\Qﬁ §l/ LEBENSMITTELCHEMISCHE GESELLSCHAFT () Ch
LChG Fachgruppe in der GESELLSCHAFT DEUTSCHER CHEMIKER @

Aktuelle Fragen in der Analytik gentechnisch veranderter Pflanzen

Positionspapier der Arbeitsgruppe Biochemische und molekularbiologische Analytik

Stand: Februar 2025

INHALTSVERZEICHNIS

GRUNE GENTECHNIK ...ttt ettt et e e e et e e et e e s bteesebeeesebaeesebeeeseseeesasaeessneeeaas 2
Aktuelle Situation gentechnisch veranderter Pflanzen in der EU und weltweit ............ccccccceeevviiinnnnnn. 2
Nachweis von ,klassischen” gentechnisch veranderten Pflanzen: zugelassene GVP......................... 2
Nicht zugelassene GVP Und NUIEOIEIANZ..........cocuuiiiiiiiiiie e 3
BeStimmUNG AES GVP-ANLEIIS ......uuiiiiiieieiieiititieeeeeeeeeeaereeeeeeeeeeereereeeearaeeeerertrerreeea.———————e—. 4
DIGITAIE PCR ..ottt ettt e e ekttt e skt e et e sk b et e e ek b et e e s n b et e e e bbn e e e e e e s 5
BOtaniSCNE VErUNTEINIQUIGEN. ... uuueieiieeeeeieeeeeeeeeeaeeeesseaseesesssesssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssnssnsssssnnnnnnes 6

NEUE GENOMISCHE TECHNIKEN IN DER PFLANZENZUCHT (GENOME EDITING) ........... 6
Weltweiter Status genomeditierter PFIANZEN ... 7
EuGH-Urteil zur rechtlichen Einordnung von Mutageneseverfahren ............ccccoveveeeiiiciiiieen e 9

Auswirkungen des EuGH-Urteils auf die analytische Uberwachung gentechnisch veranderter

L@ T 0 =g 1S] 1 T=] o EO P PP RP PRSP 10
Vorschlag der EU-Kommission zur Neuregelung genomeditierter Pflanzen...............oovvvvviviveveivennnns 11
Position der AG ,Biochemische und molekularbiologische Analytik“ der GDCh...........cccveeeieiinnnes 12
L T ER A T UR e e e ettt et e et e et e e et e e et e e et e e ea e e et e e e e eaas 12

Seite 1 von 14



0451, LEBENSMITTELCHEMISCHE GESELLSCHAFT (D Ch

Fachgruppe in der GESELLSCHAFT DEUTSCHER CHEMIKER ~—_~

|

GRUNE GENTECHNIK

Aktuelle Situation gentechnisch veranderter Pflanzen in der EU und weltweit

Bereits seit den 1980er Jahren werden Pflanzen gentechnisch verandert, um neue Eigenschaften
wie eine Herbizidtoleranz, Insektenresistenz oder eine veranderte Nahrstoffzusammensetzung
zu vermitteln. Die mit den Methoden der Grinen Gentechnik hergestellten gentechnisch
veranderten Pflanzen (GVP) besitzen in Deutschland und in den meisten Mitgliedsstaaten der
Europaischen Union (EU) keine groRe Akzeptanz. In der EU ist derzeit nur eine GVP fur den
Anbau nach Richtlinie 2001/18/EG [1] zugelassen, die insektenresistente Maislinie MON810. Der
Anbau findet derzeit nur in Spanien und Portugal statt. In vielen anderen Mitgliedsstaaten,
darunter Deutschland, ist der Anbau national untersagt.

Weltweit ist die Situation beziglich des Anbaus etwas differenzierter. Vor allem in Nord- und
Sudamerika (z. B. USA, Kanada, Argentinien, Brasilien, Paraguay) findet kommerzieller Anbau
von GVP im grof3en Stil statt. Aber auch in Asien, Afrika und Australien werden GVP angebaut.
Die globalen Anbauflachen haben seit der Kommerzialisierung der GVP im Jahr 1996 deutlich
zugenommen und liegen bei tber 200 Millionen Hektar [2].

200 — 203

196
180 —— 187

178 5 180

186 186 29

160 — 170

163
158

140 ——
143

120 — 131
119
100 —— 110
100

80 — a8
78
60 ——

40 —

20 —

globale Anbaufliche gentechnisch veréinderter Pflanzen [Mio. Hektar]

2004 2005 2006 2007 2008 2009 2010 2011 2012 2013 2014 2015 2016 2017 2018 2019 2020 2021 2022 2023

Abbildung 1: Globale Anbauflachen in Mio. Hektar fir gentechnisch veranderte Pflanzen von 2004 bis 2023 [2]

Viele dieser weltweit angebauten GVP sind in der EU zur Verwendung als Lebens- und
Futtermittel nach den Verordnungen 1829/2003 [3] und 1830/2003 [4, 5] zugelassen. Produkte,
die aus GVP hergestellt werden, die in der EU zugelassen sind, missen entsprechend
gekennzeichnet werden. Eine Kennzeichnung kann unterbleiben, sofern der GVP-Anteil der
einzelnen Lebensmittelzutat < 0,9 % betragt und die Beimengung zuféllig oder technisch
unvermeidbar ist.

Far nicht zugelassene GVP und daraus gewonnenen Erzeugnissen gilt in der EU die ,Null-
Toleranz"®.

Nachweis von ,klassischen“ gentechnisch veranderten Pflanzen: zugelassene GVP

Die Verwendung zugelassener GVP und der Kennzeichnung der Produkte obliegt dem
Inverkehrbringer und wird im Rahmen der amtlichen Uberwachung tiberpriift. Die Art und Weise
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der Probenahme sollte sich an aktuellen Empfehlungen orientieren [6-8]. Die Analytik erfolgt auf
DNA-Ebene unter Verwendung der real-time PCR (qPCR), die sich als Standard fir qualitative
und quantitative Analysen etabliert hat. Mit der wachsenden Verbreitung der digitalen PCR
(dPCR; siehe 1.5) in den Uberwachungslaboratorien wird aber auch immer haufiger auf diese
neue Generation der PCR gesetzt, die vor allem im Bereich der quantitativen Analysen einige
Vorteile bietet [9, 10].

Der generelle analytische Ablauf der GVO-Analytik folgt dabei einer sogenannten
Nachweiskaskade (Abbildung 2; [11]): zunachst wird die DNA aus der Probe isoliert und der
Isolationserfolg und die Abwesenheit von PCR-Inhibitoren Uber ein Spezies-spezifisches
Referenzgen uberprift. Anschlieend folgt ein Screening, bei dem die Probe auf das
Vorhandensein von héaufig in GVP eingebrachte Genelemente oder Konstrukte untersucht wird.
Das Screening dient auch dazu, die moégliche Anzahl der GVP, auf die spezifisch getestet werden
muss, einzugrenzen.

Fuhrt das Screening zu einem positiven Ergebnis, muss die jeweilige GVP noch eindeutig
identifiziert werden. Bei der ldentifizierung nutzt man eine Besonderheit der klassischen GVP: die
Integration der Fremd-DNA (aus Bakterien, Viren oder anderen Pflanzen) in das pflanzliche
Genom erfolgt an einer mehr oder weniger zufélligen Stelle im Genom (= Integrationsort). Folglich
unterscheiden sich z. B. zwei GVP, bei denen das gleiche DNA-Fragment inseriert wurde, am
Integrationsort. Weist man nun den Ubergangsbereich vom Pflanzengenom in die inserierte
Fremd-DNA nach, so lasst sich eine bestimmte klassische GVP eindeutig identifizieren. Dieser
Nachweis wird als Event-spezifischer Nachweis bezeichnet und muss vom Hersteller der GVP,
zusammen mit geeignetem Referenzmaterial, im Rahmen der Zulassung den Mitgliedsstaaten
der EU zur Verfliigung gestellt werden. Da immer mehr GVP keine fiir das Screening geeigneten
Elemente enthalten, werden einige dieser Event-spezifischen Nachweise in der Uberwachung
direkt parallel zum Screening eingesetzt.

+———— inseriertes DNA-Fragment ——
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Referenzgen / Amplifikations-
und Inhibitionskontrolle
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Event-spezifischer Nachweis vo mn nmp o

Abbildung 2: Detektionskaskade in der GVO-Analytik

Nicht zugelassene GVP und Nulltoleranz

Sofern kein spezifisches Nachweisverfahren verfiigbar ist, wie es haufig bei nicht zugelassenen
GVP der Fall ist, sollten positive Screening-Ergebnisse durch den Nachweis weiterer
Genelemente/Konstrukte bestatigt und ein Eintrag dieser Genelemente/Konstrukte durch
botanische Verunreinigungen mit zugelassenen GVP ausgeschlossen werden.
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Wie Dbereits beschrieben, gilt nach den derzeitigen Gentechnikregularien eine Nulltoleranz
gegenuber in der EU nicht zugelassenen GVP. Fur diese GVP gibt es folglich auch keine
Vorgaben zur Bereitstellung von Referenzmaterialien oder Nachweismethoden von Seiten der
Hersteller. Daher fehlen fur diese GVP meist entsprechende Referenzmaterialien und die fir die
Entwicklung von Event-spezifischen Nachweismethoden notwendigen DNA-Sequenzen der
Ubergangsbereiche (Pflanzengenom zur inserierten DNA). Fiir eine Reihe dieser nicht
zugelassenen GVP existieren zumindest Konstrukt-spezifische Nachweisverfahren. Sofern es
maglich ist, Positivkontrollen tber diverse Quellen (z. B. Laborvergleichsuntersuchungen) fir
diese GVP zu erhalten, kdnnen zumindest qualitative Nachweisverfahren etabliert werden.

Angesichts der grof3en Tragweite positiver Befunde mit Verdacht auf nicht zugelassene GVP
sollte hochstmogliche Sorgfalt in die Absicherung solcher Befunde gelegt werden. Dies sei am
Beispiel des Nachweises von gentechnisch verandertem Reis erlautert: Fir diese Pflanzenart
liegt derzeit keine Zulassung von GVP in der EU vor. Im Falle positiver Ergebnisse im Screening
und/oder bei gentechnikspezifischen Konstrukten sind jedoch weitere Untersuchungen
unerlasslich.

Hiervon ausgenommen sind Einfuhruntersuchungen von Reisprodukten, die aus China stammen
und an den Zollimportstellen auf Grundlage des Durchfihrungsbeschlusses der Europaischen
Kommission (2011/884/EU) in der Fassung des Durchfihrungsbeschlusses (2013/287/EU) zur
Anderung des Durchfiihrungsbeschlusses 2011/884/EU erfolgen. Bei diesen Untersuchungen
genugt ein positives Ergebnis fir mindestens eines der Screening-Elemente P-35S, T-nos oder
crylAb/Ac als Nachweis der Nicht-Konformitét.

Auch ist grundsétzlich der Nachweis von gentechnisch verandertem Reis allein durch Konstrukt-
spezifische Nachweisverfahren (z. B. P-35S-bar) ausreichend, insbesondere wenn ein Event-
spezifisches Verfahren nicht verfigbar ist. Allerdings sollten in diesem Fall auch sogenannte
botanische Verunreinigungen aus anderen Pflanzenspezies (siehe auch 1.6), die das
nachgewiesene Konstrukt enthalten, berticksichtigt werden. Es sollte zumindest ausgeschlossen
werden, dass ein positiver Nachweis auf eine Verunreinigung mit einer zugelassenen GVP
zurlickzufuihren ist. Im Falle des P-35S-bar-Konstrukts in Reis sollten insbesondere Baumwolle
bzw. die zugelassenen gentechnisch verédnderten Baumwoll-Events LL25 sowie T304-40
ausgeschlossen werden. Das Konstrukt P-35S-bar ist auch in gentechnisch verandertem Mais,
Reis, Soja und weiteren Baumwoll-Events enthalten, allerdings ist keines dieser Events derzeit
in der EU zugelassen [5]. Insofern kdonnte beim Nachweis des P-35S-bar-Konstruktes und
weiterer hier relevanter Spezies wie Mais oder Soja bei gleichzeitigem Ausschluss der genannten
Baumwoll-Events zumindest belegt werden, dass Bestandteile einer nicht zugelassenen
gentechnisch veranderten Pflanze enthalten sind.

Zur Art und Weise der Probenahme sollten die Empfehlungen des ALS beriicksichtigt werden [7].
Die Ergebnisse aus demselben Probenhomogenat missen reproduzierbar sein und sollten
durch eine in Abhéngigkeit vom ungefdhren GVO-Anteil ausreichend gro3e Zahl an
Wiederholungsmessungen (z. B. mindestens 4 Extrakten bei Gehalten nahe der analytischen
Nachweisgrenze) mit jeweils positivem Resultat belegt werden.

Bestimmung des GVP-Anteils

Wenn zur Verwendung als Lebens- und/oder Futtermittel zugelassene GVP in einem Produkt
detektiert werden und keine Kennzeichnung auf dem Produkt vorhanden ist, muss der GVP-Anteil
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guantitativ. mittels gPCR bzw. dPCR bestimmt werden. Als Schwellenwert fir eine
Kennzeichnungspflicht ist in der EU ein GVP-Anteil von 0,9 % vorgegeben [3]. Fur die amtliche
Kontrolle soll dieser Schwellenwert in Massenprozent angegeben werden [12].

Fur die quantitative Bestimmung des GVP-Anteils werden zwei Analysen durchgefihrt: a) die
Vervielfaltigung und Quantifizierung einer DNA-Sequenz, die spezifisch fir die Spezies ist, die
untersucht wird (Referenzgen); und b) die Bestimmung der im selben DNA-Extrakt vorhandenen
Menge an gentechnisch verdnderten Bestandteilen.

Die gemessenen DNA-Kopien der gentechnisch veranderten Bestandteile und des Referenzgens
werden dann ins Verhaltnis gesetzt (= relative Quantifizierung).

DNA-Kopien ) ,
gentechnisch verédnderte Bestandteile x 1 0 0 (1 )

relativer GVP-Anteil [%] = DNA-Kopien

Pflanzenspezies/Referenzgen

Um die gentechnische Verdnderung quantitativ zu bestimmen, sind sowohl fir das
pflanzenspezifische Referenzgen, als auch fir die GVP entsprechende Referenzmaterialien mit
bekannter Ausgangskonzentration notwendig. Die verfugbaren Referenzmaterialien/Standards
zertifizieren nicht DNA-Kopienzahlen, sondern Gewichtsanteile von GVO [m/m %] oder stellen
Blatt-DNA-Extrakte aus den ,reinen“ GVP (,100 % GVP*) dar. DNA-Extrakte aus solchen m/m %
zertifizierten Materialien bzw. Blatt-DNA wird verwendet, um serielle Verdinnungsreihen
herzustellen. Die fur die Standardreihe zugrunde gelegten DNA-Kopienzahlen kénnen hierbei auf
Basis der Genomaquivalente (anhand des haploiden Genomgewichts) fur die Zielsequenz
abgeschatzt werden. Hierbei sind die moglichen Unterschiede im Ploidiegrad und der Zygotie des
verwendeten Referenzmaterials zu beriicksichtigen [13].

Standardreihen werden zusammen mit der zu quantifizierenden Probe gemessen und anhand
der Messwerte der Verdinnungsreihe jeweils eine Standardgerade erstellt. Die jeweilige DNA-
Kopienzahl der Probe wird Uber die Geradengleichung der Standardgerade berechnet. Wenn zur
Kalibrierung ein in m/m % zertifiziertes Referenzmaterial verwendet wurde, erfolgt die
Ergebnisangabe der Probe ebenfalls in m/m %.

Diese Methodik ist nach wie vor der Goldstandard bei der Quantifizierung des GVP-Anteils in
einer Probe, bringt jedoch auch ein paar Probleme mit sich. Zum einen sind Referenzmaterialien
notwendig, die bei jeder Quantifizierung mitgefihrt werden muissen. Diese sind nicht fir alle GVP
vorhanden. Zudem unterscheiden sich diese Materialien im Verarbeitungsgrad und der Matrix
oftmals vom zu quantifizierenden Probenmaterial. Folglich ist davon auszugehen, dass die qPCR-
Effizienz bei Proben (vor allem bei hoch prozessierten Proben) schlechter ist, als bei
Referenzmaterialien. Die Effizienz der Vervielfaltigung ist einer der grof3ten Einflussfaktoren auf
das Messergebnis in der gPCR. Vor allem matrix- oder extraktionsbedingte PCR-Inhibitoren sind
mafgebliche Storfaktoren in der gPCR, die das Messergebnis erheblich beeinflussen kénnen.
Da das zu verwendende Referenzmaterial im Rahmen der Zulassung fur jede GVP festgelegt
wird, dient das Referenzmaterial als Anknutpfungspunkt fur die Quantifizierung und ermdglicht so
eine Harmonisierung der Analyseergebnisse.

Digitale PCR

Eine Mdglichkeit, den negativen Einflussfaktoren der gPCR zu begegnen, ist die Nutzung der
digitalen PCR (dPCR). Die sogenannte dritte Generation der PCR wird seit einigen Jahren auch
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in der GVO-Analytik zur Quantifizierung des GVP-Anteils eingesetzt [9]. Bei der dPCR wird der
Reaktionsansatz der PCR auf viele Kompartimente aufgeteilt, in denen jeweils separate PCR-
Reaktionen ablaufen. Anschliel3end werden die Kompartimente gezahlt und das Verhéltnis aus
positiven zur Gesamtheit aller Kompartimente gebildet. Unter Einbeziehung der Poisson-
Korrektur kann dann die Ausgangskonzentration des Probenmaterials bestimmt werden [14, 15].

Der Vorteil dieser Technik ist, dass die PCR nur so effizient ablaufen muss, dass man positive
von negativen Kompartimenten eindeutig unterscheiden kann. Das bedeutet, dass die PCR-
Effizienz bei der dPCR einen deutlich geringeren Einfluss auf das Messergebnis hat als bei der
gPCR. Das Aufteilen des Reaktionsmix auf einzelne Kompartimente flhrt auRerdem zu einer
Aufkonzentrierung der nachzuweisenden DNA pro Kompartiment [16]. Die Quantifizierung erfolgt
ohne die Verwendung von externen Standards und damit innerhalb der Probe selbst, so dass
auch der Einfluss des Unterschieds von Proben- zu Referenzmaterial auf die Quantifizierung
wegfallt.

Mittlerweile wurden fur nahezu alle kommerziell verfiigbaren Referenzmaterialien sogenannte
conversion factors ermittelt, die eine Umrechnung der mittels dPCR bestimmten DNA-
Kopienzahlen-Verhéltnisse in m/m % erlauben [17]. Zudem hat das BVL Leitlinien zur
Verifizierung von Methoden mittels digitaler PCR der § 64 LFGB Arbeitsgruppe GVO verdffentlicht
[18]. Damit sollte eine Umstellung der Methoden des European Union Reference Laboratory for
Genetically Modified Food and Feed (EURL GMFF) erleichtert werden.

Botanische Verunreinigungen

Bestandteile von GVP konnen auch als botanische Verunreinigungen oder Fremdbesatz in
Lebens- und Futtermittel gelangen. Im Lebensmittelrecht sind keine expliziten Hdchstwerte fir
Verunreinigungen beispielsweise von Olsaaten durch Saaten anderer Pflanzenarten festgelegt.
Jedoch wird bei Olsaaten oder -friichten eine botanische Verunreinigung von maximal 0,5 %, die
aus einem vorangegangenen Herstellungsverfahren stammen, toleriert [19]. Aus dem
Futtermittelbereich ist die Anforderung einer Reinheit von 95 % gemal Artikel 26 Abs. 3 und
Anhang | der EU-Futtermittelverordnung Nr. 767/2009 bekannt. Botanische Verunreinigungen
fallen in den Geltungsbereich der Verordnungen 1829/2003 und 1830/2003. Lebensmittel oder
Lebensmittelzutaten mit Anteilen von in der EU nicht zugelassenen GVO auch aus botanischen
Verunreinigungen dirfen daher nicht in den Verkehr gebracht werden [20].

Liegen Anhaltspunkte auf ,artfremde” Bestandteile einer zugelassenen GVP vor, ist zundchst zu
prufen, ob ggf. eine nicht deklarierte Zutat vorliegt. Falls dies auszuschliel3en ist, greift auch bei
botanischen Verunreinigungen die Ausnahmeregelung von der Kennzeichnungspflicht fir
zufallige oder technisch unvermeidbare Verunreinigungen. Hierfir muss eine quantitative oder
zumindest halbquantitative Bestimmung der jeweiligen Pflanzenart durchgefiihrt werden. Betragt
der Anteil der Spezies, die GV Anteile enthalt, weniger als 0,1 %, ist generell davon auszugehen,
dass die Verunreinigung zufallig oder technisch unvermeidbar ist [20].

NEUE GENOMISCHE TECHNIKEN IN DER PFLANZENZUCHT (GENOME EDITING)

Bei der ,klassischen Griunen Gentechnik I&sst sich die Position der genetischen Modifikation im
pflanzlichen Genom nicht vordefinieren. Darin unterscheidet sich diese Technik von den neuen
genomischen Techniken (NGT), die auch unter dem Begriff ,Genome Editing’
zusammengefasst werden. Mit Methoden wie z.B. ZFN (Zinkfingernukleasen), TALEN

Seite 6 von 14



LEBENSMITTELCHEMISCHE GESELLSCHAFT () Ch
Fachgruppe in der GESELLSCHAFT DEUTSCHER CHEMIKER ‘U

(transcription activator-like effector nuclease) oder dem CRISPR/Cas-System kann die Stelle im
Genom, an der eine genetische Veranderung induziert werden soll, prazise vorherbestimmt
werden. Abhangig davon, wie die Veranderungen und welche Veranderungen erzeugt werden
sollen, konnen diese Techniken in SDN-1, SDN-2 oder SDN-3 eingeteilt werden (SDN = site-
directed nuclease; Abbildung 3) [21].

Bei der SDN-1-Technik wird die Nuklease gezielt an eine vorher definierte Position im
Pflanzengenom gelenkt, an der die Modifikation der DNA erfolgen soll. Dort wird ein DNA-
Doppelstrangbruch erzeugt und anschliel3end vom zelleigenen Reparaturmechanismus repariert.
In der Regel wird dieser Doppelstrangbruch fehlerfrei repariert. Es kommt jedoch auch vor, dass
einzelne Nukleotide ersetzt (Basenaustausch), hinzugefiigt (Insertion) oder entfernt (Deletion)
werden. Der Effekt ist meist das Abschalten der Funktion des modifizierten Gens.

Bei der SDN-2-Technik erfolgt ebenfalls ein Doppelstrangbruch wie bei der SDN-1-Technik,
allerdings wird zusatzlich ein Oligonukleotid zugegeben, das sich von der zu modifizierenden
DNA nur in einem oder wenigen Nukleotiden unterscheidet. Der zelleigene
Reparaturmechanismus nimmt diese zugegebene DNA als Vorlage fir die Reparatur des
Doppelstrangbruchs und fugt dadurch auch die kleine Veranderung in das Pflanzengenom ein.

Die SDN-3-Technik entspricht dem Vorgehen der SDN-2-Technik. Allerdings wird hier eine
Fremd-DNA (im Fall von Cisgenese eine artidentische DNA) hinzugegeben, die als Vorlage fir
die Reparatur dient und an der Position des Doppelstrangbruchs eingefiigt werden soll. Die
Ergebnisse der SDN-3-Technik unterscheiden sich von den Ergebnissen der , klassischen®
Grinen Gentechnik dadurch, dass der Einbau der Fremd-DNA an einer nun vordefinierten
Position im pflanzlichen Genom erfolgt und nicht mehr zufallig.

SDN-1 SDN-2 SDN-3
Doppelstrangbruch Doppelstrangbruch Doppelstrangbruch
SDN SDN SDN
‘ Zugabe von Zugabe von
. Deletion DNA mit Mutation DNA mit Fremd-DNA
I L J
$ 3 3
Basenaustausoh LN ] S S
T S S S
l Reparatur l Reparatur
Insertion

Abbildung 3: Schematische Ubersicht der SDN-Techniken und den damit erzeugten genetischen Veranderungen
(basiert auf [21]). Bei SDN-1 und SDN-2 werden nur sehr kleine Modifikationen an einer vordefinierten Position im
Genom vorgenommen. Bei SDN-3 kénnen auch gréRere DNA-Fragmente in das Genom an einer vordefinierten
Position eingebracht werden.

Weltweiter Status genomeditierter Pflanzen

Die Regulation von genomeditierten Pflanzen wird weltweit sehr unterschiedlich betrachtet
(Abbildung 4). In einigen Landern werden diese Pflanzen, sofern keine Fremd-DNA eingefiigt
wurde, nicht als GVO eingestuft und daher auch nicht reguliert [22]. Dies betrifft vor allem

Seite 7 von 14



\Nﬁl/ LEBENSMITTELCHEMISCHE GESELLSCHAFT () Ch
| ChG, Fachgruppe in der GESELLSCHAFT DEUTSCHER CHEMIKER ™~ —~

Pflanzen, in denen genetische Veranderungen mittels SDN-1- oder SDN-2-Technik erzeugt
wurden, da hier nur sehr kleine, gezielte Veranderungen herbeigefiihrt werden, die auch auf
natirliche Art und Weise erzeugt werden kénnten. Es handelt sich dabei i. d. R. um kleine
Punktmutationen oder Insertionen/Deletionen einzelner Nukleotide.

Die Beurteilung von Organismen, die durch die NGT verandert wurden, kann prozessbezogen
oder produktbezogen erfolgen. Bei einer prozessbezogenen Beurteilung spielt ausschlielich die
zur genetischen Veranderung verwendete Methode eine Rolle, wohingegen das finale Produkt
und die darin enthaltene genetische Veranderung bei der produktbezogenen Beurteilung wichtig
sind, unabhangig von der verwendeten Methode.

Die meisten Lander, die bereits eine rechtliche Regelung auf nationaler Ebene implementiert
haben, folgen eher einer produktbezogenen Beurteilung [23]. Im Gegensatz dazu folgt die EU
eher einer prozessbezogenen Beurteilung [24]. So ist es auch nicht Uberraschend, dass vor allem
in den Landern mit produktbezogener Beurteilung bereits einige genomeditierte Pflanzen
kommerziell angebaut werden.

&

i |

keine Angabe @ «keine Regulierung Einstufung ausstehend @ cinstufung als GVO

Abbildung 4: weltweiter Regulierungsstatus bezuglich genomeditierter Pflanzen [22]

Die Anwendung neuer genomischen Techniken bei Pflanzen schreitet rasch voran, jedoch sind
nur sehr wenige genomeditierte Pflanzen kommerziell erhéltlich. Verschiedene Datenbanken
sollen einen Uberblick tiber die aktuellen Entwicklungen geben. EU-SAGE (European
Sustainable Agriculture Through Genome Editing; [25]) hat eine interaktive Datenbank zu
genomeditierten Pflanzen entwickelt (https://www.eu-sage.eu/genome-search), die zum einen
die aktuellen Anwendungen genomeditierter Nutzpflanzen in den verschiedenen L&ndern
aufzeigen und zum anderen die Offentlichkeit, einschlieRlich der Politik, sachgerecht und
verstandlich Uber die Anwendungen informieren soll. Aus den darin enthaltenen Informationen
(siehe Abbildung 5) wird deutlich, dass sich die Anwendungsbereiche im Vergleich zur
klassischen Gentechnik verschieben. Wahrend bei den klassischen GVO nach wie vor
herbizidtolerante und insektenresistente Pflanzen am weitesten verbreitet sind, stehen bei den
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genomeditierten Pflanzen zunehmend Toleranzen gegeniiber biotischem und abiotischem Stress
sowie verbesserte Qualitatseigenschaften im Vordergrund.

54 Sensorische Merkmale m Lagerfahigkeit

m Herbizidtoleranz m Biotischer Stress

Industrielle Anwendungen 92 Abiotischer Stress

212 Ertragssteigerung / Wachstum 192 Qualitatsmerkmale

Abbildung 5: Verteilung der Anwendungsbereiche fiir genomeditierte Pflanzen nach Eintrdgen in der EU-SAGE-
Datenbank. Die Zahlen geben die Anzahl der Eintréage in der Datenbank an (Stand: November 2024).

Neben haufig angebauten Nutzpflanzen wie Mais, Soja, Raps und Baumwolle enthalt die
Datenbank auch Eintrage zu genomeditierten Nutzpflanzen wie z. B. Karotte, Melone oder
Erdnuss, die einer gentechnischen Veranderung bisher nicht oder nur schwer zuganglich waren.

Da die genetischen Veranderungen durch Genome Editing mittels SDN-1 und SDN-2 jedoch nicht
von Modifikationen zu unterscheiden sind, die auf natlrliche Art und Weise (z. B. durch
Sonnenstrahlen) oder durch klassische Mutagenese (radioaktive Strahlung, mutagene
Substanzen) entstanden sind, war lange unklar, wie die mittels Genome Editing erzeugten
Organismen in der EU rechtlich einzustufen sind. Mit dieser Frage beschaftigte sich der
Europaische Gerichtshof (EuGH) ab 2016 [26].

EuGH-Urteil zur rechtlichen Einordnung von Mutageneseverfahren

Im Juli 2018 urteilte der EuGH, dass Organismen, die unter Anwendung von
Mutageneseverfahren erzeugt wurden, als gentechnisch verédnderte Organismen (GVO)
entsprechend der Richtlinie 2001/18/EG zu bewerten sind und damit den Regularien der
Gentechnikgesetzgebung unterliegen. Eine Ausnahme gilt fir Mutageneseverfahren, die
herkbmmlich bei einer Reihe von Anwendungen verwendet wurden und seit langem als sicher
gelten (z. B. Bestrahlung oder mutagene Substanzen; [27]). Organismen, die mit diesen
Techniken  hergestellt  werden, sind demzufolge von den Regularien der
Gentechnikgesetzgebung ausgenommen. Allerdings stellt es der EuGH den EU-Mitgliedsstaaten
frei, auch diese Organismen auf nationaler Ebene den in der Richtlinie 2001/18/EG vorgesehenen
oder anderen Verpflichtungen zu unterwerfen.

Die Methoden des Genome Editing hingegen wurden nach 2001 entwickelt und sind nicht von
den Regularien der Gentechnikgesetzgebung ausgenommen. Das bedeutet, dass Pflanzen, die
mittels Genome Editing genetisch veréndert wurden, in der EU als GVO eingestuft werden. Diese
missen daher in einem aufwendigen und teuren Prozess zugelassen und Produkte entsprechend
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der Verordnungen 1829/2003 und 1830/2003 gekennzeichnet werden [1, 3, 4]. Nicht zugelassene
genomeditierte Organismen durfen nicht auf den EU-Markt gebracht werden.

Auswirkungen des EuGH-Urteils auf die analytische Uberwachung gentechnisch
veranderter Organismen

Das EuGH-Urteil stellt die Uberwachungsbehérden vor die groBe Herausforderung, die
analytische Uberwachung der Nutzung von genomeditierten Pflanzen in der EU zu gewahrleisten.
Hierfir muss nicht nur die genetische Modifikation eindeutig nachgewiesen werden, sondern
auch die fur die Erzeugung dieser Modifikation verwendete Technik, sofern diese genetischen
Maodifikationen auch auf natirliche Weise entstehen kdnnten. Derzeit laufen in der EU keine
Zulassungsverfahren fir mit Genome Editing (SDN-1 und SDN-2) hergestellte GVP, so dass
spezifische Nachweisverfahren fir weltweit bereits kommerziell genutzte genomeditierte
Organismen derzeit nicht zur Verfiigung stehen (Stand: November 2024).

2020 hat die Publikation von Chhalliyil, et al. [28] flr groRes Aufsehen gesorgt, in der eine
spezifische gPCR-basierte Methode fir die Identifikation und Quantifizierung eines
genomeditierten, herbizidtoleranten Rapses der Firma CIBUS vorgestellt wurde. Die Arbeiten
wurden durch Organisationen finanziert, die der Gentechnik generell kritisch gegenlberstehen.
In diesem genomeditierten Raps basiert die Herbizidtoleranz auf einem Einzelbasenaustausch
im AHAS-1C-Gen. Der gleiche Einzelbasenaustausch liegt auch im sehr homologen AHAS-3A-
Gen vor, allerdings nicht nur im CIBUS-Raps, sondern auch im Clearfield-Raps, der nicht mittels
NGT hergestellt wurde. Die Autoren beschreiben in ihrer Publikation, dass die Methode direkt in
die Routineanalytik eingefiihrt werden kann und allen Vorgaben der GVO-Analytik [29] entspricht.
Dies hat das Bundesamt flr Verbraucherschutz und Lebensmittelsicherheit (BVL) in sehr
ausfiihrlichen Analysen untersucht und kam zu den Ergebnis, dass die Methode in der Tat sehr
sensitiv ist, jedoch nicht ausreichend spezifisch und robust [30]. Folglich kann diese Methode
nicht als amtliche Methode in der Routinetiberwachung von GVP eingesetzt werden.

Das Bundesministerium fur Erndhrung und Landwirtschaft (BMEL) forderte von 2021 bis 2023
eine Machbarkeitsstudie zu ,Nachweis- und Identifizierungsverfahren flir genomeditierte
Pflanzen und pflanzliche Produkte®, die am IPK Gatersleben und der Christian-Albrechts-
Universitat zu Kiel an Gerste und Raps durchgefuhrt wurde. In diesem Projekt konnten
Nachweismethoden fir die eingebrachten Mutationen entwickelt werden. Zur Unterscheidung der
genomeditierten Pflanze von der Vergleichslinie wurde der Ansatz verfolgt, weitere Mutationen in
raumlicher Nahe zur induzierten Mutation zu nutzen. Solche Mutationen konnten jedoch in keiner
der Pflanzen identifiziert werden, so dass in diesem Projekt keine Methoden zur eindeutigen
Identifizierung der genomeditierten Pflanzen erarbeitet werden konnten
(https://www.ble.de/SharedDocs/Meldungen/DE/2024/240702 genomeditierte Pflanzen.html).

Auch die Uberwachungsbehérden arbeiten derzeit an der Entwicklung von Nachweismethoden
fur die Detektion von genomeditierten Organismen. Besonders aktiv ist dabei die vom BVL
organisierte Arbeitsgruppe § 28b GenTG, die verschiedene molekularbiologische Methoden
(gPCR, dPCR, NGS) anwendet, um Mutationen zu detektieren, die mittels Genome Editing in die
Pflanze eingebracht wurden. So beschattigt sich die Arbeitsgruppe mit Nachweismethoden fur
die Calyno Sojabohne der Firma Calyxt, den Wachsmais der Firma Corteva Agriscience und die
GABA-Tomate von der Firma Sanatech Seeds [31].
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Das hierfir verwendete Methodenspektrum deckt sich mit den Methoden, die das European
Network of GMO Laboratories (ENGL) als geeignet erachtet hat [32, 33]. Ein Problem bei der
Entwicklung von Nachweismethoden ist die mangelnde Verflugbarkeit von Referenzmaterial.
Solange kein Zulassungsantrag in der EU gestellt wurde, sind Hersteller nicht verpflichtet,
Referenzmaterial fur die jeweilige genomeditierte Pflanze zur Verfiigung zu stellen. Folglich
fehlen diese Materialien, um entwickelte Nachweismethoden auch mit realen Proben testen und
entsprechend der Vorgaben zur GVP-Analytik validieren zu kénnen. Dies ist vor allem deshalb
wichtig, da publizierte Sequenzinformationen, die fir die Methodenentwicklung verwendet
werden, nicht zwangslaufig mit den Sequenzen der kommerzialisierten GVP Ubereinstimmen.
Daher ist es fir Kontroll- und Uberwachungslabore unerlasslich, auch die praktische
Anwendbarkeit der Methoden zu zeigen. Dabei sind sie auf die Kooperationsbereitschaft der
Hersteller angewiesen, die jedoch erwartungsgemal’ derzeit nur in geringem Ausmald vorhanden
ist. Oft ist aber auch die Beschaffung der Sequenzinformationen sehr schwierig, so dass die
Entwicklung neuer, DNA-basierter Nachweisverfahren in diesen Fallen nicht mdglich ist. Die
europaische GVO-Datenbank EUginius (https://www.euginius.eu) listet daher neben den
klassischen GVO auch einige genomeditierte Organismen auf und bietet z. T. auch detaillierte
Informationen beziiglich der genetischen Modifikation(en). Diese Datenbank enthalt jedoch nur
eine Auswahl und keine vollstéandige Liste der genomeditierten Organismen.

Unter Verwendung von DNA-basierten Nachweisverfahren ist es generell moglich, auch kleine
Modifikationen der DNA, sofern sie vorher bekannt sind, nachzuweisen. Allerdings ist die
eindeutige Identifizierung im Sinne eines Event-spezifischen Nachweises durchzufuhren. Das
ENGL fihrt diesbeziiglich aus, dass es selbst fir Hersteller von genomeditierten Organismen
schwer bis unmoglich sein dirfte, entsprechende Event-spezifische Nachweismethoden bei der
Zulassung in der EU zur Verfiigung zu stellen.

Vorschlag der EU-Kommission zur Neuregelung genomeditierter Pflanzen

Die aktuelle rechtliche Situation in der Europaischen Union beziiglich genomeditierter Pflanzen
ist aus wissenschaftlicher und wirtschaftlicher Sicht, aber auch aus Sicht der Uberwachung sehr
unbefriedigend. Um den neuen Entwicklungen Rechnung zu tragen, hat die EU-Kommission im
Juli 2023 einen Vorschlag firr eine Anderung der Gentechnikgesetzgebung bei genomeditierten
Pflanzen verdffentlicht.

Darin werden die mittels neuer genomischer Techniken hergestellte Pflanzen in zwei Kategorien
eingeteilt: genomeditierte Pflanzen, die keine Fremdgene enthalten und deren Verdnderung auch
auf naturliche Weise entstehen konnte, sollen zur Kategorie 1 zugeteilt werden, alle anderen
genomeditierten Pflanzen zur Kategorie 2.

Genomeditierte Pflanzen der Kategorie 1 werden konventionell geziichteten Pflanzen in den
meisten Punkten gleichgestellt. Wichtige Ausnahmen sind u. a. diese folgenden Punkte:

e Eintrag in eine Datenbank

e Kennzeichnungspflicht fir Saatgut

¢ Notifizierungspflichten

e keine Anwendung im Okolandbau

e Sortenzulassung mit einer angepassten Sicherheitsbewertung bleibt bestehen
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Pflanzen der Kategorie 2 sollen unter die EU-Gentechnikregulierung fallen, jedoch mit einem

angepassten Zulassungsprozess.

rechtl. Situation vor dem EuGH-Urteil 2018

rechtl. Situation nach dem EuGH-Urteil 2018

VO-Vorschlag der EU-Kommission 2023
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Abbildung 6: Anderungen der rechtlichen Situation fiir genomeditierte Pflanzen in der Europaischen Union

Position der AG ,,Biochemische und molekularbiologische Analytik“ der GDCh

Die Entwicklung von Nachweismethoden fir Organismen, die unter Verwendung der neuen
genomischen Techniken hergestellt wurden, ist ohne geeignetes Referenzmaterial und valide
Sequenzinformationen nicht mdglich. Selbst wenn diese beiden Voraussetzungen erfillt sind,
konnen zwar kleine DNA-Modifikationen nachgewiesen werden, jedoch nicht die Technik, mit der
diese DNA-Modifikationen in die Pflanze eingebracht wurden. Somit lassen sich genetische
Modifikationen zwar nachweisen, genomeditierte Organismen jedoch nicht eindeutig
identifizieren [33]. Eine Kontrolle und rechtssichere Identifizierung von genomeditierten
Organismen, die nur einzelne, kleine Punktmutationen aufweisen, ist daher nach derzeitigem
Stand der Wissenschaft nicht moglich.
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