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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 fir Verbrau-

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

zustandigen Behoérde ausgestellt und enthalt die Abschnitte:

l.

I.

[l
..
m.1.1.
m.1.2.
.1.3.
.1.4.
.2
V.

V.

Genehmigung

Nebenbestimmungen

Begriindung

Genehmigungsvoraussetzungen gemaf § 16 GenTG
Genehmigungsvoraussetzungen gemaf § 16 Abs. 1 Nr. 1 GenTG
Genehmigungsvoraussetzungen gemaf § 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 Nukleinsduresequenzen bewirkten Verande-
rungen in den gentechnisch veranderten Pflanzen

(a) Das epsps-Gen

Das epsps-Gen kodiert eine Enylpyruvylshikimat-3-phosphat Synthase (EPSPS). Die endo-
gene EPSPS wie auch die durch Transformation in die Maispflanzen eingebrachte CP4
EPSPS katalysieren im Chloroplasten die Reaktion des Shikimat-3-phosphat mit Phospho-
enolpyruvat zum 5-Enolpyruvylshikimat-3-phosphat, eine Zwischenstufe flir die Biosynthese
aromatischer Aminosauren und anderer aromatischer Substanzen des pflanzlichen Sekun-
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darstoffwechsels. Im Gegensatz zur endogenen EPSPS wird die CP4 EPSPS durch Gly-
phosat nicht gehemmt. Auf diese Weise toleriert der gentechnisch veranderte Mais Applikati-
onen des herbiziden Wirkstoffs Glyphosat.

Die Expression des in dem gentechnisch veranderten Mais enthaltenen epsps-Gens aus Ag-
robacterium sp. Stamm CP4 findet unter der Kontrolle des Act1-Promotors (Oryza sativa)
statt. Die Anwesenheit des act7-Introns aus Reis in der Transkriptionseinheit zielt auf eine
Steigerung der Genexpression. Die Expression einer zweiten Kopie des epsps-Gens findet
unter der Kontrolle des e35S-Promotors aus dem Blumenkohlmosaik-Virus statt. Die Anwe-
senheit des hsp70-Introns aus Zea mays in der Transkriptionseinheit zielt auf eine Steige-
rung der Genexpression. Die Vorschaltung des Chloroplasten-Transitpeptids der EPSPS aus
Arabidopsis thaliana (CTP2) bewirkt den post-translationalen Import der CP4 EPSPS in die
Chloroplasten und wird in der Regel beim Import abgespalten.

Die im gentechnisch veranderten Mais zusatzlich exprimierte CP4 EPSPS katalysiert die
gleiche Reaktion wie entsprechende Enzyme, die naturlicherweise im Mais- und in anderen
Kulturpflanzen vorkommen. Da dem Transitpeptid (CTP2) der EPSPS aus Arabidopsis thali-
ana wie auch anderen derzeit bekannten Signalpeptiden, ob prozessiert oder unprozessiert,
kein gesundheitsschadliches Potential zuerkannt wird, ist davon auszugehen, dass dies auch
fur den Komplex aus Transitpeptid und Enzym (hier CP4 EPSPS) zutrifft. Es gibt keine An-
haltspunkte, die eine toxische Wirkung der neu gebildeten EPSPS erwarten lassen.

Gefahren fur die Gesundheit von Menschen und Tieren oder fur die Umwelt sind durch die
Wirkungsweise der mittels Transformation eingebrachten EPSPS nicht zu erwarten.

(b) Das crylA(b)-Gen

Das crylA(b)-Gen kodiert fur ein Coleopteren-spezifisches Protein-Toxin (Bt-Toxin). Es liegen
keine Hinweise fir eine enzymatische Aktivitat des in dem GVO exprimierten Proteins vor.
Es kann folglich davon ausgegangen werden, dass es neben der Bildung des Bt-Toxins in
der gentechnisch veranderten Pflanze zu keiner weiteren Beeinflussung des pflanzlichen
Stoffwechsels kommt.

Die Expression des in den gentechnisch veranderten Maispflanzen zusatzlich enthaltenen
Gens, welches fir das CrylA(b) aus Bacillus thuringiensis ssp kurstaki kodiert, findet konsti-
tutiv unter der Kontrolle des 35S Promotors des CaMV statt. Der insektizide Effekt von Cry-
Proteinen entfaltet sich nach der Aufnahme des kristallinen Proteins durch das Insekt: Im al-
kalischen Milieu des Darmtraktes des larvalen Insektes kommt es nach Solubilisierung zur
einer Protease-katalysierten Abspaltung des sogenannten &-Endotoxins, welches die perit-
rophe Membran permeiert und an spezifische Rezeptoren des Epitheliums im Mitteldarm
bindet. In Folge andert sich die Durchlassigkeit des Darms flr Elektrolyte und der pH-Wert
des Darmmilieus verschiebt sich. Das Insekt stellt die Nahrungsaufnahme ein und stirbt. Im
Saugetier-Verdauungstrakt existieren keine Rezeptoren fiir das 6-Endotoxin.

In Futterungsstudien, die den Inverkehrbringensantragen zu MON810-Mais beilagen, sind
keine Hinweise auf negative Effekte des Bt-Proteins in der Nahrung von Mausen gefunden
worden. Hinweise auf ein allergenes Potential von Cryla(b) liegen aus diesen Unterlagen
gleichfalls nicht vor.

Das Erntematerial aus dem Freisetzungsvorhaben ist nicht fir die Verwendung als Lebens-
mittel oder zur Verfltterung vorgesehen.



BVL_FO_04_0022_000_V1.1

SEITE 3VON 6

In Freilanduntersuchung der Bundesforschungsanstalt fir Landwirtschaft wurde der Einfluss
des Cryla(b)-Protein auf die im Boden vorhandene mikrobielle Biomasse, die mikrobielle Ak-
tivitat oder die Struktur der Bakteriengemeinschaft ermittelt. Es wurden keine Unterschiede
zwischen dem gentechnisch veranderten Mais und den Kontrolllinien nachgewiesen.

Gefahren flr die Gesundheit von Menschen und Tieren oder fur die Umwelt sind aufgrund
des selektiven Wirkungsmechanismus von Bt-Toxinen, u.a. durch spezifische Rezeptorbin-
dung im Intestinaltrakt von empfindlichen Insekten, nicht zu erwarten.

(c) Weitere innerhalb der transferierten DNA gelegene Sequenz-Abschnitte

Innerhalb des zur Transformation der Elterlinien eingesetzten Plasmides bzw. Plasmidfrag-
mentes befinden sich nach Angaben der Antragstellerin neben den unter (a) und (b) genann-
ten Konstrukten nur noch kirzere Nukleinsaureabschnitte, die als so genannten Polylinker
bei molekularbiologischen Arbeiten als Erkennungssequenzen flir DNA-spaltende Restrik-
tionsendonukleasen dienen. Weitere Funktionen sind fur diese Nukleinsdureabschnitte nicht
bekannt.

(d) Ubertragung anderer als innerhalb der transferierten DNA gelegene Sequenzen

Das Partikelbeschussverfahren fiihrt oft zu Cointegrations- und Rearrangementeffekten “up-
stream” und “downstream® der Insertionsstelle. Beim Ereignis NK603 wurde die Cointegrati-
on einer Chloroplasten DNA-Sequenz sowie eines Bruchstlickes des Reis-Actin—Promotors
festgestellt. In den vorliegenden Antragsunterlagen wird durch Verweis auf Untersuchungs-
ergebnisse hinreichend dokumentiert, dass diese Fragmente keine negativen Auswirkungen
auf die Risikobewertung des NK603 Ereignisses haben.

(e) Positionseffekte und Kontextanderungen; Allergenitat

Die Expressionsstarke von Genen, die mittels gentechnischer Methoden in das Genom von
Pflanzen integriert werden, ist abhangig vom Integrationsort im Chromosom bzw. von der
Umgebung des Integrationsortes (,Positionseffekt). Unter Freilandbedingungen kann die
Expressionsstarke zudem durch Umwelteinflisse, z. B. durch die Temperatur, beeinflusst
werden. Im vorliegenden Fall kénnte dies dazu flhren, dass die Eigenschaften des gentech-
nisch veranderten Maises im Freiland nicht in gleichem Male verandert sind wie unter Kii-
makammer- oder Gewachshausbedingungen. Risiken fur die Umwelt oder die Gesundheit
von Menschen oder Tieren sind daraus nicht abzuleiten.

Durch die Insertion der Fremdgene kann es zu Beeinflussungen der Expression oder
Regulation pflanzeneigener Gene am bzw. in der Nahe des Insertionsorts kommen.
Beeinflussungen pflanzlicher Stoffwechselwege durch solche Vorgange sind maoglich.
Wahrend der bisherigen Arbeiten mit den gentechnisch veranderten Pflanzen in zahl-
reichen Freisetzungsversuchen der Elterlinien sowie mit der Hybride in vier Staaten
der USA (2002) sowie drei Standorten in Frankreich (2000) wurden jedoch keine Be-
obachtungen gemacht, die auf ein solches Ereignis hindeuten.

Bewegliche genetische Elemente (transponierbare Elemente), die durch Transposition im
Genom Effekte auf am Zielort vorhandene Pflanzengene ausliben kénnen, kommen natirli-
cherweise in Pflanzen vor und wurden zuerst in Mais entdeckt. Inaktivierungen von Genen
bzw. Anderungen der Regulation von Genen treten auch durch eine Reihe weiterer natiirli-
cher Vorgange, z. B. Punktmutationen, Deletionen oder Translokationen, auf und werden Ub-
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licherweise in der Pflanzenzichtung genutzt. Eine mogliche Beeinflussung pflanzlicher
Stoffwechselwege durch solche Ereignisse ist daher jederzeit auch in nicht gentechnisch
veranderten Pflanzen moglich. Insofern unterscheiden sich die hier freizusetzenden gen-
technisch veranderten Pflanzen in ihren diesbezuglichen Eigenschaften grundsatzlich nicht
von nicht gentechnisch veranderten Pflanzen.

Es ist beim gegenwartigen Kenntnisstand nicht moglich, aus der Aminosauresequenz eines
Proteins sichere Vorhersagen Uber eine mogliche allergene Wirkung des Proteins zu ma-
chen. Aus zahlreichen Freisetzungen von Pflanzen, die das epsps-Gen unter der Kontrolle
nicht gewebespezifischer Promotoren exprimieren, liegen jedoch keine Hinweise auf eine er-
héhte Allergenitat der Pflanzen vor. Auch zu in Pflanzen exprimiertem CrylA(b)-Protein lie-
gen keine Hinweise auf eine erhéhte Allergenitat vor.

[11.1.2.2. Bewertung der Fahigkeit der gentechnisch veranderten Pflanzen, 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 eine Resistenz gegen den Befall durch bestimmte Lepidopteren
sowie eine Toleranz gegeniiber dem Herbizidwirkstoff Glyphosat. Es ist davon auszugehen,
dass die Uberdauerungseigenschaften nicht verandert worden sind.

Es ist moglich, dass der gentechnisch veranderte Mais im Verlauf der Vegetationsperiode
zur Kornerreife gelangt. Eine Etablierung von Durchwuchsmais ist selbst bei Kérnermais, der
in der Vollreife geerntet wird, in der Flora Mitteleuropas nicht beobachtet worden. Sollten
nach Beendigung der Freisetzung auf der Versuchsflache gentechnisch veranderte Mais-
pflanzen auflaufen, so wirden diese durch die in den Nebenbestimmungen 11.8. zur Auflage
gemachte Anbaupause und Nachkontrolle erfasst und beseitigt werden. Damit wird eine zeit-
liche und rdumliche Begrenzung des Freisetzungsvorhabens unterstutzt.

Nach Abschluss der vorgesehenen Versuchsreihen ist zur Entsorgung vorgesehen, die gen-
technisch veranderten Maispflanzen sowie die nicht gentechnisch veranderten Maispflanzen
zu hackseln und entweder flach in den Boden zur Verrottung einzuarbeiten, auf der Ver-
suchsflache zu kompostieren, oder in einer Biogasanlage zu entsorgen. Auch wenn ein Teil
der Maiskoérner durch das Hackseln nicht zerstért werden sollte, so ist davon auszugehen,
dass sich aus diesen unter Freilandbedingungen keine Uberdauerungsfahigen Pflanzen ent-
wickeln konnen.

Gemal Nebenbestimmung [1.9. sind die nicht gentechnisch veranderten Maispflanzen der
Mantelsaat wie die gentechnisch veranderten Versuchspflanzen zu entsorgen.

111.1.2.3. Bewertung der Méglichkeit einer Ubertragung des eingefiihrten Gens von den gen-
technisch veranderten Maispflanzen durch Pollen auf andere Pflanzen

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

Maispollen wird in der Regel durch den Wind verbreitet. Bei der Erzeugung von Hybrid-
saatgut von Mais wird in der Saatgutverordnung - ohne weitere Isolierungsmaflinahmen - ei-
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ne Mindestentfernung von 200 m zu anderen Maisfeldern vorgeschrieben, um eine Einkreu-
zung durch sortenfremden Pollen ausreichend zu minimieren.

Die Nebenbestimmung 11.7. enthalt Auflagen hinsichtlich der vorzunehmenden Isolations-
mafnahmen fir die Versuchsflache. Diese MaRnahmen dienen zur Einschrankung des Aus-
tragens von Maispollen aus dem Versuchsgelande. Es ist dennoch mdglich, dass einzelne
Maiskorner an nicht gentechnisch veranderten Maispflanzen aullerhalb des Isolationsab-
standes durch Befruchtung mit Pollen gentechnisch veranderter Pflanzen entstehen kdnnen.

Aus den unter [l.1.2.1. ausgefihrten Griinden folgt, dass von Maissamen bzw. daraus auf-
wachsenden Pflanzen, die durch Bestdubung mit Pollen der gentechnisch veranderten
Pflanzen entstehen kdnnten, 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, sich zu etablieren.

111.1.2.4. Bewertung der Mdglichkeit einer Ubertragung der eingefiihrten Fremdgene von den
gentechnisch veranderten Maispflanzen Uber horizontalen Gentransfer auf Mikro-
organismen

(a) Die Expressionskassetten des epsps-Gens und des cryla(b)-Gens

Die eingefiihrte Sequenzen wurde im Zuge der Transformation chromosomal in den Empfan-
gerorganismus integriert und durch Kreuzung der single-trait Linien an die Hybride weiterge-
geben. Untersuchungen zur Transformationsfahigkeit von Bodenbakterien unter natirlichen
Bedingungen lassen folgern, dass auch eine Ubertragung pflanzlichen genetischen Materials
auf Bodenbakterien prinzipiell méglich sein kann, wenngleich davon auszugehen ist, dass
ein solcher Gentransfer ein sehr seltenes Ereignis darstellen wurde.

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

Die gentechnisch veranderten Pflanzen enthalten zwei Kopien des CP4 epsps-Gens und ei-
ne des cryla(b)-Gens, wobei die kodierende Region des epsps-Gens an pflanzliche Transit-
peptid-Sequenzen N-terminal fusioniert sind. Solche Transitpeptid-Sequenzen waren in Bak-
terien funktionslos.

Die Expression Glyphosat-toleranter EPSP-Synthasen ist bei Bodenmikroorganismen ein na-
turlich vorkommender Prozess. Bakterien mit einer entsprechenden Resistenz sind in der
Umwelt verbreitet. Das cryla(b)-Gen stammt aus Bacillus thuringiensis, einem weiteren,
ubiquitar verbreitetem Bodenbakterium. Selbst im Falle eines Transfers dieser Gene von den
gentechnisch veranderten Pflanzen auf Mikroorganismen wirde die Gesamtfrequenz der
Gene in der Umwelt nicht erkennbar erhdht. Okologische Konsequenzen eines solchen Gen-
transfers sind nicht wahrscheinlich.

(b) Weitere innerhalb der Ubertragenen DNA gelegene Abschnitte
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Innerhalb der T-DNA enthalten die Transformationsplasmide neben den unter (a) genannten
Expressionskassetten nur mehrere kirzere Nukleotidabschnitte mit den Erkennungs-
sequenzen fur Restriktionsendonukleasen, die fir molekularbiologische Arbeiten von Bedeu-
tung sind. Weitere Funktionen sind fur diese kurzen Abschnitte nicht bekannt.



