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Ungewollte Veranderungen bel Gentechnik-Pflanzen
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Studien zeigen immer wieder, dass durch neue Gentechniken hergestellte Pflanzen vielfache unbeabsichtigte
genetische Verénderungen aufwei sen kénnen. Ein kirzlich verdffentlichter Bericht von der Fachstelle fiir
Gentechnik und Umwelt (FGU) erléutert ihre Relevanz fur die Risikobewertung.

In mehreren Regionen der Welt wird derzeit Uber die Regulierung der neuen Gentechnik (NGT) und deren
Anwendung in der Landwirtschaft diskutiert — auch in Europa. NGT bezeichnet Technologien wie CRISPR-
Cas9, die an spezifischen Stellen der DNA das Genom von Pflanzen veréndern konnen. Sie sollen es moglich
machen, eine Vielzahl von Eigenschaften préziser und schneller als mit literen Gentechniken zu verandern.
Letztes Jahr hat die EU-Kommission die Einfuhrung einer spezifischen Regulierung fir NGT-Pflanzen
vorgeschlagen. Mit dem Argument, das sich die genetischen Veranderungen von NGT-Verfahren nicht
bedeutend von herkdmmlichen Ziichtungsmethoden unterscheiden, wird in dem Gesetzesvorschlag keine
verpflichtende Risikobewertung zur Genehmigung bestimmter NGT-Pflanzen vorgesehen.

Gemal3 der bisherigen Gentechnik-Gesetzgebung der EU miissen genetisch veranderte Organismen (GVO),
die aus ,,rekombinanten DNA-Verfahren*, aso ausim Labor durchgefihrten kinstlichen
Herstellungsprozessen, entstehen, reguliert werden.1 1m Jahr 2018 vertffentlichte der Européische
Gerichtshof eine Entscheidung, die klarstellte, dass dies auch fur NGT gilt.2 Das macht eine
Risikobewertung notwendig, um ,,die beabsi chtigten und unbeabsichtigten Veranderungen, die sich aus der
genetischen Veranderung ergeben, zu identifizieren und ihr Potenzial fur schadliche Auswirkungen auf die
menschliche Gesundheit und die Umwelt zu bewerten”.

Der neue Bericht der FGU 3 analysiert anhand von aktuellen wissenschaftlichen Studien den technischen
Stand der NGT-Entwicklungen. Die FGU ist eine vom Bundesamt fur Naturschutz (BfN) unterstiitzte
Einrichtung, die aktuelle wissenschaftliche und regul atorische Entwicklungen zum Thema der neuen
Gentechnik beobachtet und bewertet. Die Autor*innen beschreiben eine Reihe unbeabsi chtigter genetischer
Veranderungen, die aus NGT-Verfahren resultieren und relevant fir deren Risikobewertung sind. Ihre
Ergebnisse werden hier zusammengefasst. Zur besseren Ubersicht wurden diese in fiinf Kategorien aufgeteilt.

Erstens: beim Einbau Uber alte Gentechnik
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NGT-Pflanzen unterlaufen einen mehrstufigen Herstellungsprozess. Zur Einfuhrung von Genscheren wie
CRISPR-Cas9 in die Pflanzenzelle werden typischerweise Verfahren der alten Gentechnik genutzt, wie
Plasmide, die aus fremd-DNA bestehen. Daher ist das Ergebnis des ersten Schritts der CRISPR-Cas9-
Anwendung in den meisten Fallen eine nach Richtlinie 2001/18/EG transgene Pflanze, d.h. sie enthalt
artfremde DNA.. Die dabei entstehenden unbeabsi chtigten genetischen Verdnderungen sind vielféltig und
unterscheiden sich von denen, die aus der konventionellen Ziichtung hervorgehen. Beispielsweise wurden
Veranderungen in der Epigenetik — also Regulierungselemente von Genen, die nicht die DNA-Sequenz selber
betreffen —, in der Sequenzabfolge der DNA-Bausteine oder bei der Funktionalitét von Gen-Produkten
nachgewiesen.4 Selbst wenn bei den resultierenden Pflanzenarten durch konventionelle sexuelle
Fortpflanzung die artfremden Elemente aus dem Pflanzengenom entfernt werden, kbnnen unbeabsichtigte
genetische Veradnderungen unbemerkt im Genom verbleiben.

Zweitens. Unbeabsichtigter Einbau von Transgenen

CRISPR-Cas9-Anwendungen kénnen eine unbeabsichtigte Einfiihrung von artfremden DNA-Sequenzen im
Genom zur Folge haben. Diese Verénderungen, die sowohl an der Zielstelle als auch anderswo im Genom
auftreten kdnnen, werden haufig durch die Integration von Abschnitten aus Vektor-DNA — also der , Gen-
fahre” mit der der CRISPR-Cas-Komplex in die Zelle geschleust wird — verursacht. In tierischen Zellen
wurde festgestellt, dass unbeabsichtigt eingeftigte fremde DNA -Fragmente sowohl aus dem V ektorkonstrukt
als auch aus dem Wachstumsmedium im Labor stammen konnen.

Drittens: ohne den Einbau von artfremder DNA

Auch ohne den Einbau von artfremder DNA wurden verschiedene unbeabsi chtigte V eranderungen bei der
Anwendung von CRISPR-Cas in Pflanzenzellen beschrieben. Genscheren sind eine Art von Nukleasen, also
Enzyme diein der Lage sind, die Grundbausteine der DNA — die Nukleotide — voneinander zu spalten. Esist
bekannt, dass Nukleasen spezifische DNA-Sequenzen einer bestimmten Lange, unabhangig dessen Position
im Genom, zum Andocken nutzen. Daher besteht die Gefahr, dass CRISPR-Cas und andere Nukleasen sich
auch an zusitzliche sogenannte Off-Target-Regionen binden, die eine gewisse Ahnlichkeit mit den Andock-
Sequenzen aufweisen. Hinzu kommen sogenannte On-Target-Effekte, also ungewollte Verdnderungen in der
Zielregion der DNA wie repetitive Deletion von Nukleotiden — Ldschungen von DNA-Bausteinen —,
Mutationen unterschiedlicher Lange und grofere strukturelle Veranderungen.

Viertens. Chromothripsis-ahnliche Effekte

Chromothripsisist ein genetisches Phénomen, bel dem Hunderte von Chromosomenumlagerungen in einem
einzigen Ereignis auftreten konnen. Bei Saugetieren — einschliefdlich Menschen — wird das Phdnomen mit
Krebs und angeborenen Krankheiten in Verbindung gebracht. Biotechnol ogische Mutagene, wie zum
Beispiel Nukleasen, die ein Doppelstrangbruch (DSB) in der DNA verursachen, sind eine wahrscheinliche
Ursache fur Chromothripsis-dhnliche Effekte. Werden DSB nicht schnell genug repariert, kann es zu einer
entsprechenden Umlagerung der Chromosomen kommen. Erst kirzlich wurden durch CRISPR-Cas

ausgel 6ste Chromothripsis-Effekte auch bel Pflanzen identifiziert.5

DSB kdnnen auch auftreten, wenn Pflanzenzellen einer hohen Strahlungsdosi s ausgesetzt werden, wie es bel
der nicht gezielten Mutagenese der Fall ist. Der Unterschied bei NGT-Verfahren ist, dass die Anwendung
regionsspezifisch ist und die Wahrscheinlichkeit des Auftretens von Chromothripsis durch die Bearbeitung
bestimmter Regionen steigen kann. Beispiel sweise verursacht CRISPR-Cas9 in Pflanzen, in denen viele
Kopien der zu bearbeitenden Gene vorhanden sind, mehrere DSB gleichzeitig. In dhnlicher Weise kbnnen
viele DSB in unterschiedlichen Genen gleichzeitig durch sogenanntes Multiplexing, also der gezielten
Verénderung mehrerer DNA-Sequenzen, induziert werden.6 Darliber hinaus kann die CRISPR-Cas-

M aschinerie die Reparaturmechanismen in den Zellen stéren und sie daran hindern, die urspringlichen



Genfunktionen wiederherzustellen.
Funftens: Bildung neuer Genprodukte

Durch den Einsatz von CRISPR-Cas kdnnen Gene so verandert werden, dass keine mRNAs — die Mol ekiile,
die genetische Informationen fir den Aufbau eines bestimmten Proteinsinnerhalb der Zelle Ubertragen —
mehr gebildet werden. Folglich wird die Entstehung des entsprechenden Proteins verhindert. Allerdings
konnen auch unbeabsi chtigt neue MRNAS gebildet werden, die zum Aufkommen von neuen Proteinen
beitragen.

Beispielsweise konnen Nukleasen zu einem Effekt fihren, der al's Exon-Skipping bezeichnet wird. Bel
diesem Prozess werden mRNASs anders al's vorhergesehen zusammengesetzt und fiihren zur Entstehung
verkirzter mRNAS. Die Proteine, die auf Basis der Information in diesen mRNASs von den Pflanzenzellen
gebildet werden, sind dann ebenfalls kiirzer, kénnen aber dennoch neue, unbeabsichtigte Funktionen in der
Zelle Ubernehmen. Abgesehen davon kdnnen neue mRNAS auch durch Frameshift-Mutationen entstehen. Sie
verursachen eine Verschiebung des Leserastersin der DNA-Sequenz, die zu einer falschen , Ubersetzung*
der DNA-Information fuhrt.7

Durch Exon-Skipping und Frameshift-Mutationen konnen neue mRNAS und Proteine, oder auch nicht-
kodierende RNAs Auswirkungen auf die Genregulation und den Zellstoffwechsel haben. Beispielsweise
wurde in einem Weizen, in dem 35 Genkopien ausgeschaltet wurden, eine Frameshift-Mutation als moglicher
Ausl6ser fur die Entstehung von entztindungsf érdernden Proteinfragmenten diskutiert.8

Konsequenzen fur eine umfassende Risikobewertung

Die hier aufgefiihrte Kategorisierung von unbeabsi chtigten genetischen Verénderungen, die durch NGTs
entstehen, zeigt, dass eine Risikobewertung notwendig fir NGT-Pflanzen ist. Wie erwahnt, kdnnen diese
Veranderungen grof3e Abschnitte der Chromosomen beeintrachtigen und zur Entstehung unbeabsichtigter
Genprodukte fiihren. Obwohl einige dieser genetischen V eranderungen méglicherweise auch in der
konventionellen Ziichtung beobachtet werden, unterscheiden sie sich hinsichtlich der Wahrscheinlichkeit, mit
der sie an bestimmten Stellen im Genom auftreten. Daher konnen diese Effekte nicht generell mit denen der
konventionellen Zlichtung gleichgesetzt werden. In einigen Féllen sind durch die Anwendung von
Sequenzierungsmethoden unbeabsichtigte Verénderungen in der Zelle identifizierbar und der Unterschied
zum urspringlichen Genom erkennbar. In anderen Fallen, in denen die Veranderung aul3erhalb der Zielregion
der Nuklease stattfindet, sind diese schwerer nachzuweisen. Besonders grof3e Deletionen und
Chromosomenumlagerungen sind mit Standard-PCR-Tests kaum nachweisbar. Dementsprechend ist es
wichtig, mehrere Ansétze zu kombinieren, um die unbeabsichtigten Verénderungen im gesamten Genom
umfassend zu bewerten. Da die DNA-Sequenzierung nicht immer die Auswirkungen der genetischen
Veranderungen identifizieren kann, sollten zusétzliche Methoden zur Analyse der entstehenden mRNA und
Proteine angewendet werden. Erst wenn keine unbeabsi chtigten genetischen Veranderungen festgestellt
wurden, sollte sich die Risikobewertung auf die beabsichtigten Veranderungen konzentrieren. Nach
Abschluss einer umfassenden molekularen Charakterisierung sollten weitere Schritte der Risikobewertung
folgen, wie etwa die Untersuchung der Funktionalitét der Pflanze, deren phanotypische Merkmale und dessen
Zusammenspiel mit der Umgebung. Werden unbeabsi chtigte genetische V eranderungen, die moglicherweise
schéadliche Auswirkungen haben, tbersehen, kénnen diese die Gesundheit, die Umwelt und auch die
landwirtschaftliche Produktion gefahrden. Daher schlussfolgert die FGU, dass die durch NGT verursachte
Veranderung in die obligatorische Risikobewertung einbezogen werden muss, bevor die Pflanzenin die
Umwelt freigesetzt oder auf den Markt gebracht werden.
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