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Der Europaische Gerichtshof hat am 25. Juli 2018 entschieden, dass Organismen, die mit
Neuen Verfahren der Mutagenese erzeugt wurden, die erst nach dem Erlass der
Freisetzungsrichtlinie im Jahr 2001 hauptsachlich entwickelt wurden, als GVO einzustufen
sind und der Freisetzungsrichtlinie unterliegen. Ob und inwieweit dieses Urteil entsprechend
auch auf Organismen, erzeugt mit den neuen Mutageneseverfahren im geschlossenen
System, anzuwenden ist, ist bislang nicht geklart. Hierzu bitten wir Sie, sich gegebenenfalls
bei der zustandigen Behdrde lhres Bundeslandes zu informieren.
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Allgemeine Stellungnahme der ZKBS
zur Verwendung der Zinkfinger-Nuklease-Technologie 1 (ZFN-1)

Hintergrund

Die europaische Gesetzgebung zur Anwendung genetisch veranderter Mikroorganismen im
geschlossenen System (RL 2009/41/EG) und zur Freisetzung genetisch veranderter
Organismen in die Umwelt (RL 2001/18/EG) und die nationale Gesetzgebung (GenTG)
gehen bezuglich der Bewertung der verwendeten Biotechnologien auf das Jahr 1990 zurtick.
Innerhalb der letzten 20 Jahre wurden die Technologien jedoch so weiterentwickelt, dass
fraglich ist, inwieweit sie im Anwendungsbereich der Gesetzgebung wiederzufinden sind.
Aus diesem Grund wurde eine Arbeitsgruppe, bestehend aus Vertretern der Europaischen
Kommission und der europaischen Competent Authorities, eingerichtet. Die new technique
working group (NTWG) beratschlagte zu acht sogenannten ,neuen Technologien®,
einschlief3lich der Zinkfinger-Nuklease-Technologien, inwieweit diese von der Gesetzgebung
erfasst werden bzw. nicht erfasst werden. Eine endgultige Bewertung der neuen Techniken
liegt derzeit noch nicht vor. Aufgrund von Behdrden-Anfragen sieht sich die ZKBS veranlasst,
im Rahmen der bisher durchgeflihrten Diskussionen eine Stellungnahme zur Bewertung der
Zinkfinger-Nuklease-Technologie 1 abzugeben.

Zinkfinger-Nuklease-Technologie 1 (ZFN-1)

Bei Zinkfinger-Nukleasen (ZFN) handelt es sich um chimare Proteine, die aus zwei kovalent
gebundenen, funktionellen Doméanen, der Zinkfingerdomane und der Nukleasedomane,
aufgebaut sind.

Zinkfinger umfassen eine Klasse von phylogenetisch hochkonservierten Proteinstrukturen,
die vor allem bei der Regulation der DNA-Transkription eine Rolle spielen. Bei den in der
ZFN-Technologie verwendeten Zinkfingern sind zwei Cystein- und zwei Histidinreste derart
positioniert, dass sie ein Zinkatom koordinativ binden. Die Polypeptidkette nimmt eine
schleifenférmige Struktur ein, die sequenzspezifisch mit einer DNA interagieren kann.
Abhangig von der Aminosauresequenz der Polypeptidkette interagiert ein Zinkfinger mit drei
aufeinanderfolgenden Nukleotiden der DNA, wobei eine spezifische Interaktion meist nur mit
zwei der drei Nukleotide erfolgt.

Die Nukleasedomane stammt vom Fokl-Restriktionsenzym, einer Endonuklease des
Bakteriophagenabwehrsystems des Bakteriums Planomicrobium okeanokoites (friher
Flavobacterium okeanokoites), mit der Fahigkeit DNA zu schneiden.




Es lassen sich ZFN herstellen, die Uber Aneinanderreihen mehrerer Zinkfinger eine
sequenzspezifische Bindung mit bis zu 12 aufeinanderfolgenden Nukleotiden an einem
Strang der DNA eingehen konnen [1]. Der Einsatz von zwei ZFN-Proteinen erlaubt eine
Interaktion der Zinkfingerdomanen an angrenzenden Nukleotidsequenzen beider Strange der
DNA. Dies verursacht einen Doppelstrangbruch in der DNA zwischen den ZFN-bindenden
Nukleotidsequenzen [2, 3]. Die ZFN-1 nutzt das natidrlich in der Zelle vorhandene
Reparatursystem des non-homologous end joining [4]. Es wird keine DNA-Reparatur-Vorlage
in die Zelle eingebracht, so dass die Strange der geschnittenen DNA zufallig wieder
miteinander verbunden werden. Durch den Reparaturprozess kann es zu veranderten
Basenpaaren, zu kurzen Deletionen oder zu Insertionen kommen. Haufig ist damit eine
Veranderung im Leseraster verbunden. Ziel der ZFN-1-Anwendung ist meist der knock out
eines gewinschten Gens im Genom der Zelle [5].

Das ZFN-Protein wird im Allgemeinen als genetische Information mithilfe eines
Transfervektors (viral oder bakteriell) in Form einer DNA [7] in eine Zelle eingebracht.
Madglich sind jedoch auch das Einbringen einer in vitro generierten, Protein-kodierenden RNA
[5, 6] oder das Einbringen des Proteins direkt.

Die Entwicklung spezifischer, DNA-bindender Nukleasen verlauft rasant. Auf der Grundlage
des ftranscription activator like effectors (TALE) eines phytopathogenen Bakteriums der
Gattung Xanthomonas spp. erlauben anwendungsspezifische TALE-Nukleasen (TALEN)
eine genaue Bindung an die Nukleotidsequenz der DNA. Der Doppelstrangbruch in der DNA
erfolgt weiterhin durch die Verwendung der Nuklease des Fokl-Restriktionsenzyms [8, 9]. Fur
die gezielte Einfuhrung von Doppelstrangbriichen werden auch veranderte Meganukleasen
von genetischen Elementen (,homing endonucleases®) verwendet [10].

Bewertung

Wird ein ZFN-Proteinpaar nach chromatografischer Reinigung direkt in eine Zelle
eingebracht, kann es spezifisch an eine Nukleotidsequenz der chromosomalen DNA binden
und einen Doppelstrangbruch einfigen. Die Strangbriiche werden durch zelleigene Prozesse
repariert, wobei es zu Modifikationen in der Nukleotidsequenz kommen kann, wodurch es
auch zu einem knock out eines Gens kommen kann. Wahrend die ZFN nur transient in der
Zelle verbleiben, wird die modifizierte Nukleotidsequenz an die Nachkommen
weitergegeben. Das genetische Material der Zelle wurde durch dufere Einflisse, namlich
der Gabe des Mutagens ZFN, gezielt verandert. Bei dem beschriebenen Verfahren handelt
sich um eine Mutagenese im Sinne des § 3 Nr. 3b GenTG. Mutagenese gilt demnach nicht
als Verfahren der Veranderung genetischen Materials. Die ZKBS bewertet den entstehenden
Organismus daraus schlussfolgernd nicht als gentechnisch veranderten Organismus.

Wird die ZFN als genetische Information in Form einer isolierten, Protein-kodierenden RNA
in die Zelle transferiert, wird kein Erbgut in die Zelle eingebracht. Diese RNA verweilt
transient in der Zelle; es erfolgt weder eine Replikation, noch eine reverse Transkription oder
eine Integration in das Genom der Zelle. Diese RNA wird lediglich translatiert. Das
Einbringen einer mMRNA in eukaryote Zellen wurde von der ZKBS als ein naturlicher Prozess
typologisiert [11, 12]. Ein natlrlicher Prozess gilt gemal § 3 Nr. 3b GenTG nicht als
Verfahren der Veranderung genetischen Materials. Bei dem von der eingebrachten RNA
translatierten Protein handelt es sich wiederum um eine Zinkfinger-Nuklease. Es fungiert wie
oben beschrieben als Mutagen, indem es spezifisch an eine Nukleotidsequenz im Genom
der Zelle binden kann und einen Doppelstrangbruch induziert. Es erfolgt eine Veranderung
im Chromosom, die jedoch nicht als Verfahren der Veranderung genetischen Materials
gemaf § 3 Nr. 3a gilt. Vielmehr handelt es sich um eine Mutagenese gemaf § 3 Nr. 3b. Die
ZKBS bewertet den entstehenden Organismus schlussfolgernd nicht als gentechnisch
veranderten Organismus.
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