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Der folgende Text fasst die Risikobewertung von gentechnisch veranderten Organismen zusam-

men, die fur ein Freisetzungsvorhaben in Deutschland genutzt werden sollen. Der Text ist Be-

standteil des Genehmigungsbescheids, der zu einem Antrag auf Genehmigung einer Freisetzung

von gentechnisch veranderten Organismen nach der Richtlinie 2001/18/EG und dem deutschen

Gentechnikgesetz (GenTG) erteilt worden ist. Der Bescheid wurde vom Bundesamt fiir Verbrau-

cherschutz und Lebensmittelsicherheit (BVL) als der in Deutschland nach dem Gentechnikrecht

zustandigen Behoérde ausgestellt und enthalt die Abschnitte:
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Genehmigung

Nebenbestimmungen

Begriindung

Genehmigungsvoraussetzungen gemaf § 16 GenTG
Genehmigungsvoraussetzungen gemaf § 16 Abs. 1 Nr. 1 GenTG
Genehmigungsvoraussetzungen gemal § 16 Abs. 1 Nr. 3 GenTG
Genehmigungsvoraussetzungen gemaf § 16 Abs. 1 Nr. 2 GenTG
Genehmigungsvoraussetzungen gemaf § 16 Abs. 4 und 5 GenTG
Wiirdigung und Bescheid der Einwendungen

Kosten

Rechtsbehelfsbelehrung

Nur der Bescheid ist rechtlich verbindlich. Der folgende Auszug umfasst das Kapitel I11.1.2. des

Bescheides und wurde fur das Biosafety Clearing-House zusammengestellt.

[11.1.2.1. Bewertung der durch die Ubertragenen Nukleinsauresequenzen bewirkten Verande-
rungen in den gentechnisch veranderten Pflanzen

(a) Das synthetische pat-Gen

Das synthetische pat-Gen in den gentechnisch veranderten Maispflanzen kodiert eine Phos-
phinothricin-Acetyltransferase (PAT).

L-Phosphinothricin ist ein Glutaminsaure-Analog und inhibiert die pflanzliche Glutaminsyn-
thetase. Die Hemmung der Glutaminsynthetase hat durch die Akkumulation von Ammonium
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den Zelltod zur Folge. Aus diesem Grund findet Phosphinothricin (Glufosinat-Ammonium) als
Wirkstoff in dem nicht-selektiven Herbizid Basta® Verwendung. Phosphinothricin enthalt die
Enantiomeren D- und L-Phosphinothricin im Verhaltnis 1 : 1. D-Phosphinothricin wirkt nicht
als Glutaminsynthetase-Hemmstoff.

Im Unterschied zu nicht gentechnisch veranderten Pflanzen, die mit Phosphinothricin behan-
delt werden, wird in den gentechnisch veranderten Pflanzen das L-Phosphinothricin durch
die Phosphinothricin-Acetyltransferase acetyliert, wodurch N-Acetyl-L-Phosphinothricin ent-
steht, das keine herbizide Wirkung hat. Die gentechnisch veranderten Pflanzen sind dadurch
tolerant gegeniiber dem Herbizid Phosphinothricin. Die Substratspezifitat der Phosphinothri-
cin-Acetyltransferase ist hoch. Selbst das Phosphinothricin-Analog Glutamat wird kaum um-
gesetzt. D-Phosphinothricin wird durch die Phosphinothricin-Acetyltransferase nicht metabo-
lisiert.

Die gentechnisch veranderten Maispflanzen sollen mit Phosphinothricin behandelt werden.
Das dabei in den Pflanzen gebildete N-Acetyl-L-Phosphinothricin wird aufgrund seiner guten
Wasserloslichkeit wahrend des weiteren Pflanzenwachstums in den Pflanzen verteilt. Dabei
findet durch die Zunahme der Biomasse eine Konzentrationsabnahme statt. Es gibt keine
Hinweise, dall N-Acetyl-Phosphinothricin in den gentechnisch veranderten Pflanzen weiter
metabolisiert wird.

Aus den auf dem Feld verbleibenden Teilen der gentechnisch veranderten Pflanzen gelangt
das in diesen noch befindliche N-Acetyl-Phosphinothricin bei der Verrottung in den Boden
und wird dort durch Mikroorganismen wieder in L-Phosphinothricin umgesetzt. D/L-
Phosphinothricin wird im Boden, ebenfalls durch Mikroorganismen, abgebaut.

Nach den vorgelegten Daten weist N-Acetyl-L-Phosphinothricin eine deutlich geringere Toxi-
zitat als Phosphinothricin auf. Phosphinothricin ist von der Biologischen Bundesanstalt nach
dem Pflanzenschutzgesetz zugelassen. Im Rahmen dieser Zulassung wurde auch eine toxi-
kologische und 6kotoxikologische Bewertung des Mittels vorgenommen.

Schéadliche Einwirkungen der in den gentechnisch veranderten Pflanzen enthaltenen Phos-
phinothricin-Acetyltransferase waren bei einem Verzehr von Pflanzenteilen durch Tiere oder
Menschen ebenfalls nicht zu erwarten. Bei einer oralen Aufnahme ware davon auszugehen,
dafd das Enzym ebenso wie Proteine im allgemeinen im Verdauungstrakt abgebaut wirde.

Die gentechnisch veranderten Pflanzen werden nach Versuchsende entsorgt und sind nicht
zum Verzehr oder zur Verfitterung vorgesehen. Zu Versuchszwecken oder als Saatgut ge-
erntete Maiskdrner werden in eine entsprechende Anlage gebracht und sind ebenfalls nicht
zum Verzehr oder zur Verfltterung vorgesehen. Selbst bei einem unbeabsichtigten Verzehr
durch Tiere oder Menschen waren keine schadlichen Einwirkungen auf deren Gesundheit zu
erwarten.

(b) Die kodierende Sequenz des a-Fragments der p-Galaktosidase

In dem zur Transformation der Maispflanzen verwendeten Vektor pUC/Ac (Ausgangsvektor:
pUC18) wurde das synthetische pat-Gen in die kodierende Sequenz des a-Fragments der 3-
Galaktosidase inseriert. Das native Enzym B-Galaktosidase spaltet p-D-Galaktoside in Ga-
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laktose und die entsprechende Alkoholverbindung. Das physiologisch wichtigste Substrat ist
Lactose, die in Galaktose und Glucose hydrolysiert wird. Als a-Fragment werden die ersten
146 aminoterminalen Aminosauren der B-Galaktosidase bezeichnet. Das a-Fragment alleine
ist enzymatisch nicht aktiv, eine Komplementation in geeigneten Wirten ist jedoch mdglich.
Durch die Insertion des pat-Gens wurde die fir das a-Fragment der B-Galaktosidase kodie-
rende Sequenz unterbrochen, so dal sie u. a. in E. coli-Bakterien, die den Vektor pUC/Ac
enthalten, nicht mehr fir ein komplementationsfahiges a-Fragment kodieren kann. Dies er-
moglichte bei der Klonierung des pat-Gens in E. coli die Selektion derjenigen Bakterien, in
denen das Gen in den Vektor pUC18 integriert worden war.

Die unterbrochene Sequenz des a-Fragments der p-Galaktosidase steht unter der Kontrolle
eines bakteriellen Promotors. Ein funktionsfahiges Genprodukt wird durch diese Sequenz
nicht kodiert. Veranderungen in den gentechnisch veranderten Maispflanzen aufgrund des
Vorhandenseins dieser Sequenz sind nicht zu erwarten.

(c) Das pB-Lactamase-Gen

Das B-Lactamase-Gen wurde als Bestandteil des Vektors pUC18 in die Maispflanzen einge-
fuhrt. Durch PCR-Versuche mit spezifischen Primer-Kombinationen wurde von der Firma Ag-
rEvo nachgewiesen, dal® das 3'-terminale Ende des pB-Lactamase-Gens in das Mais-Genom
integriert wurde. PCR-Untersuchungen mit Primern komplementar zum 5’-terminalen Be-
reich des p-Lactamase-Gens fuhrten weder in 5°-3"- noch in 3°-5°-Richtung zu amplifizierten
DNA-Fragmenten. Dieses Ergebnis deutet darauf hin, daf® das Plasmid pUC18 zur Integrati-
on in dieser Region gespalten wurde. Es ist daher nicht zu erwarten, dal das in den gen-
technisch veranderten Maispflanzen vorhandene, unvollstandige p-Lactamase-Gen ein funk-
tionsfahiges Enzym kodieren kann.

Die Firma Hoechst hat an Nachkommen des Transformationsereignisses T2s Untersuchun-
gen zur B-Lactamase-Aktivitdt durchgefihrt. Dabei wurde in Proteinextrakten aus Blattern
der gentechnisch veranderten Pflanzen keine solche Aktivitat festgestellt.

(d) Regulationssequenzen

Die gentechnisch veranderten Maispflanzen enthalten ins Genom integriert den 35S-
Promotor und -Terminator des Cauliflower Mosaic Virus (CaMV), den Promotor des -
Lactamasegens, und den Promotor des Lactose-Operons aus dem Plasmid pUC18.

Die 35S-Promotor- und Terminatorsequenzen regeln die Expression der zwischen ihnen lie-
genden kodierenden Sequenz der Phosphinothricin-Acetyltransferase in den gentechnisch
veranderten Pflanzen. Ausfihrungen zu den Auswirkungen der Bildung dieses Enzymes in
den Pflanzen finden sich unter I11.1.2.1 (a).

(e) Der Replikationsursprung des Plasmids pBR322

Die vorgelegten Ergebnisse der PCR-Untersuchungen zeigen, dal® der Bereich des Plasmids
pUC18 in das Maisgenom integriert wurde, in dem der Replikationsursprung lokalisiert ist.
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Bei der Bewertung wurde deshalb davon ausgegangen, dal} der Replikationsursprung in das
Pflanzengenom integriert wurde.

Der Replikationsursprung von pBR322 erméglichte die Vermehrung des Vektors pUC/Ac in
E.coli-Bakterien, aus denen der Vektor nach der Vermehrung isoliert und dann zur Mais-
transformation verwendet wurde. Der Replikationsursprung stammt aus dem Plasmid pMB1,
das zur Gruppe der ColE1-dhnlichen Plasmide gehort. Das ColE1-Replikon besitzt einen en-
gen Wirtsbereich, der auf E. coli und einige verwandte Bakterienarten beschrankt ist. Der
Replikationsursprung von pBR322 funktioniert nicht in den Zellen der Maispflanzen.

j] Positionseffekte und Kontextanderungen; Allergenitat

Die Expressionsstarke von Genen, die mittels gentechnischer Methoden in das Genom von
Pflanzen integriert werden, ist abhangig vom Insertionsort im Chromosom bzw. von der Um-
gebung des Insertionsorts ("Positionseffekt"). Unter Freilandbedingungen kann die Expressi-
onsstarke zudem durch Umwelteinflisse, z. B. durch die Temperatur, beeinflul3t werden. Im
vorliegenden Fall konnte dies dazu fuhren, dafl3 die gentechnisch veranderten Pflanzen im
Freiland nicht in gleichem Maf tolerant gegentber Phosphinothricin sind wie unter Klima-
kammer- oder Gewachshausbedingungen. Dies kdnnte bei Anwendung von Phosphinothricin
zu einer Schadigung der gentechnisch veranderten Pflanzen fliihren. Risiken fur die Umwelt
oder die Gesundheit von Menschen oder Tieren sind daraus nicht abzuleiten. Auch im Hin-
blick auf die Ubrigen Ubertragenen Eigenschaften kann aus einer veranderten Expressions-
starke kein Risiko fur die Umwelt oder die Gesundheit von Menschen oder Tieren abgeleitet
werden.

Durch die Insertion der Fremdgene kann es zu Beeinflussungen der Expression oder Regu-
lation pflanzeneigener Gene am bzw. in der Nahe des Insertionsorts kommen. Beeinflussun-
gen pflanzlicher Stoffwechselwege durch solche Vorgange sind méglich. Wahrend der Ver-
mehrung der gentechnisch veranderten Pflanzen im Gewachshaus und auch im Rahmen
weiterer Freisetzungsvorhaben mit den gentechnisch veranderten Maispflanzen wurden je-
doch keine Beobachtungen gemacht, die auf ein solches Ereignis hindeuten.

Bewegliche genetische Elemente (transponierbare Elemente), die durch Transposition im
Genom Effekte auf am Zielort vorhandene Pflanzengene austiben kénnen, kommen nattirli-
cherweise in Pflanzen vor und wurden zuerst beim Mais nachgewiesen. Inaktivierungen von
Genen bzw. Anderungen der Regulation von Genen treten auch durch eine Reihe weiterer
naturlicher Vorgange, z. B. Punktmutationen, Deletionen oder Translokationen, auf und wer-
den Ublicherweise in der Pflanzenzichtung genutzt. Eine mdgliche Beeinflussung pflanzli-
cher Stoffwechselwege durch solche Ereignisse ist daher jederzeit auch in nicht gentech-
nisch veranderten Pflanzen mdglich. Insofern unterscheiden sich die hier freizusetzenden
gentechnisch veranderten Pflanzen in ihren diesbezlglichen Eigenschaften grundsatzlich
nicht von nicht gentechnisch veranderten Pflanzen.

Es ist beim gegenwartigen Kenntnisstand nicht méglich, aus der Aminosauresequenz eines
Proteins Vorhersagen Uber eine mdgliche allergene Wirkung des Proteins zu machen. Je-
doch liegen aus den bisherigen Versuchen mit den gentechnisch veranderten Maispflanzen
in Klimakammern bzw. Gewachshausern sowie aus Freisetzungen in Deutschland und im
Ausland von Pflanzen, die die Phosphinothricin-Acetyltransferase exprimieren, keine Hinwei-
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se auf eine erhohte Allergenitat durch Pollen dieser Pflanzen vor. Von der Firma Hoechst
wurden Untersuchungen zum Gehalt an PAT und zur PAT-Aktivitat in Pollen der gentech-
nisch veranderten Maispflanzen durchgeflihrt. Weder das Protein noch die entsprechende
Enzymaktivitat wurden nachgewiesen.

[11.1.2.2. Bewertung der Fahigkeit der gentechnisch veranderten Maispflanzen, im Freiland zu
Uberdauern oder sich zu etablieren

Maispflanzen und Maissamen sind nicht winterhart. Mais ist unter den klimatischen Bedin-
gungen Mitteleuropas nicht Gberdauerungsfahig. Das in die Maispflanzen bzw. -samen ein-
gefuhrte Erbmaterial verleiht lediglich eine Toleranz gegeniiber dem Herbizidwirkstoff Phos-
phinothricin. Es ist davon auszugehen, daR die Uberdauerungseigenschaften nicht verandert
worden sind.

In dem zur Genehmigung beantragten Versuch ist vorgesehen, den Mais zur Kornerreife ge-
langen zu lassen. Ein Auftreten von Durchwuchsmais ist selbst bei Kérnermais, der in der
Vollreife geerntet wird, in Mitteleuropa nicht beobachtet worden. Sollten dennoch - entgegen
landwirtschaftlicher Erfahrung - nach Beendigung der Freisetzung auf der Versuchsflache
gentechnisch veranderte Maispflanzen auflaufen, so wirden sie durch die vorgesehene
Nachkontrolle erfalt und beseitigt werden. Damit ist eine zeitliche und raumliche Begren-
zung des Freisetzungsvorhabens sichergestellt. Die Antragstellerin hat eine Anbaupause
und Nachkontrolle fir einen Zeitraum von zunachst einem Jahr vorgesehen. Die Dauer der
Nachkontrolle auf nachwachsende Maispflanzen wird bei Beachtung der Nebenbestimmung
[1.7. als ausreichend betrachtet.

Zur Entsorgung sollen die gentechnisch veranderten Maispflanzen sowie die nicht gentech-
nisch veranderten Maispflanzen des Versuchs zur Kérnermaisreife gehackselt und auf der
Versuchsflache zur Verrottung in den Boden eingearbeitet werden. Auch wenn ein Teil der
Maiskorner durch das Hackseln nicht zerstort werden sollte, so ist davon auszugehen, dal}
sich aus diesen unter Freilandbedingungen keine Uberdauerungsfahigen Pflanzen entwickeln
konnen.

111.1.2.3. Bewertung der Moglichkeit einer Ubertragung der eingefiihrten Gene von den gen-
technisch veranderten Maispflanzen durch Pollen auf andere Pflanzen

Eine Ubertragung der eingefiihrten Gene von den gentechnisch veranderten Maispflanzen
auf Pflanzen anderer Arten ist nicht mdglich, da Mais in der mitteleuropaischen Flora keine
Kreuzungspartner besitzt. Im Folgenden wird daher nur auf eine mogliche Pollenibertragung
von den gentechnisch veranderten Maispflanzen auf andere Maispflanzen eingegangen.

Maispollen wird in der Regel durch den Wind verbreitet. Eine - von der Antragstellerin vorge-
sehene - 8 Meter breite Mantelsaat aus nicht gentechnisch veranderten Maispflanzen wird
als hinreichend zur Einschrankung des Austragens von Maispollen aus dem Versuchs-
gelande angesehen. Es ist jedoch nicht auszuschlief3en, daf® auch in einer Entfernung von
mehr als 8 m einzelne Maiskdrner an nicht gentechnisch veranderten Maispflanzen durch
Befruchtung mit Pollen gentechnisch veranderter Pflanzen gebildet werden kénnen.
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Aus den Erwagungsgrinden unter 111.1.2.1. folgt, da® von Maissamen bzw. daraus auf-
wachsenden Pflanzen, die durch Bestdubung mit Pollen der gentechnisch veranderten
Pflanzen entstehen kénnten, selbst bei einem eventuellen Verzehr keine gesundheitlichen
Gefahrdungen zu erwarten waren.

Wie unter 111.1.2.2. dargelegt, waren Maissamen bzw. daraus aufwachsende Pflanzen, die
durch Bestdubung mit Pollen der gentechnisch veranderten Pflanzen entstehen kdnnten,
nicht winterhart und daher nicht in der Lage, zu tUberdauern.

111.1.2.4. Bewertung der Mdglichkeit einer Ubertragung der eingefiihrten Fremdgene von den
gentechnisch veranderten Maispflanzen (ber horizontalen Gentransfer auf Mikroor-
ganismen

Die eingeflihrten Sequenzen sind stabil in Chromosomen der Empfangerorganismen inte-
griert. Beweise firr eine unter natirlichen Bedingungen stattfindende Ubertragung geneti-
scher Information aus Pflanzen und ihrer Expression in Mikroorganismen liegen nicht vor.
Untersuchungen zur Transformationsfahigkeit von Bodenbakterien unter natirlichen Bedin-
gungen lassen jedoch folgern, daf auch eine Ubertragung pflanzlichen genetischen Materi-
als auf Bodenbakterien prinzipiell moglich ist.

Soweit anzunehmen ist, dal® ein genetischer Austausch zwischen taxonomisch so weit von-
einander entfernten Organismen wie Samenpflanzen und Bakterien tatsachlich stattfindet,
ware zu folgern, dal das Vorkommen eines solchen Austauschs von heterologem Erbmate-
rial allein betrachtet kein Sicherheitskriterium sein kann, da als Folge eines solchen Aus-
tauschs immer die Aufnahme von jedwedem heterologem Erbmaterial, also jedweder pflanz-
licher DNA, mdglich ware.

Das synthetische pat-Gen kann auch in Bakterien vom CaMV-Promotor exprimiert werden
und verleiht Resistenz gegenuber dem Herbizidwirkstoff Phosphinothricin. Untersuchungen
zum Abbau von Phosphinothricin in Béden haben gezeigt, dall Enzyme, die eine Acetylie-
rung von Phosphinothricin durchfuhren und damit dessen Inaktivierung bewirken, haufig in
Bodenbakterien vorkommen. Es ist zu bezweifeln, dal® die Anwendung von Phosphinothricin
als Herbizid eine Veranderung der Zusammensetzung der Bodenmikroflora bewirkt, da
Phosphinothricin im Boden sehr schnell inaktiviert wird und zudem ein fur die meisten Bakte-
rien nur sehr gering wirksames Antibiotikum ist. Selbst wenn der Herbizideinsatz zu einer Se-
lektion resistenter Bakterien fihren wirde, wird der Ursprung und die Ausbreitung der Resis-
tenz in den Bakterien selbst begriindet sein und nicht auf einen Gentransfer von gentech-
nisch veranderten Pflanzen auf Mikroorganismen zurtickzufihren sein. Zu einer Erhéhung
der Gesamtfrequenz dieses Resistenzmechanismus bei Bakterien wiirde ein eventuell statt-
findender horizontaler Gentransfer nicht beitragen.

Das in den gentechnisch veranderten Maispflanzen enthaltene Gen fir die a-Untereinheit
der B-Galaktosidase ist durch Insertion des pat-Gens unterbrochen, so daf3, wie bereits unter
[11.1.2.1. ausgefuhrt wurde, kein funktionsfahiges Genprodukt gebildet werden kann. Dies
ware auch in Bakterien der Fall, die die Sequenz fir die a-Untereinheit durch horizontalen
Gentransfer aus den gentechnisch veranderten Pflanzen aufnehmen wirden.
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In den gentechnisch veranderten Maispflanzen liegt eine unvollstandige Kopie des f-
Lactamase-Gens aus pUC18 vor, dem ein bakterieller Promotor vorgeschaltet ist. Die von
der Firma AgrEvo durchgefiihrten, im Antrag enthaltenen PCR-Untersuchungen zeigen, dal}
das 3’-terminale Ende des B-Lactamase-Gens in das Maisgenom integriert wurde. PCR-
Untersuchungen mit Primern komplementar zum 5’-terminalen Bereich des B-Lactamase-
Gens fuhrten weder in 5°-3-Richtung noch in 3°-5"-Richtung zu amplifizierten DNA-
Fragmenten. Dieses Ergebnis deutet darauf hin, dal das Plasmid pUC18 zur Integration in
dieser Region gespalten wurde. Entsprechend lagen der 5°-terminale Bereich und der 3'-
terminale Bereich raumlich getrennt und in nicht funktionaler Orientierung im Maisgenom in-
tegriert vor. Unter diesen Umstanden ware auch nach einem horizontalen Gentransfer nicht
mit der Expression eines funktionsfahigen Genproduktes zu rechnen.

TEM-1-p-Lactamase-Gene, die eine Resistenz gegen eine Reihe von p-Lactam-Antibiotika
verleihen, sind in einer Reihe von Enterobacteriaceen sowie einigen weiteren Gram-
negativen Bakterienarten vorhanden. Durch effektive Transfermechanismen kdnnen Antibio-
tika-Resistenzgene zwischen verschiedenen Bakterien Ubertragen werden. Selbst im Falle
eines horizontalen Gentransfers von den gentechnisch veranderten Pflanzen auf Mikroorga-
nismen wirde somit die Gesamtfrequenz der Resistenzmechanismen in der Umwelt nicht
erkennbar erhéht.

Es ist davon auszugehen, dal der Replikationsursprung von pUC18 (pMB1-Replikon) in den
gentechnisch veranderten Maispflanzen chromosomal integriert vorliegt. In den gentechnisch
veranderten Pflanzen ist diese Nukleinsduresequenz funktionslos; in bestimmten Bakterien
ist hingegen eine Funktion als Replikationsursprung zu erwarten. Das pMB1-Replikon gehdrt
zum Typ der ColE1-Plasmide, die einen auf einige Gram-negative Bakterien begrenzten
Wirtsbereich haben. Im Wesentlichen kann das Replikon in E. coli und nahe verwandten
Bakterienspezies, wie z.B. Serratia oder Salmonella, replizieren. In den meisten Gram-
negativen Bodenbakterien erfolgt keine Replikation. In Enterobakterien treten ColE1-
Plasmide recht haufig auf. Ein Gentransfer ausgehend von Enterobakterien auf andere Bak-
terien ist als weitaus wahrscheinlicher anzusehen als ein horizontaler Gentransfer von den
gentechnisch veranderten Pflanzen auf Bakterien. Es ist deshalb nicht zu erwarten, daf} die
eventuelle Prasenz des Replikationsursprungs von pUC18 im Pflanzenchromosom zu einer
Erhdhung der Gesamtfrequenz des horizontalen Gentransfers beitragt.



