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Zusammenfassung und Schlussfolgerungen

In den vergangenen 5 bis 10 Jahren gab es eine rasante Entwicklung bei den gentechnischen Verfahren (gene-
tische Modifikation). Damit einhergehend gibt es zunehmend die Méglichkeit, tiefgreifende und komplexe
Veranderungen am Erbgut und an den Stoffwechselprozessen lebender Organismen vorzunehmen. Dies hat
zum Entstehen zweier neuer Bereiche der Gentechnik gefiihrt, die sich Gberschneiden: Die Synthetische Bio-
logie und die so genannten Neuen Ziichtungstechniken (NZT).

Im Zusammenhang mit den NZT ist es besorgniserregend, dass es viele Bemiihungen gibt, diese in erster Linie
so zu konstruieren, dass man die Genehmigungsverfahren fiir GVO! umgehen kann, und gleichzeitig Namen
gewiahlt werden, die es der Offentlichkeit erschwert zu erkennen, dass gentechnische Verfahren (genetische
Modifikation) genutzt wurden. Dies geht mit Bemiihungen einher, das Vorsorgeprinzip aufzuweichen, das
dazu dient, vor der Einflihrung neuer Techniken zu schiitzen, die in Zukunft moglicherweise negative Auswir-
kungen auf die Gesundheit und / oder die Umwelt haben.

Der Europaischen Kommission liegt derzeit eine Liste von sieben ,,neuen” Gentechnik-Verfahren vor und sie
wird entscheiden, ob die Produkte dieser Techniken, wenn sie bei Pflanzen angewendet werden, vom EU-
Rechtsrahmen fiir GVO abgedeckt werden oder nicht. Seitens der Industrie wird entweder behauptet, diese
seien keine GVO im Sinne der derzeitigen Definition von GVO. Sie wiirden mit Techniken hergestellt, die von
der Regelung ausgeschlossen sind, oder das Endprodukt — selbst wenn zu irgendeinem Zeitpunkt wahrend
seiner Entwicklung Gentechnik im Einsatz war — enthalte kein GV-Material mehr und sei deshalb kein GVO.
Derzeit arbeiten die EU-Kommission an der rechtlichen Interpretation, wie auch viele Anwalte im Auftrag der
Industrie und auf Seiten der Zivilgesellschaft. Es ist wichtig, sich dariiber bewusst zu sein — sowohl hinsichtlich
der rechtlichen Auslegung als auch in Bezug auf die Risiken — dass einige dieser Techniken moglicherweise
auch in Kombination miteinander oder ein und dieselbe Technik mehrmals hintereinander angewendet
werden kdnnten, um den angestrebten Effekt zu erzielen.

Dieses Papier betrachtet diese sieben Techniken weniger aus der rechtlichen als vielmehr aus der wissen-
schaftlichen Perspektive und zielt darauf ab, die Techniken und die damit einhergehenden Risiken besser zu
verstehen. Bei der Priifung der moglichen ungewollten Effekte wurde deutlich, dass all diese Techniken, die
vorgeben, duBerst prazise zu sein, auch Nebeneffekte haben und unvorhersehbare Konsequenzen hervorru-
fen kdnnen. In der Tat ist ,prazise” eigentlich alles andere als eine prazise Beschreibung und ist nicht mit
»,vorhersagbar” gleichzusetzen.

Kurzum, jedes der sieben neuen Gentechnik-Verfahren, die als NZT bezeichnet werden, birgt ganz eigene
Risiken und Unsicherheiten. Viele dieser Risiken sind bereits von dlteren GV-Methoden bekannt, zudem
gibt es auch neue, ernst zu nehmende Bedenken, wie etwa die potentiellen Auswirkungen der RNA-
gesteuerten DNA-Methylierung (RADM) auf Umwelt und Gesundheit. Gleichzeitig erwéchst ein neues
AusmaR an Unsicherheit und Risiko unbeabsichtigter Nebeneffekte aus der Anwendung der Gene-Editing-
Verfahren (ZFN und ODM, sowie CRISPR und TALENSs). Dieses Papier kommt zu dem Schluss, dass es aus
wissenschaftlicher Sicht angebracht ist, all diese Verfahren als GV einzustufen und ihre Anwendung mit
derselben Sorgfalt zu regulieren, wie bisherige und aktuelle GV-Methoden.

1 GVO meint gentechnisch verdnderter Organismus (Anmerkung der Ubersetzung).

* Dieses Papier wurde von der IG-Nachbau und AbL iibersetzt und von der Verfasserin an einigen Stellen erganzt.




Die 7 Techniken, die die EU-Kommission derzeit priift?:

1) Zink-Finger-Nuklease-Technologie (ZFN-1/2/3) 5) Pfropfen (auf GVO-Unterlage)

2) Oligonukleotid-gesteuerte Mutagenese (ODM) 6) Reverse Breeding (RB)

3) Cisgenese/ Intragenese 7) Agroinfiltration (sowohl Agroinfiltration im
4) RNA-gesteuerte DNA-Methylierung (RADM) engeren Sinne als auch Agroinoculation)

Die Arbeitsgruppe der Kommission hat urspriinglich eine weitere achte Methode in Betracht gezogen:
Synthetische Genomik (Entwurf, Konstruktion und Verwendung von synthetischen Genen und Nukleinsiu-
ren). Diese wird jedoch allgemein als Teilgebiet der Synthetischen Biologie angesehen. AuRerdem ist bisher
keine Anwendung in Bezug auf Pflanzenzuchtprogramme bekannt, ihre Anwendung wird aber derzeit zum
Bsp. in Zusammenhang mit Mikroorganismen erforscht.

1) Zink-Finger-Nukleasen (ZFN) Typen 1, 2 und 3 (Gen und Genom-Editing Verfahren)

Bei ZFN handelt es sich um Gentechnik-Verfahren, deren Zweck es ist, beabsichtigte Veranderungen am
Erbgut und an den Eigenschaften eines Organismus auszuldsen. Sie werden auch als Gen- oder Genom-

Editing-Verfahren bezeichnet. Andere Genom-Editing-Verfahren sind auf dem Vormarsch, jedoch ist ZFN
die einzige, die in der EU-Liste erwahnt wird.

Das Ziel ist, in der Lage zu sein, die DNA (bzw. die DNA-Sequenz) an bestimmten Stellen gezielt zu veran-
dern - durch Einfligen, Entfernen oder Austausch bestimmter DNA-Abschnitte. Insofern unterscheiden sich
die Ziele nicht von denen anderer Gentechnik-Verfahren. Im Fall der ,Editing“-Verfahren kdnnen das kleine
Veranderungen an 1-10 Nukleotiden® (ZFN-1 und 2) oder umfangreiche Insertionen (Einfligungen) ganzer
Gene, einschlieRlich von Transgenen (ZFN-3), sein.

Zu diesem Zweck muss das DNA-Molekiil erst einmal an einer bestimmten Stelle ,durchschnitten” werden.
ZFN sind Proteine, die genau zu diesem Zweck hergestellt und verwendet werden. Der ,, Zink-Finger” (ZF) als
Bestandteil der ZFN kann einen bestimmten kurzen Abschnitt der DNA (9-12 Basen) erkennen und der an-
dere Bestandteil, die Nuklease (N)* schneidet die DNA an dieser Stelle durch. Es bedarf zweier ZFN — sie
docken schrag gegeniiber voneinander am DNA-Doppelstrang an —um beide Strange durchzuschneiden.
Der Schnitt in der DNA |6st einen von zwei moglichen DNA-Reparaturmechanismen der Zelle aus, um die
offenen Enden wieder zu verkniipfen und dies hat eine Reihe von méglichen Ergebnissen zur Folge.

3 ZFEN-Typen:

®  7FN-1: kleinere, ortsspezifische und zufallige DNA-Veranderungen, diese kdnnen kleinere Deletionen
(Loschungen), Substitutionen (Ersetzungen) oder Insertionen (Einfligungen) von Nukleotiden sein. In
diesem Fall ,,repariert” die Zelle den ,,Schnitt” mehr oder weniger zufallig, wobei sie einen Reparatur-
mechanismus anwendet, der als ,NHEJ“ (Nicht-homologe Endverknipfung) bezeichnet wird.

e ZFN-2: kleinere ortsspezifische gezielte DNA-Verdnderung, wie etwa ,, Punktmutationen” (Veranderung
eines einzelnen Nukleotids). Hier erfolgt die Reparatur auf Anweisung eines DNA-Matrizenstrangs, der
hinzugefiigt wurde (ein DNA-Strang mit derselben Sequenz wie der Zielbereich, jedoch mit ein oder
zwei kleineren Veranderungen oder einer kurzen Einfligung). Der hier angewendete Reparaturmecha-
nismus heiRt ,,HR“ (Homologe Rekombination).

e ZFN-3: groRere ortsspezifische Insertionen von Genen oder regulierenden Sequenzen. Bei diesem gen-
technischen Verfahren wird wie bei ZFN-2 ein DNA-Matrizenstrang hinzugefiigt, dieser enthalt jedoch
eine zusatzliche lange DNA-Sequenz (z. B. ein oder mehrere Gene) zur Integration.

2 http://ec.europa.eu/food/plant/gmo/legislation/plant_breeding/index_en.htm.

3 Nukleotide sind die Grundbausteine der DNA und der RNA, also der genetischen Grundsubstanzen, die auch als Nukleinséuren
bezeichnet werden. In der DNA bestehen die Nukleotide aus A, C, G und T (Adenin, Cytosin, Guanin, Thymin); und in der RNA aus A,
C, G und U (Adenin, Cytosin, Guanin, Uracil). Die Abfolge dieser Bausteine bestimmt dariiber, welches Protein erzeugt bzw. welcher
Befehl gegeben werden soll.

4 Nuklease: Enzym, das die DNA durchschneiden kann.
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Das Gen fir die speziell zugeschnittene ZFN wird fiir gewohnlich durch Gentechnik-Verfahren mit einer
standardmaRigen GV-Transformation in die Pflanze eingebracht, und macht diese damit zunachst zu einem
GVO. Wenn die ZFN-Proteine produziert wurden und ihre Aufgabe erfillt haben, werden in einem nachsten
Schritt Pflanzenlinien ausgewahlt, die das Transgen fiir die ZFN-Proteine nicht tragen. Alternativ dazu wur-
den - mit dem erklarten Ziel, die Einstufung als GVO zu umgehen —in Pflanzenviren exprimierte Systeme
entwickelt, wobei das ZFN-Gen innerhalb des viralen Expressionssystems verbleiben soll. Damit soll verhin-
dert werden, dass das ZFN-Transgen in die DNA der Pflanze integriert und an zukiinftige Generationen
weitervererbt wird.

Kommerzielle Anwendungen ZFN-1, 2: Der Verlust, die Veranderung oder die Insertion eines einzelnen
Nukleotids (Punktmutation) kann ausreichen, um bestimmte Merkmale einer Pflanze zu verandern, bspw.:
Herbizidtoleranz, mannliche oder weibliche Sterilitat, Blitenfarbe, verzogerte Fruchtreife.

Ungewollte Verdnderungen und Risiken:

e Ziel-Ungenauigkeit: Die ZFN-Technologie ist fiir ihre unspezifische Anlagerung an Nicht-Ziel-DNA be-
kannt, was zu einer signifikanten Menge nicht gewollter Mutationen im Genom fiihrt. Diese Mutatio-
nen kénnen a), wenn sie in der kodierenden Sequenz vorkommen, die Funktion von Proteinen beein-
flussen; oder b), wenn sie in regulierenden Sequenzen vorkommen, die Genexpression beeinflussen,
sodass etwa mehr Pflanzengifte produziert oder Proteine nicht mehr erzeugt werden, die wichtig sind
fir die Nahrstoffversorgung, Abwehrkrafte oder Resistenz gegen Krankheiten der Pflanze.

* Moglicherweise werden die zugefligten DNA-Matrizenstrange (ZFN-2 und 3) willkirlich - entweder ganz
oder teilweise - in das Genom integriert, wie es auch bei transgenen Insertionen (Einfligungen) ge-
schieht, wodurch Gene und regulierende Sequenzen zerstort oder Proteine potentiell verandert wer-
den. Das kann wiederum zu einer Leistungsminderung, hoherer Krankheitsanfalligkeit, Anreicherung
von Giften und Rickstanden und einem Anstieg von Allergenen fiihren.

e Transformations- und Transfektionsprozesse®, einschlieBlich Gewebekultur®, werden zur Herstellung
von mit ZFN gentechnisch veranderten Pflanzen eingesetzt. Solche Prozesse fiihren bekanntlich zu
weiteren Mutationen (mit den oben aufgefiihrten Risiken)’.

Schlussfolgerung: Alle drei ZFN-Techniken sind Gentechnik-Verfahren, deren Zweck es ist, absichtliche Ver-
anderungen am Erbgut und an den Eigenschaften eines Organismus hervorzurufen. Sie sind Labortechni-
ken. Alle drei sind anfallig fiir ungewollte Effekte, sowohl bedingt durch die ZFN-Aktivitat als auch durch die
Auswirkungen der Gentechnik-Verfahren, was in der Regel zu hunderten von Mutationen und ungewollten
Effekten fihrt. Abgesehen davon sind die Reparaturmechanismen der Pflanzen nicht abschlieBend er-
forscht, was Anlass zu zusatzlichen Unsicherheiten gibt. Aufgrund des Prozesses, der Veranderungen und
Risiken sind ZFN als GVO einzustufen und erfordern umfassende Risikobewertungen.

Andere Genom-Editing-Verfahren:

Es gibt eine Reihe weiterer Genom-Editing-Verfahren, bspw. TALENs, Meganukleasen und CRISPR/Cas.?
Diese mogen im Detail unterschiedlich sein, beruhen aber alle auf dem Einsatz von Nukleasen, die pro-
grammiert sind, um bestimmte DNA Ziel-Sequenzen zu finden und dort den DNA-Strang durchschneiden,
was einen natirlichen zelleigenen Reparaturmechanismus ausldst, wie oben beschrieben.

> Bei der Transformation (Umwandlung, Anm. der Ubersetzung) pflanzlicher Zellen handelt es sich um einen Prozess, mit dem
externe DNA in die Zelle eingebracht und in die DNA der Pflanze integriert wird. Der Begriff Transfektion (Transfektion ist ein
Kunstwort aus Transformation und Infektion, Anm. der Ubersetzung) von Pflanzen wird eher benutzt, wenn Viren verwendet
werden oder wenn die externe DNA nicht integriert werden soll.

6 Bei der Gewebekultur wachsen Pflanzenzellen auf einem Nihrmedium auRerhalb der Pflanze. Durch die Verwendung von N&hr-
stoffen, speziellen Verbindungen, Enzymen und verschiedenen Wachstumshormonen kénnen Zellen 1), das fiir die Transformation
(Insertion der neuen Gensequenz) nétige Stadium erreichen und 2), dann dazu gebracht werden, wieder zu einer kompletten Pflan-
ze heran zu wachsen. Gewebekultur — besonders der Typ, der bei Pflanzen-Transformation verwendet wird — fiihrt bekanntlich zu
Mutationen im gesamten Genom.

7 Siehe auch Wilson et al. (2006), Referenz in den Hintergrundinformationen am Ende.
8 TALENS (transcription activator-like effector nucleases = Transkriptionsaktivator-artige Effektor-Nukleasen), MN (Meganukleasen)
und CRISPR/Cas (clustered regularly interspaced short palindromic repeat system = gehauft auftretende, gleichmaRig verteilte

Wiederholungen, die aus beiden Richtungen gelesen werden kdnnen) - siehe auch Agapito-Tenfen (2015) als Referenz in den
Hintergrundinformationen am Ende.
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Diese Genom-Editing-Verfahren sind aus denselben Griinden wie die ZFN-Technik als Verfahren zur Erzeu-
gung von GVO einzustufen. Sprich, es ist deren Zweck, bewusste Verdnderungen am Erbgut und an den
Eigenschaften eines Organismus hervorzurufen; es handelt sich dabei um Labortechniken, die anfallig fir
Nebeneffekte sowie fiir ungewollte Auswirkungen durch die gentechnischen Prozesse sind.

2) Oligonukleotid-gesteuerte Mutagenese (ODM)

Das Ziel ist es, kleinere und im Voraus bestimmte Veranderungen an dafiir vorgesehenen Stellen in Genen
hervorzurufen, um entweder die Funktion des Genproduktes zu andern oder dessen Produktion zu been-
den. Fiir die ODM wird ein Oligonukleotid®, ein kurzes DNA-Stiick aus einem einzelnen Strang von Nuklein-
sauren, bestehend aus einer kleinen Anzahl von Nukleotiden, synthetisch hergestellt. Es ist so aufgebaut,
dass es fast identisch mit der DNA-Sequenz des Zielgens ist, mit Ausnahme von 1-4 Nukleotiden. Das fiihrt
zu einer Fehlanpassung der Sequenzen, wenn das Oligonukleotid an das Zielgen anlagert, woraufhin eine
ortsspezifische DNA-Veranderung (Mutation) stattfindet, sobald der zelleigene DNA-Reparaturmechanis-
mus ausgelost wurde. Hierbei wird eher die DNA Sequenz des Oligonukleotids lbernommen als die
Originalsequenz.

Ungewollte Verdnderungen und Risiken:

e Ziel-Ungenauigkeit: Das Oligonukleotid kann an andere DNA-Abschnitte anlagern, wenn ausreichende
Ahnlichkeit besteht, und dort ungewollte Mutationen hervorrufen. Diese kénnen zu einer Verdnderung
oder zu einem Verlust der Proteinfunktion fliihren oder die Genexpression verandern, was zu Proble-
men fahren kann, etwa der Anreicherung von giftigen Pflanzeninhaltsstoffen.

e Das Oligonukleotid kann auch in die DNA der Pflanze integriert werden, dhnlich wie bei transgenen
Insertionen, wodurch Gene und regulierende Sequenzen zerstort oder Proteine potentiell verandert
werden kénnen.

* Die Anwendung von Gewebekultur und den Methoden der GV-Transformation- oder Transfektion®®
flhrt bekanntlich zu ungewollten Mutationen im gesamten Genom.

e Bei mittels ODM erzeugten GV-Organismen wurden Mutationen nahe dem Zielbereich beobachtet.

® Je nachdem welche Oligonukleotide verwendet werden, besteht das Risiko, dass diese die zelleigene
Regulierung der Genexpression stéren, indem sie den RNAi-Prozess!! auslésen, was zum Gen-Silencing
(Stilllegung) fiihren kann. Das kann zu vererbbaren Veranderungen fiihren, die mehrere Generationen
Uberdauern konnen und die von verschiedenen Faktoren abhangen, die nicht ausreichend erforscht
sind. Dies trifft besonders auf Oligonukleotide zu, die RNA-Nukleotide beinhalten.

Fazit: ODM ist ein Gentechnik-Verfahren, das zu den gleichen oder ahnlichen direkten und indirekten nega-
tiven Auswirkungen fiihren kann wie derzeitige GVO, sowohl aufgrund der beabsichtigten Eigenschaften (z.
B. Herbizidtoleranz, wie etwa Raps der Firma CIBUS gegeniiber Sulfonylharnstoff-Herbiziden)12, als auch
durch die angewandten Prozesse und Methoden und die potentielle Integration der Oligonukleotide. Das
Verfahren bedarf deshalb einer umfassenden Risikobewertung.

9 Nukleotide sind die Grundbausteine der DNA und der RNA, also der genetischen Grundsubstanzen, die auch als Nukleinsduren
bezeichnet werden. In der DNA bestehen die Nukleotide aus A, C, G und T (Adenin, Cytosin, Guanin, Thymin); und in der RNA aus A,
C, G und U (Adenin, Cytosin, Guanin, Uracil).

Oligonukleotide sind Abschnitte von Nukleinsduren, fir gewohnlich 20-200 Nukleotide lang; sie kdnnen aus DNA, RNA, aus
Nukleotidanaloga oder einer Kombination daraus bestehen. Sie sind normalerweise aus einem einzelnen Strang, aber nicht immer.
10 Siehe FuRnote 5 & 6.

11 RNAi-Prozess. Die RNA-Interferenz (RNAI) ist ein zellinterner Prozess, bei dem RNA-Molekiile verschiedener Art durch eine Reihe
von Schritten die Abschaltung von Genen hervorrufen kdnnen.

12 ¢1BUS nutzt ODM unter dem Namen ,Rapid Trait Development System” (RTDS™).

Inharente Risiken und Regulierungsbedarf: Neue Ziichtungstechniken (NZT) 4



3) Cisgenese und Intragenese

Cisgenese und Intragenese unterscheiden sich grundsatzlich nicht von der Transgenese, aber anstatt die
DNA-Sequenz von einer vollkommen anderen Spezies zu verwenden oder eine neue synthetische DNA-
Sequenz zu erfinden, stammt die einzufligende DNA-Sequenz von der gleichen oder einer nah verwandten
Art, mit der die Pflanze, zumindest theoretisch, auch kreuzungskompatibel ist. Bei der , Cisgenese” wird die
einzusetzende DNA entsprechend der exakten Sequenz eines im Spenderorganismus vorkommenden Gens
erstellt.’® Bei der ,,Intragenese” ist die einzusetzende Gensequenz eine Kombination aus Sequenzen und
Elementen verschiedener Gene einer oder mehrerer nah verwandter Arten (weitere Details s. FuBnote).*

Ungewollte Veranderungen und Risiken:

e Ob die DNA-Sequenzen von nah verwandten Arten stammen oder nicht ist irrelevant, der Prozess des
gentechnischen Verfahrens ist der Gleiche, einschlieRlich der gleichen Risiken und Unvorhersehbarkei-
ten, wie bei der Transgenese. Zum Beispiel:

o Zuféllige Integration der neu eigefligten DNA, die in der Lage ist, ein weiteres Gen zu zerstéren oder
die Regulierung benachbarter Gene zu behindern (Positionseffekte).

o Mutationen an der Stelle der Insertion und am gesamten Genom aufgrund der Transformationspro-
zesse, einschlieRlich der Effekte der Gewebekultur?®. Dies kann Léschungen, Neuanordnungen und
Vervielfaltigung von DNA-Sequenzen einschliel3en.

o Potential zum Stilllegen des eingebrachten Gens oder der pflanzeneigenen Gene, wenn Promotor-
sequenzen eine hohe Ahnlichkeit aufweisen (Homologie).

e Bezliglich Cisgenese: Die Tatsache, dass das eingefligte Gen von einer verwandten Art stammt, ist kei-
ne Garantie dafir, dass keine ungewollten oder unvorhersehbaren Effekte auftreten, da weder das ein-
zelne Gen noch sein Produkt vorher in diesem genetischen Kontext oder an dieser Stelle vorgekommen
sind. Daher kann seine Expression anders sein als in der Pflanze, der es entnommen wurde und/ oder
sich auf die allgemeine/ weitere Genregulierung oder Stoffwechselvorgdnge auswirken (z. B. diese sto-
ren). Dies wiederum kann die Ursache fiir verdandertes Verhalten und Leistung sein, hhere Anfalligkeit
fur Krankheiten, gesteigerte Fitness und/ oder Invasivitat, gednderte Zusammensetzung von Signalstof-
fen!®, Nahrstoffen, Giftstoffen und Allergenen.

e Bezlglich Intragenese: Die DNA-Sequenzen, die in solch einem Gen angeordnet werden, sind hinsicht-
lich ihrer Kombination und ihrem regulatorischen Kontext vollkommen neu. Allein das Wissen dariber,
um welche DNA-Sequenz es sich handelt oder darliber, dass diese Sequenzen aus verwandten Arten
stammen, ldsst noch keine Riickschllsse (iber ihr Verhalten und ihr Zusammenspiel untereinander zu.
Nur eine umfassende Analyse und eine strenge Bewertung der tatsachlichen Effekte und Auswirkungen
kann hier Antworten geben.

Fazit: Bezlglich Risiken und potentieller negativer Auswirkungen unterscheiden sich diese Verfahren kaum
von der Transgenese, weshalb eine umfassende molekulare Charakterisierung sowie eine vollstandige Risi-
kobewertung, einschliellich umfassender Fiitterungsversuche von Lebens- und Futtermitteln, notwendig
sind.

13 pie eingefiigte DNA wird nicht direkt aus den Spenderorganismen entnommen, sondern kiinstlich synthetisiert oder im
Mikroorganismus E. coli vermehrt.

14 7. B. kénnen die Promotor-, Kodier- und Terminal- (End-)Sequenzen von verschiedenen Genen und Arten stammen.
15 Gewebekultur: siehe FuBnote 6.

16 Signalstoffe Gibertragen Informationen zwischen Zellen und Geweben von Vielzellern. Sie kdnnen aus einfachen Molekiilen, aber
auch aus komplexen Proteinen bestehen, bspw. Wachstumshormone. Eine weitere Kategorie sind die so genannten Botenstoffe,
die Signale zwischen verschiedenen Individuen entweder derselben Art oder verschiedener Arten ibertragen.
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4) RNA-gesteuerte DNA-Methylierung (RdDM)

Ein Ziel ist es, liber mehrere Saatgutgenerationen hinweg ein neues Merkmal zu erzielen ohne dazu DNA-
Sequenzen, d. h. die Reihenfolge der Nukleotide, im Organismus verdandern zu missen - in der Hoffnung,
dadurch die Einstufung als GVO zu umgehen. Stattdessen kann innerhalb der Zelle ein RADM-Prozess'’
genutzt werden, um ein bestimmtes Gen auszuschalten, sodass aus diesem Gen kein Genprodukt hervor-
geht. Dies kann wiederum dazu fiihren, dass die gewiinschten Merkmale, wie etwa verzogerte Fruchtreife,
veranderte Bliitenfarbe, erhdhte Gehalte bestimmter Nahrstoffe oder mannliche Sterilitat ausgebildet
werden.

RNA-gesteuerte DNA-Methylierung (RdDM) ist ein Prozess, bei dem RNA-Molekiile die Zelle anweisen,
Methylgruppen (-CHs-Gruppen)*® an bestimmte Nukleotide entlang eines bestimmten DNA-Abschnitts zu
binden um ein Gen auszuschalten (weitere Details siehe FuRnote?®).

Die Methylierung der Promotorregion eines Gens stoppt die Expression dieses Gens. Obwohl dieses Gen-
Silencing keine permanente Veranderung darstellt, wird es trotzdem Uber mehrere Generationen vererbt.
Bei Pflanzen wird davon ausgegangen, dass es mit der Zeit verschwindet, aber das trifft nicht auf alle
Organismen zu, z. B. im Fall des Fadenwurms Caenorhabditis elegans. Die Ausloser dieser Umkehrung der
Methylierung sind jedoch weder bekannt noch werden sie verstanden.

Wie funktioniert es:

Jede kleine Doppelstrang-RNA-Sequenz, die zu einer vorhandenen DNA-Sequenz passt, 16st die Methylie-
rung dieser DNA-Sequenzen aus und schaltet so das damit verbundene Gen aus. Es gibt eine Reihe von
Moglichkeiten, bestimmte Doppelstrang-RNA-Sequenzen in eine Zelle einzuschleusen, z. B.:

(a) indem die Pflanze gentechnisch mit einem Gen ausgestattet wird, das solch eine RNA (mit einer ,,um-
gekehrten”/ umgedrehten Sequenz) produziert - mit dem Zweck, ein Gen permanent oder voriibergehend
auszuschalten (Gen-Silencing).

(b) um ein Gen voriibergehend auszuschalten (Gen-Silencing), d. h. nur iber wenige Generationen hinweg,
kann das eingebrachte Gen durch Riickkreuzung im Ziichtungsverfahren entfernt (deselektiert) werden.

(c) Infektion von Pflanzen mit gentechnisch hergestellten Pflanzenviren, die die (angestrebte) Ziel-Promo-
torsequenz beinhalten, was zur Abschaltung des Zielgens durch Methylierung fihrt (,Virus-induziertes Gen-
Silencing® (VIGS) — RdDM).

(d) Bespriihen der Pflanze mit Doppelstrang-RNA (dsRNA).

Ungewollte Verdanderungen und Risiken:

¢ Unbeabsichtigte Effekte: Ausschaltung anderer Gene, was zu verdanderten Merkmalen fiihrt, mit mog-
lichen negativen Folgen wie etwa der Produktion und Anreicherung von Giftstoffen und Allergenen,
niedrigerem Nahrstoffgehalt, Krankheitsanfalligkeit.

e Die Ausschaltung (Stilllegung) des Zielgens stoppt moglicherweise nicht nur die Herstellung des Gen-
produkts (d. h. des Proteins), sondern ruft, in Abhangigkeit der eventuellen Mitwirkung dieses Prote-
ins an anderen Prozessen, auch andere unvorhergesehene Effekte hervor (oft bezeichnet als pleiotro-
pe Effekte). Zu den moglichen Folgen zahlt alles, was mit diesen Prozessen in Zusammenhang steht, z.
B. Wachstumsfaktoren, Verteidigungs- und Signalmechanismen, Anreicherung von Stoffverbindun-
gen, etc.

e Speziell bei dsRNA: Je nach angewandter Methodik kann das Vorhandensein von dsRNA-Molekiilen in
der Nahrungskette und der Umwelt negative Auswirkungen auf andere Organismen haben, die diese
aufnehmen oder damit in Kontakt kommen, zum Beispiel durch Bespriihen. Sie kdnnen lber die Nah-
rungskette weitergereicht werden, sich verstarken und zur Ausschaltung lebenswichtiger Gene fiih-
ren, was weit reichende Folgen fiir Umwelt und Gesundheit haben kann. Dieses Ziel wird zum Beispiel
mit dsRNAs verfolgt, die in gentechnisch verdnderten Nutzpflanzen produziert werden und die gegen
Insekten wirken sollen. Im Vergleich zu adlteren GVO ist das eine neue und ernst zu nehmende
Dimension des Risikos.

17 rdDMm (,RNA dependend DNA methylation”) ist eine Form der RNA-Interferenz (RNAI).
18 Eine Methylgruppe (-CH3-Gruppe) besteht aus einem Kohlenstoffatom in Verbindung mit drei Wasserstoffatomen.

19 Bej haheren Organismen wie Pflanzen und Tieren kann nur eine der vier DNA-Nukleotide, die Cytosin-Base, methyliert werden.
Bei niederen Organismen wie Bakterien kann auch das Nukleotid Adenosin methyliert werden.
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Fazit: Die entscheidende Frage ist nicht, ob das Endprodukt (die Pflanze) durch Gentechnik eingebrachte
DNA-Sequenzen enthalt oder nicht. Es geht vielmehr darum, dass RADM eine sehr junge und wenig er-
forschte Technologie ist — mit moglicherweise ernst zu nehmenden negativen Folgen sowohl beim Verzehr
als auch fiir die Umwelt. Es handelt sich um ein Gentechnik-Verfahren, das in Anbetracht der Risiken einer
umfassenden Regulierung und Risikobewertung bedarf.

5) Pfropfen (Veredelung): eines nicht-GVO Pfropflings (Reiser/Zweig)2? auf GVO-Unterlage/Wurzelstock
(und umgekehrt)

Pfropfen (z. B. von Obstbdumen, Weinreben, Tomaten)?! ist ein Weg, die Starken oder erwiinschten Merk-
male zweier Organismen zu vereinen, ohne sie kreuzen zu missen, z. B. eine Unterlage mit Krankheitsresis-
tenz mit einem Pfropfling oder Reiser fiir den Geschmack der Frucht. Obwohl die Kombination aus Pfropf-
ling und Unterlage eine Chimare ist (ein Organismus, bestehend aus genetisch verschiedenen Zellen), wer-
den beide, der Reiser und der Wurzelstock, jeweils ihre eigenen genetischen Identitaten bezliglich der
Grundsequenz ihrer DNA weitestgehend behalten.

Das Ziel bei der Verwendung einer GV-Unterlage ist es, Pfropflinge zu zlichten, die von den GV-Eigenschaf-
ten profitieren, ohne als GV definiert werden zu miissen oder die GV-DNA zu tragen - obwohl die Pflanzen,
als Ganzes gesehen, GVO sind.

Streng genommen wurde das Gewebe des Pfropflings nicht gentechnisch hergestellt, das der Unterlage
aber schon. Dennoch kénnen sich viele von der GV-Unterlage produzierte Molekiile, seien es Proteine,
bestimmte RNA-Typen (z. B.: dsRNA), Hormone, Signal- oder Abwehrstoffe, in der gesamten chiméren
Pflanze verbreiten.??

Ungewollte Veranderungen und Risiken:

®  Wirkung der GV-Unterlage auf die Umwelt: gentechnische Prozesse, wie etwa Transformation und
Gewebekultur (siehe FuBnote 6), sind dafiir bekannt, im gesamten Genom Mutationen auszulésen,
auch an Insertionsstellen. Diese kénnen veranderte oder unerwartete Merkmale hervorrufen, mog-
licherweise mit negativen Folgen flir Boden und Umwelt. Positionseffekte eingefiigter Gene (z. B.
Beeintrachtigung der Expression benachbarter Gene) konnen ebenfalls negative Folgen hervorrufen.

¢ Verbindungen und Stoffwechselprodukte, die von der GV-Unterlage produziert werden, tauchen im
Pfropfling und seinen Produkten (z. B. in der Frucht) auf und kénnen die Zusammensetzung der Frucht
/ des Produkts verdndern, was wiederum moglicherweise die Zusammensetzung von Nahrstoffen,
Allergenen oder Giftstoffen beeinflusst.

e Wenn RNAi (RNA-Interferenz) an der GV-Unterlage verwendet wurde, kann sich die Gen-Stilllegung
der Unterlage durch die Bewegung der kleinen RNA-Molekile von der Unterlage hin zum Pfropfling
auf die DNA des Pfropflings tGbertragen. Das kann zum Abschalten von Genen im Pfropfling und zur
Veranderung seiner Merkmale fiihren und umgekehrt.

Fazit: Um eine chimare GV-Pflanze zu erhalten, bedarf es per Definition der Anwendung von Gentechnik
und die entstehenden Risiken resultieren aus dem Gentechnik-Verfahren (die eingesetzte Sequenz, ihre
Position (innerhalb des Chromosoms) und die Transformationsprozesse). Die Tatsache, dass der Reiser
keinerlei gentechnisch veranderte DNA besitzt, verringert nicht automatisch die Risiken fir die Umwelt, das
Okosystem und/ oder die Gesundheit von Mensch und Tier. Da Verbindungen/ Stoffe zwischen Unterlage
und Pfropfling hin und her wandern kénnen und das Verhalten und die molekulare Zusammensetzung des
Pfropflings beeinflussen kdnnen, miissen sowohl die Pflanze als Ganzes als auch der Pfropfling und seine
Produkte als GVO eingestuft sowie umfassend bewertet und reguliert werden. Das ist angebracht, gerade
weil die Prozesse und das Zusammenspiel von Unterlage und Pfropflingen nicht hinreichend erforscht sind.

20 Pfropfreiser: Ein junger Pflanzenteil (Trieb, Reiser oder Knospe), der fir die Veredelung abgeschnitten wurde.

21 Pfropfen (Veredelung): Seit Giber 2000 Jahren bei Gehélzen angewendet, besonders bei Obstbaumen, Rosen und Weinreben.
Veredelung von Gemiisesorten wird erst seit jingerer Zeit betrieben, vor allem bei Tomaten und Wassermelonen, aber auch bei
Gurken und Auberginen.

22 per Transport lduft in erster Linie Gber das Phloem, ein GefaBgewebe, das Wasser, Nahrung und Nahrstoffe nach oben und
unten (d. h. in beide Richtungen) in die wachsenden Teile einer Pflanze transportiert.
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6) Reverse Breeding (RB)

RB ist ein gentechnisches Verfahren, das angewandt wird, um aus einem existierenden Hybriden, dessen
Elternlinien nicht mehr verfligbar sind oder nicht mehr existieren, genetisch einheitliche und reine (homo-
zygote) Elternlinien zu rekonstruieren. Eine wesentliche Hiirde dabei ist, dass die von den Elternlinien stam-
menden Chromosomen immer dann, wenn durch Meiose Gameten (Keimzellen) produziert werden, durch
genetische Rekombination? Informationen austauschen und somit die DNA vermischen. Um das zu verhin-
dern, wird ein ausgewahlter Hybrid gentechnisch so verandert, dass eine genetische Rekombination bei der
Keimzellenbildung unterdriickt wird (unter Verwendung von RNAI). Mittels Gewebekultur werden individu-
elle Keimzellen verwendet, um daraus Pflanzen mit zwei gleichen Chromosomensatzen (genannt ,,Doppel-
haploide”) zu rekonstruieren. In einem spateren Stadium wird das GV-Gen herausgeziichtet und Eltern-
linien ausgewahlt, die — in Kombination — den angestrebten Hybriden hervorbringen.

Ungewollte Verdanderungen und Risiken:

e Da dieselben Gentechnik-Verfahren genutzt werden, sowohl zum Einfligen der Gene als auch zur Re-
konstruktion der Pflanzen durch Gewebekultur, sind die gleichen Risiken und unvorhersehbaren Folgen
moglich wie bei anderen GVO. Haufige Folgen:

o Mutationen an der Stelle der Insertion und am gesamten Genom (z. B. Loschungen, Neuordnungen,
Vervielfaltigungen) aufgrund der Transformationsprozesse, einschlieBlich Gewebekultur, mit
unvorhersehbaren Folgen, die zu verdanderter Leistungsfahigkeit und Krankheitsanfalligkeit fiihren
kdénnen, zur Anreicherung von Giftstoffen, erhohter Allergenproduktion oder Verdanderungen der
Nahrstoffzusammensetzung.

o Der iberwiegende Teil dieser Mutationen bleibt in den rekonstruierten Elternlinien auch dann
erhalten, wenn das GV-Gen selbst herausgeziichtet wird und mit ihm die Mutationen, die am
engsten mit der Insertionsstelle selbst verbunden sind.

e Das gentechnische Verfahren des Gen-Silencing der RNAi-Methode kann zur Ausschaltung von Nicht-
Zielgenen fiihren — Effekte, die Gber viele Saatgutgenerationen hinweg beibehalten werden. Daher
muss die Leistungsfahigkeit Gberpriift und eine Analyse der Inhaltsstoffe durchgefiihrt werden, gefolgt
von einer umfassenden Risikobewertung. Diese Schritte, einschlieRlich Fltterungsversuche, miissen
vor der ersten Pflanzung getétigt werden und dann erneut einige Generationen spater, sobald das
gewollte und ungewollte Gen-Silencing nicht mehr auftritt.

® Funktionelle Komponenten oder komplette Sequenzen des GV-Gens kénnten sich zusatzlich zu der
ersten Insertion an anderen Stellen selbst integriert haben. Moéglicherweise werden sie daher beim
Herauszlichten nicht entfernt, sondern verbleiben an Ort und Stelle, wo sie potentiell immer noch in
der Lage sind, Gene in der Zielregion oder in Nicht-Ziel-Regionen auszuschalten.

Fazit: Die ausgewahlten Elternlinien und die kombinierten neuen Hybriden miissen auf das Vorhandensein
von GV-Sequenzen und auf ungewollte Effekte aufgrund von ungewolltem Gen-Silencing und transforma-
tionsinduzierten Mutationen hin Uberpriift werden, die das Potential haben, z. B. Leistungsbeeintrachtigun-
gen und Krankheitsanfalligkeit, Anreicherung von Giftstoffen, gesteigerte Allergenproduktion und veran-
derte Nahrstoffzusammensetzungen hervorzurufen. Umfassende Risikobewertungen sind vonnéten.

23 pjeiose ist ein Prozess der Zellteilung, der bei der Bildung von Gameten ablauft, d. h. der mannlichen oder weiblichen Keimzellen,
von denen jede halb so viele Chromosomen besitzt (haploid) wie gewdhnliche Pflanzenzellen, die zwei Chromosomensatze haben,
einen von jedem Elternteil (diploid). Die Einzelstrange der haploiden Keimzellen entsprechen normalerweise nicht den urspriing-
lichen Einzelstrangen der Elternlinien, sondern sie werden bei der Meiose (Reduktionsteilung) durch genetische Rekombination
anders zusammengesetzt. Genau das will Reverse Breeding verhindern (Anmerkung der Ubersetzer).
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7) Agroinfiltration: Agroinfiltration im engeren Sinne & Agroinfektion

Diese Methode umfasst zwei unterschiedliche Techniken. Es wird nicht beabsichtigt, bestimmte GV-Gene
stabil einzubringen und in das Genom der Pflanze zu integrieren, sondern vielmehr, solche Gene hdchstens
eine Generation lang vorriibergehend in der Pflanzenzelle zu behalten.

Zu diesem Zweck werden Gene, die entweder fiir bestimmte Proteine kodieren oder fiir RNAs, die die
pflanzeneigenen Gene beeinflussen sollen (z. B. via RNAI), in das Plasmid?* von Agrobacterium tumefaciens
eingefiihrt.?> Eine Lésung mit solchen Agrobakterien oder ihren Plasmiden wird dann benutzt, um bestimm-
te Gewebe lebender Pflanzen (z. B. Blatter) so zu behandeln, dass die Plasmide mit den GV-Genen in die
Zellen in diesem Gewebe eingebracht werden. Das GV-Gen wird dann innerhalb des Plasmids in eine RNA
transkribiert (abgelesen) und befindet sich danach in der Zelle. Hier wird sie dann entweder in ein Protein
Ubersetzt oder aber regulativ wirksam und schaltet bestimmte DNA Sequenzen durch Gene Silencing ab.

Mogliche Ziele sind: Potentielle Transgene zu testen; die Funktion der pflanzeneigenen Gene zu untersu-
chen (z. B. durch Gen-Silencing via RNAi); hochwertige Proteine in Pflanzen zu exprimieren und zu produzie-
ren (z. B. Arzneimittel); Pflanzen, Samen, Hybride mit durch RADM veradnderten Merkmalen (RNA-
gesteuerte DNA-Methylierung — siehe Abschnitt 4); oder Verwendung als Transportsystem flir andere
gentechnisch-basierte Instrumente der NZT, wie etwa orts-gerichtete Nukleasen.

Zwei verschiedene Techniken:

Agroinfiltration (im engeren Sinne): Zielsetzung ist es, die Genexpression und deren Wirkung an Ort und
Stelle zu halten, dabei wird nicht davon ausgegangen, dass sich das vorbereitete und verwendete
Genkonstrukt in der Empfangerzelle reproduziert.

Agroinfektion: Zielsetzung ist es, dass sich ein bestimmtes GV-Gen in der gesamten Pflanze in nahezu allen
Geweben ausbreitet, aber trotzdem nicht in die DNA der Pflanze integriert wird. Zu diesem Zweck ent-
halt das Genkonstrukt zusatzlich zu dem ausgewahlten Gen eine virale Vektorsequenz, damit das Gen-
konstrukt in allen infizierten Zellen reproduziert wird. Das gentechnisch eingefiligte Gen, das fir die
bendtigte RNA kodiert, soll von seiner Stelle auf dem Vektor exprimiert werden, d. h. nicht von einer
Stelle auf der Pflanzen-DNA.

Ungewollte Veranderungen und Risiken:

® Obwohl das Genkonstrukt lokal angewandt wird, kann es sich aufgrund der verwendeten Agrobakte-
rien und/ oder viralen Vektorsequenzen trotzdem in der gesamten Pflanze ausbreiten. Obwohl das
Genmaterial nur voriibergehend wirken soll, wird es moéglicherweise in die DNA der Pflanze und selbst
in reproduktives Gewebe integriert und fiihrt somit unbeabsichtigt zur Entstehung von GVO und GV-
Nachkommen.

e Die Integration im Genom kann Uberall zufallig stattfinden, dabei kann es sich auch um kleinere DNA-
Sequenzen, einschlieBlich die Vektor-DNA, handeln. Die Beeintrachtigung von Pflanzen-Genen durch
Positionseffekte oder durch Sequenzen aus dem Genkonstrukt, kdnnen negative Auswirkungen auf die
Leistung der Pflanze, ihre Umwelt und Biodiversitat oder auf ihre Sicherheit als Lebensmittel haben.

e Es konnten versehentlich gentechnisch veranderte Agrobakterien in die Umwelt gelangen (entweder
durch die Verbreitung von und Kontaminierung mit infiltriertem Pflanzenmaterial, das nicht mehr
gebraucht oder entfernt wurde, oder einfach durch z. B. in einem Labor, Gewachshaus oder einem
Versuchsfeld verschiittete oder ausgelaufene Flissigkeiten). Dies wiederum kann potentiell negative
Auswirkungen haben, wenn die Genkonstrukte in andere Pflanzen oder Mikroorganismen gelangen.

¢ Die Replikation (Vermehrung von Plasmiden und Gen-Konstrukten) kénnte in so geringem Ausmal’
auftreten, dass sie lange Zeit nicht entdeckt wird, was die Wahrscheinlichkeit der Integration oder
Mutation erhoht, wodurch die DNA wiederum stabil vererbt werden kann.

Schlussfolgerung: Pflanzen, Pflanzenteile, deren Produkte oder Nachkommen, die der Agroinfiltration
(einschlielRlich Agroinfektion) ausgesetzt wurden, missen auf das Vorhandensein von DNA-Sequenzen
des Vektors und/ oder des Genkonstrukts sowie auf das Vorhandensein und die Effekte des Gen-
Silencing, falls dies das urspriingliche Ziel der Agroinfiltration war, Gberprift werden.

24 Ein Plasmid ist ein ringférmiges DNA-Molekil in einer Bakterienzelle, das sich unabhdngig von den Chromosomen reproduzieren
und auf andere Bakterien Gbertragen werden kann. Hier enthalt es die Transgene.

25 pie Verwendung von Agrobacterium als Genfdhre (Transportvehikel) ist eines der gangigsten Hilfsmittel, GVO zu erzeugen.
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