distanzen von ca. 10 Mio. Jahren (z.B. Schaf-Ziege oder
Rind-Wasserbuffel) nur zu geringen Falsch-Zuordnungen bei der AFS flhren und diese le-
bensmittelrelevanten Speziespaare somit sicher unterschieden werden kénnen [40]. Durch in
silico-Simulationen haben wir gezeigt, dass eine Erhéhung der Read-Leseléange bei der Se-
quenzierung auf 150 bp falsch-positive Treffer erwartungsgemaf verringert, da langere
Reads haufiger diagnostische Unterschiede zwischen den Spezies enthalten. Durch diese
technische Modifikation kann die falsch-positive Detektionsrate mit nur geringen Mehrkosten
deutlich gesenkt werden.
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Abbildung 3: Vergleich der All-Food-Seq und qualitativer PCR am Beispiel des AllMeat-Kalibrators B. Die
Ergebnisse der qualitativen PCR stammen aus [8].
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6.4 AFS identifiziert ,,exotische*“ Komponenten in der Praxis

Das Potential der AFS zur Detektion unerwarteter Komponenten sollte in der Praxis getestet
werden, indem reale Lebensmittelproben sequenziert wurden. Diese umfassten flinf Doner
Kebab von Imbissen aus dem Rhein-Main-Gebiet. Laut dem Bayerischen Landesamt fir Ge-
sundheit und Lebensmittelsicherheit (LGL) durfen unter dem Namen Doner Kebab verkaufte
Gerichte ausschlieRlich Fleisch von Lamm/Schaf oder Kalb/Rind enthalten; Hahnchen- oder
Putenhaltige Gerichte missen hingegen einen entsprechenden Namen gemaR der enthalte-
nen Geflugelart tragen [41]. Mehrere Studien berichten jedoch von Fehldeklarationen von
Doéner Kebab-Snacks, wobei haufig nicht deklariertes Gefligel oder in seltenen Fallen auch
Schweinefleisch enthalten waren [42—44]. Bei der Untersuchung mit der AFS lag daher der
Fokus auf der Identifikation der Fleischkomponenten, weshalb nur diese extrahiert und ana-
lysiert wurden. In drei von flnf Proben konnte Fleisch vom Truthahn mit je einem Anteil von
Uber 70 % nachgewiesen werden, obgleich keine der Proben als Gefligelddner verkauft
wurde [40]. In drei Proben konnten geringe Mengen an nicht deklarierter Soja nachgewiesen
werden, die womadglich aus einer Gewurzmischung der Marinade des Fleisches stammen
koénnte und fir Konsumenten besonders im Hinblick auf Allergien von grol3er Relevanz ist. In
einer Probe wurden aullerdem nennenswerte Mengen an Mais gefunden, dessen Ursprung
wir in der Salatbeilage des Déner Kebab vermuten.

Des Weiteren wurde eine Paella mit Huhn analysiert. Bei diesem Gericht handelt es sich um
ein rezeptorisch komplexes Gericht mit vielen Zutaten in zum Teil geringen Mengenanteilen.
Zur Vereinfachung dieser komplizierten Aufgabe wurden bei der Analyse mit der AFS nur die
»Nicht-Reis“-Komponenten untersucht. Die meisten der Komponenten wie Huhn, Alaska
Seelachs, Miesmuscheln, Tomaten und Paprika konnten zuverlassig detektiert werden [un-
veroffentlichte Ergebnisse]. Diese Probe zeigt aber auch eine Schwache der AFS auf: fir die
im Gericht enthaltenen Erbsen sowie Zwiebeln existieren bis dato keine Referenzgenome,
die jedoch eine zwingende Voraussetzung fir die quantitative Analyse sind. Durch die daher
notwendigerweise fehlerhafte Quantifizierung wurde der Anteil der real vorhandenen Spezies
(mit Referenzgenom) Uiberschatzt, sodass eine exakte mengenmaRige Aussage in diesem
Fall nicht moglich war. Durch den zweiten Analyseschritt der AFS, die Metagenomik per
BLAST-Analyse, war es indessen mdéglich, diese Spezies zumindest qualitativ zu identifizie-
ren. Auf diese Weise konnte im Gericht entgegen der deklarierten Rezeptur Hefe detektiert
werden (ein Befund, den der Hersteller auf Nachfrage bestatigte). Aulierdem wurden geringe
Mengen an Nepetoideae identifiziert. Dieser Pflanzen-Unterfamilie gehéren diverse Gewdrz-
pflanzen wie Basilikum, Oregano, Rosmarin, Thymian an. Auch geringe Spuren von Faden-
wlrmern wurden identifiziert. Da Seelachs haufig von diesen Parasiten befallen ist, erscheint
dieser Weg in das Lebensmittel am naheliegendsten.
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Im tiefgefrorenen Produkt stellen diese zwar keine Gesundheitsgefahr fir den Menschen dar,
sie sind jedoch Indiz fUr eine verspatete Entfernung des Bauchlappens bei der Bearbeitung
des Fischs [45, 46]. Interessanterweise konnte die AFS die im Rezept angegebenen Shrimps
nicht bestatigen, dafur wurde unerwartet Tintenfisch identifiziert. Wir vermuten, dass es sich
hierbei um eine mégliche Anderung der Rezeptur oder eine Kontamination in der Produkti-
onslinie handelt; diese Beobachtung hat der Hersteller jedoch nicht kommentiert. Diese Bei-
spiele demonstrieren, dass die AFS als Screening-Methode sinnvoll einsetzbar ist. Erganzt
durch etablierte Methoden wie die gezielte PCR-Detektion hat die AFS ein grof3es Potential

zur routinemaRigen Analyse von komplex zusammengesetzten Lebensmitteln.

6.5 Bakterien- und Phagen-Detektion ohne Mehraufwand

Die AFS basiert wie beschrieben auf einer Sequenzierung der gesamten DNA einer Probe.
Dies bietet zeitgleich das Potential, das mikrobielle Spektrum ohne finanziellen Mehraufwand
bedingt durch eine separate Typisierung testen zu kdnnen. Diese Starke der AFS zeigte sich
eindrucksvoll an den Geflligel-Lyoner-Proben: In diesen wurden die Bakterien Brochothrix
spp., Pseudomonas spp. und Psychrobacter spp. identifiziert [47]. Vertreter aller drei Gattun-
gen sind daflr bekannt Lebensmittel zu verderben [48, 49]. Des Weiteren wurde in diesen
Lyonerwursten Brochothrix phage BL3 nachgewiesen [47]. Dieser Bakteriophage wird in der
Lebensmittelindustrie eingesetzt, um die Haltbarkeit von verpacktem Fleisch zu verlangern
[50, 51]. Somit zeigt AFS eindrucksvoll, dass selbst die Detektion von Viren und auch bi-

oprozessierten Lebensmitteln mdglich sind.

6.6 Limitation durch Referenzgenome

Bedingung flur die Funktionsweise der AFS ist das Vorhandensein von Referenzgenomen fur
mdglichst viele zu testende Spezies. In der Vergangenheit waren solche Genomsequenzen
nur kostenintensiv und sehr aufwandig herzustellen. So hat etwa das human genome project
vor zwanzig Jahren mehrere Tausend Wissenschaftler Uber einen Zeitraum von tber 10 Jah-
ren beschaftigt und fast 3 Mrd. US-Dollar gekostet [52, 53]. Die Kosten einer Sequenzierung
sind jedoch erheblich gesunken (z.B. auf ca. 1.500 € pro Humangenom), und verbesserte
Computertechnologie sowie Algorithmik haben den zur Assemblierung bendtigten Rechen-
aufwand deutlich reduziert. Heute ist daher die Erstellung eines Referenzgenoms einer Spe-
zies auch fir kleine Labore erschwinglich und der Arbeitsaufwand von einem Doktoranden in
wenigen Wochen zu bewerkstelligen.

Als weiter kostensparende Alternative haben wir getestet, ob die AFS auch mit sehr schwach
redundant sequenzierten und daher duflerst kostenglinstig erstellten Genomsequenzen

funktioniert.
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Solche Genome, die typischerweise mit einer Redundanz von nur 5-10x produziert werden,
erreichen selbstverstandlich bei weitem nicht die hohe Qualitat von grindlich erarbeiteten
Referenzgenomen wie dem des Menschen. Die Basensequenz ist jedoch in der Regel nahe-
zu vollstandig vorhanden (> 90 %), liegt aber eben stark fragmentiert vor. Dennoch eignen
sich diese gunstig erstellten Genomsequenzen offenbar hervorragend fur analytische Zwe-
cke wie die AFS [unverotffentlichte Ergebnisse]. Zusatzlich planen grofle Genom-Konsortien
die Sequenzierung von vielen Tausend Genomen [54, 55]. Daher ist davon auszugehen,
dass in einigen Jahren Referenzgenome fiir die wichtigsten aller eukaryotischen Spezies
vorhanden sein werden. Vermutlich werden damit alle lebensmittelrelevanten Spezies schon

frGher abgedeckt sein, sodass diese Limitierung der AFS voraussichtlich bald entfallt.

6.7 Schnellere Analysen durch algorithmische Weiterentwicklung

Wahrend einer AFS-Analyse missen bei der Kartierung der Reads alle Referenzgenome in
den Arbeitsspeicher des Rechners geladen werden. Die Menge an bendtigten Computerres-
sourcen nimmt schon heute zum Teil problematische Dimensionen an und wird kinftig mit
mehr verfugbaren Referenzgenomen weiter steigen. Zum Teil werden diese Herausforde-
rungen sicher durch Fortschritte in der Computertechnik kompensiert werden. Dennoch wird
parallel eine Reduktion der Rechenlast erforderlich. Wir entwickeln daher die Software AFS-
MetaCache, die durch geschickte Reduktion der zu durchsuchenden Genomgrofie den Re-
chenaufwand stark reduziert [47, 56]. Die Vorgehensweise fuhrt MinHash als algorithmisches
Prinzip in DNA-Analyseverfahren ein: diese informatische data mining-Technik berechnet
den Jaccard-Koeffizienten zweier Elemente und bestimmt deren Schnittmenge, sodass zlgig
Ubereinstimmungen detektiert werden kdnnen. Die Methode stammt urspriinglich aus der
Webentwicklung und wird u.a. von Internet-Suchmaschinen verwendet, um sich ahnelnde
Websites zu filtern.

AFS-MetaCache unterteilt sich in zwei Arbeitsschritte: 1) einmalige Erstellung der Datenbank
mit den Referenzgenomen und 2) Analyse einer Probe durch Abgleich der Reads mit der er-
stellten Datenbank. Bei der Konstruktion der Datenbank wird jedes zur Verfligung stehende
Referenzgenom in Windows der Lange | unterteilt, die einer genomischen Region entspre-
chen (Abbildung 4). Innerhalb eines jeden Windows werden alle k Nukleotide langen Se-
quenzen, sog. k-mers, extrahiert und in eine Liste geschrieben. Auf jedes Element dieser Lis-
te wird nun eine Hashfunktion angewandt, die jedem k-mer basierend auf seiner Sequenz
einen eindeutigen Zahlenwert zuteilt. Nun folgt der Vorteil, der zur enormen Reduktion an
Hardware-Ressourcen fuhrt.
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Anstatt wie rechenintensive Mapping-Algorithmen die gesamte verfligbare Information als
Referenz zu nutzen, reduziert AFS-MetaCache die Sequenz der Referenzgenome nach ei-
nem reproduzierbaren Prinzip: aus der Liste an Hash-Werten jedes Windows werden nicht
alle, sondern nur die s kleinsten k-mere fir die folgende Analyse in die Datenbank geschrie-
ben. Dadurch reduziert sich die GroRe jedes zu durchsuchenden Referenzgenoms, wahrend
jedoch alle genomischen Regionen abgebildet bleiben.

Beim zweiten Schritt, der Klassifikation der sequenzierten Reads aus der Lebensmittelprobe,
wird nun sehr dhnlich vorgegangen: Jeder sequenzierte Read wird in seine k-mere zerlegt
und diese in einer Liste gespeichert, jeweils eine Hashfunktion angewandt und zuletzt nur die
s kleinsten k-mere betrachtet (Abbildung 4). Anstatt die ganze Sequenz eines Reads zu ver-
gleichen, missen somit nur s k-mere ausgewertet werden, um die genomische Region des
Reads und damit seine Herkunft und Spezies-Zuordnung zu identifizieren. Diese Reduktion
des Suchaufwands hat eine Uber 400-fache Steigerung der Geschwindigkeit bei gleichblei-
bender Sensitivitat und Spezifitat zur Folge, sodass die bioinformatische Auswertung einer
Probe mit 10 Mio. Reads auf deutlich unter 1 Minute reduziert werden kann [47, 56].
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Abbildung 4: Konzeptioneller Ablauf von AFS-MetaCache. Die Methode lauft in zwei Schritten ab: Zunachst
wird einmalig eine Datenbank aus allen zur Verfligung stehenden Referenzgenomen erstellt. Dabei wird jedes
Genom in windows unterteilt. AnschlieRend wird fur alle in einem window enthaltenen k-mere ein Hash-Wert be-
rechnet. Nur die k-mere mit den s kleinsten Hash-Werten werden in die Datenbank Ubertragen. Der zweite AFS-
MetaCache Schritt ist die Analyse: Jeder zu analysierende Read wird in seine k-mere zerlegt und deren Hash-
Werte berechnet. Die s kleinsten Hash-Werte jeden Reads werden mit der Datenbank abgeglichen. Basierend auf
den getroffenen k-meren in der Datenbank wird ermittelt, an welches window und Genom der jeweilige Read kar-
tiert werden kann.
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6.8 Kosten der AFS

Die Materialkosten einer AFS-Analyse reflektieren groRtenteils die Reagenzien zur Erstel-
lung der lllumina NGS-Library. Die Reagenzien fur die Sequenzierung selbst von etwa 1 Mio.
Reads sind hingegen sehr ginstig. Kommerzielle Anbieter offerieren beispielsweise die Ana-
lyse von 40 Proben (parallel) mit je 2x 1 Mio. Reads (,paired-end“-Sequenzierung) und 75 bp
Leselange fur ca. 120€ pro Probe [57].

6.9 Zusammenfassung und Ausblick

Die All-Food-Seq (AFS) ist eine Screening-Methode zur Analyse von Lebensmittelkompo-
nenten basierend auf Next-Generation Sequencing der Gesamt-DNA. Verglichen mit etab-
lierten Methoden wie der gPCR oder ddPCR liefert die AFS eine vergleichbare oder sogar
bessere Quantifizierungsaussage. Bedingung fur eine Analyse mit der AFS ist das Vorhan-
densein von Referenzgenomen der zu untersuchenden Spezies. Durch kontinuierlich sin-
kende Kosten fur Genomdaten ist mit deren Verfugbarkeit fir die meisten Lebensmittel-
relevanten Spezies in wenigen Jahren zu rechnen. Der Preis pro Analyse wird vermutlich
ebenfalls weiter sinken.

Prinzip-bedingt ermdglicht AFS das Screening eines Lebensmittels ohne a priori-Annahmen,
z.B. durch den Einsatz von PCR-Systemen. AulRerdem stellt die Methode einen All-in-One
Ansatz dar, da neben tierischen und pflanzlichen Komponenten auch die mikrobielle Belas-
tung festgestellt werden kann. Dabei ist es unerheblich, ob es sich um Parasiten, Pilze, Bak-
terien und gar Viren handelt: Vertreter aller Domanen des Lebens kénnen in nur einem Ex-
periment parallel detektiert werden. Aktuell lassen sich Mikroorganismen zwar identifizieren,
aber nur bedingt quantifizieren. Wir arbeiten daher daran, den Zusammenhang zwischen
identifizierten bakteriellen Reads und koloniebildenden Einheiten herzustellen. Hierdurch
wird es potenziell moglich, per AFS eine Aussage z.B. Uber die Anzahl von Faulnisbakterien
und somit den Frischegrad des Lebensmittels zu treffen. Allergene kénnen in der AFS der-
zeit haufig nur qualitativ identifiziert werden; fiir viele relevante Pflanzenspezies fehlen aktu-
ell noch die Referenzgenome.

Fortschritte in der Sequenziertechnologie werden sich vermutlich sehr positiv auf die AFS in
der Praxis auswirken: aktuell testen wir die Eignung des Nanoporen-Sequenzierprinzips fir
die AFS. Diese ultraportable Sequenziertechnologie erméglicht Analysen am Ort der Pro-
bennahme, also z.B. auf dem Markt oder direkt beim Produzenten, und damit in Echtzeit. Es
entfallt die Notwendigkeit des Probentransports in ein Labor, was vor allem bei der Kontrolle
von schnell verderblichen Lebensmitteln von Vorteil ist. Besonders die Kombination mit
schnelleren Analyse-Algorithmen wie AFS-MetaCache ist dabei erfolgsversprechend. Somit
kann die aktuell gangige Praxis der Beanstandung einer Probe im Nachhinein aufgrund der
grolien Zeitersparnis bei der Analyse schon bald der Vergangenheit angehéren.
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7 Mit neuen molekularbiologischen Techniken genetisch ver-
anderte Organismen: Regulatorischer Status und Entwicklung
von Nachweismethoden

Christin-Kirsty Baillie, Patrick Guertler, Ulrich Busch, Ottmar Goerlich und Armin
Baiker

Bayerisches Landesamt flir Gesundheit und Lebensmittelsicherheit, Landesinstitut Lebens-
mittel, Lebensmittelhygiene und Kosmetische Mittel (LH), Oberschlei3heim

7.1 Zusammenfassung

Neue molekularbiologische Techniken (NMT) - oder oft auch synonym Gene Editing genannt
- bezeichnen Verfahren, welche eine gezielte Veranderung der DNA an einer vordefinierten
Stelle im Genom von Organismen ermoglichen (Podevin et al., 2013). Das Bayerische Lan-
desamt fiir Gesundheit und Lebensmittelsicherheit (LGL) flhrt derzeit ein Forschungsprojekt
zu den NMT, ihren Anwendungsmadglichkeiten, zu potentiellen Risiken der NMT, zur rechtli-
chen Situation, sowie zur Entwicklung von Nachweisstrategien flir genomeditierte Organis-
men (geGVO) durch. Die NMT unterscheiden sich von der klassischen Gentechnik dahinge-
hend, dass bei der alteren Variante der Gen-Veranderung meist Fremd-DNA in einen Orga-
nismus Uber eine ungerichtete Transformation eingebracht wird. Gangige Transformations-
methoden in der griinen Biotechnologie sind z. B. die Partikel-Kanone oder eine Agrobakte-
rium tumefaciens (neuere Bezeichnung: Rhizobium radiobacter) vermittelte Ubertragung von
DNA (Somssich, 2019). Der Integrationsort der neu eingebrachten DNA im Zielorganismus
kann bei diesen klassischen Methoden nicht vorherbestimmt werden. Die prazise Verande-
rung durch NMT wird hingegen durch den Einsatz von Nukleasen ermoglicht, welche tUber
Proteine oder RNA an eine bestimmte Stelle im Genom gelenkt werden, die man als site di-
rected nucleases (SDN, deutsch: ortsspezifische Nukleasen) bezeichnet. Die Mutation der
genomischen DNA erfolgt bei NMT nach der Erkennung der gewinschten DNA-Sequenz
durch die SDN und den gezielten Schnitt des DNA-Doppelstrang, welcher anschliel3end
durch zelleigene Mechanismen repariert wird. Auch in der Natur entstehen Doppelstrangbri-
che, z. B. durch die Einwirkung von UV-Strahlung oder mutagener Substanzen, weshalb sich
Reparaturmechanismen zum Schutz des Organismus vor Mutationen entwickelt haben. Bei
diesen Reparaturmechanismen, dargestellt in Abbildung 1, handelt es sich um das non-
homologous end joining (NHEJ, deutsch: nicht homologes Verbinden der Enden), und bei
Vorhandensein einer DNA-Vorlage um die homologe Rekombination (HR). Im Zuge der
NHEJ DNA-Reparatur kénnen auf unterschiedliche Weise Mutationen auftreten, indem ein-
zelne Basen entfernt (Deletion), hinzugefugt (Insertion) oder ausgetauscht werden (Basen-
austausch) (siehe Abbildung 1A) (Hsu et al., 2014).
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Der HR Reparaturmechanismus funktioniert durch das Vorhandensein einer Uberlappenden
DNA-Sequenz zu flankierenden Bereichen der SDN-Schnittstelle. Diese DNA dient als Vor-
lage fur die Reparatur des Doppelstrangbruchs (Sonoda et al., 2006).

VA4 N
\ 4

Doppelstrangbruch
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Reparatur gelenkt durch homaologe Sequenzen (HDR)
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Abbildung 1: Reparaturmechanismen eines DNA-Doppelstrangbruches nach Schnitt mittels SDN. (A) Bei
dem Reparaturmechanismus des non homologues end-joining (NHEJ) werden gebrochene DNA Stréange ohne
Vorlage (Matrize) von der Zelle repariert. Dabei kbnnen Mutationen von einer bis wenigen Base entstehen, wie
die Deletion, Insertion oder der Basenaustausch im Vergleich zur nicht geschadigten DNA. (B) Der Reparaturme-
chanismus der homologen Rekombination (HR) funktioniert bei Vorhandensein einer DNA-Sequenz als Vorlage
(Matrize) mit flankierenden Bereichen zur der SDN-Schnittstelle, welche fiir die Reparatur verwendet wird. Die
DNA Vorlage kann dadurch so aufgebaut sein, dass flankierte Fremd-DNA in den Organismus eingebracht wer-
den kann.
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Im Zuge von NMT/Gene Editing kann Uber den prazisen Schnitt der SDN und der bekannten
Sequenzinformation eine DNA als Vorlage generiert werden, welche Fremd-DNA flankiert zu
den uberlappenden Bereichen in den Organismus einbaut (siehe Abbildung 1B). Basierend
auf der Art der verwendeten SDN und den resultierenden genomischen DNA Veranderungen
im Organismus werden verschiedene NMT wie folgt eingeteilt (EFSA Panel on Genetically
Modified Organisms, 2012):

Als SDN-1-Technik wird die Verwendung von zielgerichteten Nukleasen ohne die Zugabe
von Fremd-DNA eingestuft. Dadurch wird der resultierende DNA-Doppelstrangbruch durch
NHEJ repariert und es kann an einer definierten Stelle im Genom zu kleinen Mutationen wie
z. B. Deletionen kommen. Die genaue Art der Veranderung kann dabei jedoch nicht beein-
flusst werden, da sie zufallig bei der Reparatur auftritt. SDN-1 wird haufig genutzt, um Gene
auszuschalten (knock-out), da solche unkontrollierten Veranderungen der DNA zu einer Ver-
schiebung des DNA-Leserasters flihren kénnen.

Bei der SDN-2-Technik wird zusatzlich zu der ortsspezifischen Nuklease ein DNA-Fragment
(Matrize) verwendet, das bis auf eine kleine Mutation (eine bis wenige Basen) identisch zu
der Stelle im Pflanzengenom ist, an welcher der Doppelstrangbruch erzeugt wird. Der zellei-
gene Reparaturmechanismus HR nutzt nun dieses zugegebene DNA-Fragment als Vorlage
und baut somit auch die vorgegebene Mutation an der gewlinschten Stelle ins Pflanzenge-
nom ein.

Die SDN-3-Technik unterscheidet sich von der SDN-2-Technik nur durch die GréRe des
eingebrachten DNA-Molekils, welches als Vorlage zur Reparatur dient. Es kdnnen so auch
mehrere tausend Basenpaare aus anderen Organismen eingebracht werden. Dadurch ist der
resultierende gentechnisch veranderte Organismus nach SDN-3 Anwendung vergleichbar
mit einem GVO der klassischen griinen Gentechnik, jedoch ist bei SDN-3 der Integrationsort
der Fremd-DNA im Genom vordefiniert.

Neben der Verwendung von SDN gibt es auch Methoden, die ohne DNA-Doppelstrangbruch
zu genetischen Veranderungen flhren. Eine dieser Methoden ist die sogenannte oligo-
directed mutagenesis Technik (ODM, deutsch: oligo-gelenkte Mutagenese). Dabei werden
kurze, synthetisch hergestellte (meist einzelstrangige) DNA-Fragmente mit 20-200 Nukleoti-
den in einen Organismus eingebracht. Diese unterscheiden sich bis auf eine oder wenige
Basen nicht vom jeweiligen Pflanzengenom. Das synthetische DNA-Fragment dient ebenfalls
als Vorlage fir den Einbau der gewiinschten Modifikation, wobei die zellularen Mechanismen
noch nicht vollstandig aufgeklart sind (Gocal, 2015). Der sogenannte CIBUS-Raps ist ein
prominentes Beispiel fur eine mittels ODM genetisch veranderte Kulturpflanze (Ricroch und
Hénard-Damave, 2016).

Die rechtlichen Regelungen von biologischen Techniken mit dem Ziel der Erbgutveranderung
werden in der EU in der Freisetzungsrichtlinie 2001/18/EG geregelt, die in den Mitgliedsstaa-
ten in nationale Gesetze, wie in Deutschland dem Gentechnikgesetz (GenTG), umgesetzt ist.
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Die Verwendung als Lebens- und Futtermittel und Vorgaben zur Kennzeichnung werden in
der EU durch die Verordnung (EG) Nr. 1829/2003 geregelt. Besonders die Definition eines
gentechnisch veranderten Organismus (GVO) und die Mutagenese-Verfahren, welche von
der Regulierung innerhalb der EU ausgenommen sind, werden in der Freisetzungsrichtlinie
von 2001 festgelegt. Seit der Entdeckung der NMT und der zunehmenden Anwendung die-
ser Verfahren besonders in der Forschung war unklar, wie die gezielten Modifikationen von
genomischer DNA durch SDN rechtlich einzuschatzen sind. Am 25. Juli 2018 fallte der Euro-
paische Gerichtshof (EuGH) ein fur Wissenschaftler iberraschendes Urteil zu den NMT
(Fallnummer C-528/16 und Pressemitteilung Nr. 111/18). Dieses Urteil legt fest, dass alle
mittels Mutagenese erzeugten Organismen als GVO im Sinne der Freisetzungsrichtlinie
2001/18/EG einzustufen sind. Ausgenommen sind dabei nur solche Mutagenese-Verfahren,
die schon lange als ,sicher’ eingestuft sind und schon lange genutzt werden (z. B. Muta-
genese mittels Bestrahlung oder mutagener Substanzen; siehe Abbildung 2). Dies beinhal-
tet in der Auslegung des EuGHs also nicht NMT, da diese erst seit 2012 verbreitet Anwen-
dung finden und weitergehend nicht auf der Liste der ausgenommen Verfahren innerhalb der

Freisetzungsrichtlinie aufgefihrt werden.

szes“igen“haﬁen “ regulatorischer Status

naturllf_hﬁ' Mutationen . Gertechnik - nicht reguleert
keine Gentechnik

[IETY

. Gentechnik - reguliert nach EuGH-Urteil

1Y

. Gertechnik - reguliert bereits vor EuGH-Urteil

Reparatur chne

Zugabe eines DNA- -
Molekdls (Matrize)

Zugabe eines DNA-

Molekiils (Matrize) kurze kurze/lange lange lange Matrize
Matrize Matrize Matrize {mit SON)
Art der Insertion /
) I )
Verinderung Deletion Punktrmutation ransgenese Gene Drive

:
Produkteigenschaften

Abbildung 2: Regulatorischer Status der NMT Techniken SDN-1, SDN-2 und SDN-3 innerhalb der EU. In
grin mit orangenem Punkt ist die Mutagenese angegeben, da diese nach der Freisetzungsrichtlinie 2001/18/EG
zwar GVO hervorbringt, diese jedoch von der Regulierung ausgenommen sind. In orange sind die SDN-1, SDN-2
und ODM Technik hinterlegt, da diese seit dem EuGH Urteil von 2018 klar als zu regulierende Verfahren einge-
stuft wurden. Die SDN-3 Technik und der Gene Drive in rot, waren schon vor dem EuGH Urteil klar als zu regulie-
rende Verfahren eingestuft.
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Aus Sicht der amtlichen Uberwachung von gentechnisch veranderten Organismen und Pro-
dukten ergeben sich basierend auf dem EuGH Urteil gro3e Herausforderungen. Durch die
Entscheidung, dass auch SDN-1 und SDN-2 Techniken zu GVO fuhren, welche in der EU
reguliert sind, missen die so erzeugten genomeditierten gentechnisch veranderten Orga-
nismen (geGVO) in der EU ein Zulassungsverfahren fiir den Anbau und das Inverkehrbrin-
gen als Lebens- und Futtermittel durchlaufen. Im Zuge eines solchen Zulassungsverfahrens
missen vom Hersteller Informationen Uber den geGVO geliefert werden, die ausreichen, um
vom geGVO ausgehende Risiken fur Mensch und Umwelt abschatzen zu kdnnen. Zusatzlich
mussen spezifische Nachweismethoden sowie geeignete Referenzmaterialien vom Herstel-
ler bereitsgestellt werden, um den geGVO in Saatgut, sowie Lebens- und Futtermitteln ana-
lysieren zu kdnnen. Nicht zugelassene GVO durfen nicht auf den europaischen Markt gelan-
gen (Null-Toleranz). Produkte, welche zugelassene GVO enthalten, missen entsprechend
den geltenden Kennzeichnungsregelungen gekennzeichnet werden. Eine Kennzeichnung ist
nicht notwendig, wenn zugelassene GVO im Produkt zufallig oder technisch nicht vermeidbar
mit einem Anteil von unter 0,9 % (GVO-Anteil) enthalten sind. In der Regel erfolgt der Nach-
weis von GVO mittels real-time PCR (qPCR) basierten Methoden und einer Nachweiskaska-
de Uber Screening-PCRs, welche haufig verwendete genetische Elemente nachweisen, und
eventspezifische PCRs, welche eine genaue ldentifizierung der GVO Linie ermdglichen (sie-
he Abbildung 3). Bei Produkten der klassischen griinen Gentechnik ist der geforderte
eventspezifische Nachweis und somit eine genaue Identifikation des GVO im Rahmen der
amtlichen Uberwachung méglich. Dies ist der Fall durch die unterschiedlichen nicht steuer-
baren Integrationsorte von Fremd-DNA bei klassischen Transformationsmethoden, selbst bei
Verwendung der gleichen Elemente, wie dem haufig genutzten 35S-Promotor des Blumen-
kohlmosaikvirus (cauliflower mosaic virus). Somit kénnen Uberwachungsbehérden durch ein
gPCR basiertes Screening zuerst auf haufig verwendete Elemente untersuchen und dann
bei eventuell positiven Befunden den genauen GVO durch eventspezifische gqPCR Assays
identifizieren.
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A Screening PCR zur Detektion von eingebrachter Fremd-DMA (z. B. 355 Promotor)
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Abbildung 3: PCR basierte Nachweisstrategien fiir GVO. (A) Detektion von haufig verwendete genetische
Elemente mittels PCR als erstes Screening auf GVO. Die verwendeten Primer binden nur innerhalb der einge-
brachten Fremd-DNA in einem bestimmten Element (z. B. Promotoren oder Terminatoren). (B) Proben die mittels
Screening PCR positiv getestet wurden, werden weiter mittels eventspezifischer PCR untersucht, welche die Zu-
ordnung zu einzelnen Transformationsevents ermdglichen. Dabei binden die verwendeten Primer jeweils einmal
in der genomischen DNA und einmal in der eingebrachten Fremd-DNA, so dass das PCR-Produkt den Integrati-
onsort einschlief3t.

Dieses bestehende Uberpriifungssystem wird jedoch mit durch NMT erzeugte geGVO nicht
mehr moglich sein, da besonders bei SDN-1 und SDN-2 Techniken teilweise nur einzelne
Punktmutationen entstehen. Diese Punktmutationen kénnen nicht von natirlich entstande-
nen Mutationen oder Mutationen basierend auf von der Regulierung ausgenommenen Muta-
geneseverfahren unterschieden werden (Grohmann et al., 2019). Der molekularbiologische
Nachweis einer Punktmutation ist technisch aufwendiger als gangige qPCR Methoden in der
Routineanalytik und nur méglich bei vorherbekannten Sequenzinformationen zur Mutations-
stelle. Bei der Verwendung von Next Generation Sequencing (NGS) muss zusatzlich ein Re-
ferenzgenom des untersuchten Organismus, welches den unveranderten Zustand abbildet,
zuganglich sein.

Als Beispiel einer mittels NMT geziichteten Pflanze kann der Raps (Brassica napus) mit
Event 5715 der Firma CIBUS herangezogen werden, in den USA wird dieser auch unter dem
Namen SU-Canola geflihrt. Diese Rapssorte enthalt durch die Verwendung der ODM Tech-
nik eine Punktmutation auf zwei Genen, welche zu einer Herbizidtoleranz gegen Imidazo-
linone und Sulfonylurea fihrt. Durch die Komplexitat des Rapsgenoms verfiigt die Pflanze
Uber mehrere Isoformen des betroffenen Gens aceto-hydroxy acid synthase (ahas, deutsch
Acetolactat Synthase) (Rutledge et al., 1991). Fur die Analytik relevant sind die Gene ahas-
1, ahas-2 und ahas-3, wobei die Gene ahas-1 und ahas-3 die betroffenen Ziele der
Punktmutation durch die Firma Cibus sind.
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Das Gen ahas-2 weift von der DNA-Sequenz weniger Homologien auf als die beiden Ziel-
gene und wird zeitlich begrenzt und gewebsspezifisch nur im Rapssamen abgelesen (Ouellet
et al., 1992). Das AHAS-Enzym katalysiert den ersten Schritt der Aminosauresynthese von
Leucin und Valin und ist fiir das Uberleben der Pflanze somit elementar. Eine Inhibierung
des Enzyms durch Herbizide fuhrt deshalb zum Absterben der Pflanze. Durch die eingefluhr-
te Punktmutation kdnnen die Herbizide jedoch nicht am Enzym binden, somit findet keine
Hemmung statt und die Pflanze ist herbizidtolerant, weshalb die Herbizide gegen Unkrauter
im Anbau verwendet werden kénnen, ohne das Wachstum des mutierten Rapses zu beein-
trachtigen (Tan et al., 2005).

Da im Falle des CIBUS-Raps durch die Sequenzinformationen aus dem US Patentdaten
(Schopke et al., 2009) die veranderte DNA-Base der zwei betroffenen Gene bekannt ist, wird
im Zuge des Forschungsprojektes am Bayerischen Landesamt fiir Gesundheit und Lebens-
mittelsicherheit, in Kooperation mit anderen Landesamtern, an einer Nachweismethode fiir
den CIBUS-Raps gearbeitet. Dies soll einen ersten Einblick geben, mit welchen Kosten und
apparativem und eventuell personellem Mehraufwand bei der routineméRigen Uberwachung
von geGVO gerechnet werden muss. Weitergehend soll auch geklart werden, ob ein Nach-
weis flr eine Punktmutation eine vergleichbare Sensitivitat wie ein konventioneller Nachweis
fur klassische GVO aufweisen kann.

Um Punktmutationen nachweisen zu kénnen, kommen mehrere Verfahren in Frage: z. B. die
Amplifikation des DNA Abschnitts mittels PCR mit anschlieRender Verwendung einer T7 En-
donuklease | in Kombination mit Kapillarelektrophorese (T7-Endonuklease Assay), Next Ge-
neration Sequencing (NGS) oder rh-AMP PCR. Die rh-AMP PCR wurde durch die Firma IDT
entwickelt, patentiert und wird fir die Genotypisierung von single nucleotide polymorphisms
(SNPs) z. B. in der Krebsdiagnostik angewandt (Dobosy et al., 2011 und Beltz et al., 2018).
In Abbildung 4 ist das Funktionsprinzip dieser Methode schematisch dargestellt, welche ein
zweites Enzym - die RNAse H2 - zusatzlich zur Polymerase und Primern mit speziellen Auf-
bau im Rahmen einer gPCR verwendet.
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A Bindung der zwei allel-spezifischen forward Primer und des universalen reverse Primers
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Abbildung 4: Funktionsprinzip der rh-AMP PCR zum Nachweis von single nucleotide polymorphisms
(SNP). (A) Verwendung eines universalen reversen Primers, die forward-Primer sind allel-spezifisch und decken
die SNP-Position ab (Wildtyp (wt) = griin oder GVO = orange). Alle Primer sind zu Beginn blockiert, so dass keine
Amplifikation durch eine Polymerase stattfinden kann. (B) Die Spezifitédt des Systems ergibt sich durch die RNAse
H2, welche zusatzlich in den PCR-Mix enthalten ist. Die RNAse H2 schneidet an der eigebauten RNA-Base im
Primer, wenn alle Nukleotide zu 100% passen. Nach dem Schnitt kann der Primer von der Polymerase zum Amp-
lifizieren verwendet werden. Bei einem Mismatch zwischen wt-forward Primer und GVO-DNA Template bleibt der
Primer blockiert. (C) Im ersten Amplifikationsschritt werden durch die beiden Forward-Primer die Gberhdngenden
Sondensequenzen und eine Bindesequenz fiir einen universalen forward-Primer ins PCR-Produkt eingebaut. (D)
Im zweiten Amplifikationsschritt erfolgt die PCR durch die beiden universal-Primer, die beiden Sonden des Sys-
tems binden und werden durch die 3°-5"-Exonuklease Aktivitat der Polymerase abgebaut, was als fluoreszieren-
des Signal detektierbar ist, durch die rdumliche Trennung des Fluorochroms (F) und des Quenchers (Q).
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Die RNAse H2, urspringlich isoliert aus der hyperthermophilen Archae Pyrococcus abyssi,
ist eine Endo-Ribonuklease, die Fehlpaarungen zwischen RNA-DNA Heteroduplexstrangen
erkennt und die RNA-Base zielgenau herausschneidet. Durch den Schnitt wird ein freies 3'-
OH Ende am DNA-Strang hinterlassen, welches direkt von der Polymerase fir weitere Amp-
lifikation genutzt werden kann. Das Enzym ist hoch spezifisch und schneidet weder einzel-
strangige RNA noch einzelstrangige oder doppelstrangige DNA. Durch den Ursprung aus ei-
nem hyperthermophilen Organismus ist der optimale Reaktionstemperaturbereich der RNA-
se H2 mit 60-80°C kompatibel mit der Annealing- und Elongations-Phase von DNA-
Polymerasen wahrend einer Standard-PCR. Der Aufbau der Primer ist der Schltssel fur den
Nachweis von SNPs mittels der rh-AMP Methode. Die Primer werden so designt, dass direkt
hinter der SNP-Position eine RNA-Base eingebaut wird, gefolgt von einer chemischen Grup-
pe, welche die Amplifikation blockiert. Dadurch werden ungeschnittene Primer nicht von der
Polymerase verlangert. Die RNAse H2 ist besonders sensibel flir Basen-Fehlpaarungen vor
der RNA-Base, welche herausgeschnitten wird, so dass nur, wenn sich der Primer zu 100%
passend an die Zielsequenz anlagert, der Schnitt erfolgt. Zusatzlich wird den allel-
spezifischen Primern eine DNA-Sequenz angehangt, welche als Bindestelle fiir eine Sonde
fungiert und auch eine Bindesequenz fir einen universellen forward-Primer enthalt. Im ersten
Schritt der rh-AMP-PCR binden die jeweiligen allel-spezifischen forward Primer und der re-
verse universal Primer (siehe Abbildung 4A) und es werden nach dem Erkennen der einge-
bauten RNA-Base und dem spezifischen Schnitt durch die RNAse H2, zwei spezifische
PCR-Produkte gebildet, eines fir die wt-SNP-Base und eines fir die GVO-SNP-Base. Im
zweiten Schritt lagern sich durch die angehangten DNA-Sequenzen aus dem allel-
spezifischen-Primern die universellen forward-Primer und die entsprechenden Sonden-
Sequenzen am PCR-Produkt an und es erfolgt ein Abbau der entsprechenden Sonden.
Durch die 3'-5'-Exonuklease-Aktivitat der Polymerase werden die Fluorochrome von den
Quenchern in der Sonde getrennt, was zur Detektion von wt- und GVO-Fluoreszenz-
Signalen flhrt. Durch diese Methode wird das Problem gel6st, dass normale Primer in gPCR
Nachweisen bei nur einer Punkmutation nicht ausreichend spezifisch binden kénnen. Dies
fuhrt bei Standard gPCRs dazu, dass ohne geblockte Primer und RNAse H2 Verwendung
beide DNA-Stellen (wt und geGVO) gleichzeitig amplifiziert werden und somit keine Unter-
scheidung moglich ist. Im Zuge der rh-AMP PCR werden die nachweisenden Sonden jedoch
Uber die angehangten Sequenzen der allel-spezifischen Primer eingebracht, weshalb sie
sich stark voneinander unterscheiden und einen Nachweis ermoglichen.
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8 Entwicklungsstand der Synthetischen Biologie und Strate-
gien fiir die analytische Uberwachung

Wolfram Volkwein, Ulrich Busch und Armin Baiker
Bayerisches Landesamt flir Gesundheit und Lebensmittelsicherheit, Landesinstitut
Lebensmittel, Lebensmittelhygiene und Kosmetische Mittel (LH), OberschleiRheim

8.1 Einleitung

Bei der Synthetischen Biologie (kurz: SynBio) handelt es sich um einen interdisziplinaren
Forschungszweig in dem verschiedenste Bereiche der Biowissenschaften, Chemie, Physik,
Informationstechnik und Ingenieurwissenschaften miteinander kombiniert werden. Somit fin-
det in der SynBio ein Briickenschlag zwischen den unterschiedlichen Lebens- und Technik-
wissenschaften statt, der zu einer Technologisierung der Biologie flihrt. Durch diese Techno-
logisierung der einzelnen Bereiche soll das gemeinsame Ziel erreicht werden bereits beste-
hende biologische Systeme zu verandern, sie mit neuen Komponenten zu kombinieren oder
gar von Grund auf neu zu erschaffen. Auf diese Weise soll die SynBio wesentlich zum Er-
kenntnisgewinn in der Grundlagenforschung beitragen und zu neuen biotechnologischen

Anwendungen in der Industrie fuhren.

8.2 Forschungsgebiete der Synthetischen Biologie

Ungefahr seit der Jahrtausendwende findet der Begriff ,Synthetische Biologie® in der wissen-
schaftlichen Literatur immer 6fter Verwendung und es wurden in den letzten Jahren zahlrei-
che Stellungnahmen hierzu veroéffentlicht. Unter anderem vom Bluro flr Technikfolgen-
Abschatzung beim Deutschen Bundestag (TAB) [1], der Convention on Biological Diversity
(CBD) [2], der EU-Kommission [3-5] und der Zentralen Kommission flir die Biologische Si-
cherheit (ZKBS) [6, 7]. In diesen Stellungnahmen wurde versucht, eine allgemeingultige De-
finition der SynBio zu finden, was jedoch bis zum heutigen Zeitpunkt nicht gelang. Die EU
Kommission stellt hierzu in ihrer Stellungnahme aus dem Jahr 2014 [3] fest, dass eine ge-
naue Abgrenzung zwischen Gentechnik und Synthetischer Biologie auf Basis von quantifi-
zierbaren und tatsachlich messbaren Werten, sowie die Definition von Inklusions- und Exklu-
sionskriterien, nicht méglich ist. Um der Synthetischen Biologie trotz der fehlenden, allge-
mein gultigen Definition einen Rahmen zu geben, wird diese oftmals Uber die Zuordnung und
Einteilung ihrer Forschungsbereiche definiert. In Abbildung 1 werden im folgenden drei Ein-
teilungsmaglichkeiten der Forschungsfelder der Synthetischen Biologie vorgestellt.
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A B C

Einteilung nach CBD (2015) Einteilung nach EU (2014/2013) Einteilung der ZKBS (2012/2018)
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Schaltkreise
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MaRgeschneiderte
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Genetic parts libraries Stoffwechselwege
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Abbildung 1: Einteilung der Forschungsfelder der Synthetischen Biologie gemaf verschiedener Stellungnahmen:
(A) Forschungsfelder welche laut der Convention on Biological Diversity (CBD) der Synthetischen Biologie zuzu-
ordnen sind [2]. (B) Forschungsfelder welche laut der EU Kommission der Synthetischen Biologie zuzuordnen
sind [3-5]. Hervorzuheben ist hier das die EU Kommission den Bereich ,Citizen Science® als Trend in der Synthe-
tischen Biologie definiert. (C) Forschungsfelder welche laut der ZKBS der Synthetischen Biologie zuzuordnen
sind [6, 7].

Im Folgenden werden die Forschungsgebiete der Synthetischen Biologie anhand der Eintei-
lung der ZKBS [6, 7] kurz vorgestellt:

8.2.1 Design und Synthese von Genen und Genomen

Die Gensynthese ist eine Schliisseltechnologie der Synthetischen Biologie. Die Fortschritte
in dieser Technologie haben die Erzeugung gezielter Mutationen stark vereinfacht. Auch
bilden sie die Grundlage fir die de novo Konstruktion (chemische Synthese) kompletter
Genome. Beispiele hierflr sind die Synthese des Poliovirus [8] oder des bakteriellen
Genoms von Mycoplasma mycoides [9, 10]. Zwischenzeitlich ist auch die Synthese eines
kompletten eukaryotischen Hefechromosoms [11] sowie die Konstruktion eines
synthetischen Escherichia coli Genoms [12] gelungen.

8.2.2 Design von maRgeschneiderten Stoffwechselwegen

Unter dem Design maflgeschneiderter Stoffwechselwege versteht man die Anwendung ge-
netischer Elemente und Schaltkreise zur Entwicklung maf3geschneiderter Stoffwechselwege
innerhalb von Modell- oder Produktionsorganismen (siehe hierzu auch MacDonald & Daens
[13]). Ein prominentes Beispiel hierflr ist die semisynthetische Herstellung des Antimalaria
Medikaments Artemisinin. Bei Artemisinin handelt sich um das weltweit meist genutzte Stan-
dardmedikament gegen Malaria.
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Bevor Artemisinin mit Hilfe der SynBio produziert werden konnte, musste es in zeit- und kos-
tenintensiven Verfahren aus dem ,Einjahrigen Beiful3" extrahiert [14] oder chemisch syntheti-
siert werden [15, 16]. Die Synthetische Biologie ermdglicht nun eine effizientere Moglichkeit
das Medikament herzustellen und somit den Preis und die Verfugbarkeit des Medikaments
zu stabilisieren [17]. Hierfir wurde ein mafRgeschneiderter Stoffwechselweg zunachst in

E. coli [18] und spater auch in Hefen eingeflhrt [19, 20], der im Biosyntheseweg ein Ensem-
ble aus einem Dutzend Genen aus BeifuRpflanzen, Bakterien und Hefen vereint. Die Mikro-
organismen produzieren so eine Vorstufe von Artemisinin, die Artemisinsaure, welche an-

schlieRend chemisch in Artemisinin umgewandelt werden kann.

8.2.3 Xenobiologie

In der Xenobiologie werden biologische Systeme konstruiert, die ,unnaturliche“ Bausteine
beinhalten. Zu diesen Bausteinen zahlen zum Beispiel unnatirliche Aminosauren. Die Ver-
wendung dieser unnaturlichen Aminosauren erlaubt Proteine mit neuen Eigenschaften zu
versehen. So kdnnen z.B. Proteine positionsspezifisch mit posttranslationalen Modifikatio-
nen, photoreaktiven Gruppen oder spektroskopischen Sonden ausgestattet werden [21]. Ne-
ben unnatirlichen Aminosauren werden in der Xenobiologie auch Xeno-Nukleinsduren
(XNA) verwendet [22]. Diese XNAs werden haufig genutzt, um funktionale Nukleinsauren wie
z.B. Aptamere [23] oder Nukleinsaure basierte Enzyme [22, 24] herzustellen. Ein weiteres
Anwendungsgebiet der unnaturlichen Aminosauren und der Xeno-Nukleinsauren ist dartuber
hinaus deren Nutzung als Biocontainment System. Hierbei werden Organismen erzeugt, die
nur in Anwesenheit der unnattrlichen Aminosauren bzw. der Xeno-Nukleinsduren lebensfa-
hig und somit von diesen abhangig sind [25, 26]. Durch die Anwendung dieser Technik eroff-
nen sich unter anderem auch die Mdglichkeit ein verbessertes Biocontainment und somit ei-
ne erhéhte Sicherheit im Bereich der SynBio zu erreichen.

8.2.4 Erzeugung von Minimalorganismen und Schaffung kiinstlicher Zellen

Grundlegend an dem Konzept der Minimalzellen ist die Reduktion des Genoms auf ein Mi-
nimalgenom, also der Gesamtheit an Genen die fir den Grundstoffwechsel eines Organis-
mus minimal benétigt werden und somit essentiell fur diesen sind. Um dieses Ziel zu errei-
chen wird der sogenannten ,top-down“ Ansatz verfolgt, bei dem bereits existierende Genome
auf essenzielle Lebensfunktionen reduziert werden [27]. Alternativ hierzu kdnnen Genome
auch chemisch synthetisiert werden. Bei der Synthese werden jedoch Gene ausgespart die
als nicht lebensnotwendig fiir den Organismus angesehen werden. Anschliefiend wird das
Genom in einen bereits bestehenden Organismus ,transplantiert®, wobei die Transplantation
so gesteuert wird das das synthetische Genom das bereits bestehende Genom verdrangt. [9,
10].
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Der genau entgegengesetzte Ansatz wird bei der Entwicklung von Protozellen verfolgt. Pro-
tozellen sind ,am Reil3brett* entworfene Zellen, welche de novo aus nicht-lebendem Material
hergestellt werden und moglichst viele Eigenschaften lebender Zellen aufweisen sollen. Das
langfristige Ziel dieses ,bottom up“ Ansatzes ist es, einen sich selbst-replizierenden kinstli-
chen Organismus zu schaffen. Dieser kdnnte dann, genauso wie die Minimalzellen, als ,De-
signer-Chassis“ genutzt werden um verschiedenste Stoffwechselweg unterzubringen, welche
wiederum nitzliche Substanzen wie z.B. Medikamente und Biokraftstoffe produzieren kénn-
ten. Des Weiteren wirde ein stark vereinfachtes Zellmodell erste Einblicke in grundlegende
Fragenstellungen geben, wie z.B. aus unbelebter Materie Leben entstehen kann [28]. Derzeit
ist es allerdings noch nicht méglich, sich-selbst replizierende kinstliche Zellen / Protozellen

Zu generieren.

8.2.5 Konzeption genetischer Schaltkreise

Ahnlich wie in der Informatik sollen z.B. in lebenden Systemen (in vivo) oder im Reagenzglas
(in vitro) genetische Schaltkreise geschaffen werden, deren Bauteile auf vorhersagbare Wei-
se miteinander interagieren und auf definierte Inputs definierte Outputs liefern. Dabei werden
Komponenten wie Regulatoren, Aktivatoren oder Repressoren aus verschiedensten Orga-
nismen frei miteinander kombiniert. Beispiele hierfur ist unter anderem die Entwicklungen ei-
nes synthetischen Kreislaufes der 20 % effektiver CO; fixiert als der Calvin Zyklus von Pflan-
zen [29], die Entwicklung eines Biomedizinischen Tattoos mit dessen Hilfe Hyperkalzamie
assoziierte Krebsarten detektiert werden kénnen [30] oder in vitro Sensoren welche die De-
tektion von Schwermetallen in Wasser erméglichen [31].

8.2.6 Trend in der Synthetischen Biologie: Citizen science

Des Weiteren wird der Bereich ,Citizen science® oder Do-It-Yourself-Biologie (DIY-Biologie)
in den Stellungnahmen der EU als Trend in der Synthetischen Biologie definiert [4, 5]. DIY-
Biologen sind Personen, die biologische Experimente aullerhalb etablierter Bereiche als
~Hobby* durchfiihren. Sie haben dabei in der Regel nur eine geringe oder gar keine natur-
wissenschaftliche Ausbildung. Mittlerweile sind auch sogenannte DIY-Kits im Internet be-
stellbar. Mit Hilfe dieser Kits ware es mdglich, gentechnische Experimente auch Zuhause
durchzufihren. Laut Gentechnikgesetz (§ 8 Abs. 1 Satz 1) dirfen gentechnischen Arbeiten in

Deutschland jedoch nur innerhalb einer gentechnischen Anlage durchgefiihrt werden.
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8.3 Regulierung der Synthetischen Biologie in Deutschland

Bislang gibt es weder in Deutschland noch in Europa eine spezifische gesetzliche Regelung
fur die Synthetische Biologie. Eine Regulierung findet in Deutschland derzeit vor allem Uber
das Gentechnik-Gesetz (GenTG) statt. Um von diesem erfasst zu werden, muss ein durch
Synthetische Biologie hergestellter Organismus unter die Definition eines gentechnisch ver-
anderten Organismus (GVO) fallen. Ein GVO wird im GenTG als ,Organismus, mit Ausnah-
me des Menschen, dessen genetisches Material in einer Weise verandert worden ist, wie sie
unter natirlichen Bedingungen durch Kreuzen oder natlrliche Rekombination nicht vor-
kommt® definiert. In Deutschland kdénnen alle Organismen, die derzeit mithilfe der Syntheti-
schen Biologie erzeugt werden, durch das GenTG bewertet und eingestuft werden [7]. Soll-
ten in Zukunft jedoch Protozellen entwickelt werden, die selbststandig replizieren, so waren
diese nicht vom GenTG abgedeckt und bedirften eventuell einer anderen Regulierung [7] .
Aufgrund der dynamischen und vielfaltigen Entwicklung der SynBio hat die Zentrale Kom-
mission fur Biologische Sicherheit (ZKBS) den Auftrag erhalten, ein wissenschaftliches Moni-
toring auf nationaler und internationaler Ebene durchzufiihren und die aktuellen Entwicklun-
gen der SynBio kritisch zu begleiten. Die aktuellen Ergebnisse diese Monitorings sind flr je-
dermann einsehbar und online abrufbar auf der Internetseite der ZKBS (www.zkbs-online.de)
veroffentlicht.

8.4 Strategien zur Analytischen Uberwachung

Um die Entwicklungen in der SynBio auch analytisch zu begleiten, wurden am Bayerischen
Landesamt fir Gesundheit und Lebensmittelsicherheit (LGL) entsprechende Nachweisstra-
tegien entwickelt und Referenzmaterialien von SynBio-Organismen beschafft. Einige der
entwickelten Nachweisstrategien sind im Folgenden kurz dargestellt:

8.4.1 Nachweis von Protozellen

Ein erster notwendiger Schritt bei der Generierung von Protozellen ist die in vitro Rekon-
struktion der Zellteilung. Um in Zukunft eine solche zu ermdglichen, sollen unter anderem die
in E. coli beteiligten Zellteilungsproteine MinC, MinD, MinE und FtsZ Verwendung finden [28,
32, 33].

Proben dieser Proteine konnten vom LGL beschafft und erfolgreich mittels MALDI-TOF
nachgewiesen werden. Des Weiteren wurden auch die Plasmide, welche die Gene fur die
Zellteilungsproteine tragen untersucht und deren Nukleinsduresequenz bestatigt. Somit kon-
nen am LGL potentielle, fUr die Zellteilung einer Protozelle notwendigen Bestandteile sowonhl
auf Protein- als auch auf DNA-Ebene nachgewiesen werden.
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8.4.2 Nachweis von Minimalorganismen

Die Herstellung von Minimalorganismen ist durch zwei Hauptinteressen gekennzeichnet:

e Zum einen soll die Reduzierung des Genoms Aufschliisse tUber den minimal erforderli-
chen Satz an Genen liefern, welche ein lebensfahiger Organismus benétigt.

e Zum anderen wird eine Reduktion des Genoms genutzt, um die Eigenschaften von in-
dustriell genutzten Organismen zu verbessern. Dadurch kénnen z.B. bei der industriellen
Produktion stérende Proteasen und Nukleasen entfernt [34], oder die Produktion ge-
wulinschter Zielproteine gesteigert werden [35].

Aus beiden oben genannten Bereichen wurden Referenzmaterialien beschafft und am LGL

untersucht. Zum einen handelte es sich um genomische DNA des vom J. Craig Venter Insti-

tut entwickelten Stamm JCV-syn3.0 [10] welcher auf dem Genom des Bakteriums Myco-
plasma mycoides basiert [9]. Zum anderen um den auf Vibrio natriegens basierenden Pro-
teinproduktionsstamm Vmax™ [36]. Beide Bakterienstimme konnten mit den am LGL entwi-
ckelten Methoden eindeutig identifiziert werden. In beiden Fallen wurden fir die jeweiligen

Organismen spezifische Bereiche mittels PCR amplifiziert und anschlielend sequenziert,

was eine eindeutige Zuordnung ermdglichte.

8.4.3 Nachweis Xenobiologie

Im Bereich der Xenobiologie findet das Amber Suppression System [37] zum Einbau unna-
turlicher Aminosauren breite Anwendung. Mit Hilfe dieses Systems ist es mdglich unnaturli-
che Aminosauren ortsspezifisch in Proteine einzubauen und somit die daraus resultierenden
Proteine mit neuen Funktionen auszustatten [21, 38]. Hierflir wird meist ein hierfir speziell
entwickelter E. coli Stamm (E. coli C321.AA.exp [39]) verwendet der dahingehend optimiert
wurde, dass der Einbau der synthetischen Aminosaure mdglichst effizient erfolgt. Hierzu
wurden in diesem Stamm, unter anderem, alle im Genom enthaltenen 321 Amber-
Stopcodons durch alternative Stopcodons ersetzt. Der entsprechende E. coli Stamm wurde
als Referenzmaterial beschafft und am LGL untersucht. Dabei konnte gezeigt werden, dass
dieser mit den am LGL entwickelten Methoden eindeutig identifiziert werden kann.

8.4.4 Untersuchung von DIY Biologie Kits
Zwei verschiedene DIY-Biologie Kits wurden als Referenzmaterial beschafft und am LGL un-
tersucht:

Citizen Science DIY- Kit: DIY CRISPR GENOME ENGINEERING (The Odin)

Hierbei handelt es sich um ein DIY-Gentechnik-Kit der US-Firma "The Odin". Der "DIY Bac-
terial Gene Engineering CRISPR Kit" ermoglicht (laut Herstellerangaben) die Durchfuhrung
eines einfachen CRISPR/Cas9-Experiments zur Einfuhrung einer Streptomycin-Resistenz in
das Genom von E. coli.
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Im Zuge der Analysen wurde die Identitat der im Kit enthaltenen Nukleinsduren und Bakte-
rien Uberprift. Bei den im Kit enthaltenen Empfangerbakterien handelte es sich nicht um

E. coliHMEGB3, sondern um fakultativ pathogene Bakterien der Risikogruppe 2. Das LGL
informierte dariiber die Offentlichkeit sowie die zustéandigen Behdrden auf Bundes- und EU-
Ebene. Weitergehende Untersuchungen zeigten, dass das Genomeditierungsexperiment
auch mit dem vorgesehenen E. coli Stamm HMEG3 nicht zu dem Ergebnis fuhrt, das im Kit
beschrieben ist. Zudem konnte gezeigt werden, dass es sich bei den beschriebenen Experi-
menten mit den pathogenen Mikroorganismen um gentechnische Arbeiten der Sicherheits-
stufe 2 handelt, die nach Gentechnikrecht in einer gentechnischen S2-Anlage durchgefiihrt
werden mussen.

An dieser Stelle sollte Erwahnung finden, dass der eingetragene Verein ,Science Bridge“ ein
ebenfalls auf CRISPR/Cas9 basiertes Genomeditierungsexperiment entwickelt hat und die-
ses interessierten Schulerlaboratorien zur Verfugung stellt:

https://sciencebridge.net/ ANGEBOTE/EXPERIMENTE/AUS-BLAU-MACH-WEISS-DIE-
GENSCHERE-CRISPR-CAS-IN-AKTION/

Citizen Science DIY- Kit: Canvas Kit™ - Create Living Paintings™ (Amino Labs)

Hierbei handelte es sich um ein Kit der kanadischen Firma "Amino Labs". Dieses Kit soll es
ermoglichen, ein einfaches Gentechnik Experiment durchzufiihren. Dabei sollen Plasmide,
welche fur Farbproteine codieren, in einen E. coli K12 Sicherheitsstamm eingebracht wer-
den. Werden diese Bakterien im Anschluss auf einem Nahrboden ausgestrichen, bilden sich
farbige Kolonien, wodurch sich quasi ,malen® I1asst (siehe Abbildung 2).

Abbildung 2: Bakterienmalkasten der Firma ,Amino Labs“: Bild links: Auf Nahrboden ausgestrichene Bakterien,
welche mit Plasmiden transformiert wurden, die wiederum fiir verschiedene Farbproteine codieren.
Bild rechts: Platte aus dem linken Bild unter UV Licht
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Die Analyse der einzelnen Kit-Komponenten (Plasmide und Bakterienkultur) am LGL ergab,
dass die Herstellerangaben korrekt waren, und dass das vom Hersteller angegebene Expe-
riment mit dem Kit durchgefuhrt werden kann. Bemerkenswert war, dass der Kit erst ausge-
liefert wurde, nachdem das LGL nachgewiesen hatte, Gber die entsprechenden Genehmi-
gungen mit gentechnischen Arbeiten zu verfugen. AuRerdem wird in der beigefugten Kit-
Anleitung darauf hingewiesen, dass ggf. spezifische nationale Regulierungen hinsichtlich der
Durchfuihrung des Kits existieren und dass hier unter Umstanden eine Ricksprache mit den
lokalen Behoérden erforderlich sei.

Anzumerken ist an dieser Stelle, dass die ZKBS ein Fokusthema zur ,Do-it-yourself-Biologie
- Gentechnik fur jedermann?“ auf ihrer Internet Seite verdffentlicht hat. Auf dieser werden un-
ter nachfolgenden Link unter anderem auf die gesetzlichen Rahmenbedingungen in Deutsch-
land beziiglich dieses Themas eingegangen:
http://www.zkbs-online.de/ZKBS/DE/03_Fokusthemen/DIY-Biologie/DIY-
Biologie_node.html;jsessionid=5A8DF5895C1868ADA4BF5E7E84DE8B47.2_cid332
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