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Stellungnahme der ZKBS zur Risikobewertung von
Mycoplasma mycoides subsp. capri, Mycoplasma capricolum subsp.
capricolum und Mycoplasma mycoides JCVI-syn1.0
als Spender- und Empfangerorganismen fiir gentechnische Arbeiten
nach § 5 Absatz 1 GenTSV

Allgemeines

Mycoplasma mycoides subsp. capri und Mycoplasma capricolum subsp. capricolum sind Gram-
positive Bakterien aus der Klasse der Mollicutes und gehdéren zur Mycoplasma mycoides-Gruppe.
Diese Gruppe vereinigt einige eng verwandte Arten, die alle pathogen fiir Wiederkauer sind. Kiirz-
lich wurde die Art Mycoplasma mycoides subsp. mycoides Large Colony ebenfalls der Art
M. mycoides subsp. capri zugeordnet [1].

M. mycoides subsp. capri und M. capricolum subsp. capricolum gelten als Erreger der Infektidsen
Agalaktie der Ziegen, die sich in Euterentziindungen, Arthritiden, Bindehautentziindungen, Lun-
genentzindungen, Aborten und vor allem bei Zicklein in Blutvergiftungen auf3ern kann. Die Infekii-
Ose Agalaktie ist vor allem im Mittelmeerraum, in Asien und in Afrika verbreitet [2]. Sie wird Uber
kontaminierte Milch, Futter, Wasser oder Uber Aerosole Ubertragen. Die Mortalitat betragt 20 %
oder weniger, kann aber bis zu 70 % betragen, wenn es zu Blutvergiftungen kommt [3]. Die BG
Chemie stuft beide Arten in die Risikogruppe 2 als fiir Tiere pathogene Erreger ein.

Bei Mycoplasma mycoides JCVI-syn1.0 handelt es sich um einen Stamm, der durch die Ubertra-
gung eines in vitro synthetisierten Genoms von M. mycoides subsp. capri auf M. capricolum subsp.
capricolum und die anschlieBende Selektion auf Markergene hergestellt wurde. Sequenzvergleiche
ergaben, dass sich das Genom von Mycoplasma mycoides JCVI-syn1.0, neben den flr die Ver-
mehrung des Genoms in Hefe nétigen genetischen Elementen und Tetrazyklin- und B-Galaktosi-
dasegenen fir die Selektion der Transplantanten, durch einzelne bei der Synthese aufgetretene
Polymorphismen in nicht-essentiellen Genen, eine Insertion des 1S1-Transposons, eine Duplikation
einer Nukleinsauresequenz von 85 bp und vier sogenannte Wasserzeichen (ca. 1100 bp groBBe
Nukleinsdurefragmente) unterscheidet. Diese waren in das kiinstlich hergestellte Genom eingefligt
worden, um M. mycoides subsp. capri und Mycoplasma mycoides JCVI-syn1.0 anhand ihrer DNA-
Sequenz unterscheiden zu kénnen. Die Translation dieser Sequenzen in Peptide ist begrenzt [4].
Die Sequenzen enthalten verschlisselt eine Internetadresse, je ein Zitat von James Joyce,
Richard Feynman und J. Robert Oppenheimer und die Namen der 46 beteiligten Wissenschaftler

[5].



Empfehlung

Nach § 5 Absatz 1 GenTSV i.V.m. den Kriterien im Anhang | GenTSV werden Mycoplasma mycoi-
des subsp. capriund Mycoplasma capricolum subsp. capricolum und Mycoplasma mycoides JCVI-
syn1.0 als Spender- und Empfangerorganismen fiir gentechnische Arbeiten der Risikogruppe 2
zugeordnet.

Begriindung

Bei M. mycoides subsp. capri und M. capricolum subsp. capricolum handelt es sich um umfassend
charakterisierte Erreger, die eine Erkrankung bei Ziegen auslésen kénnen. Das Wirtsspektrum ist
auf Ziegen beschrankt.

Der Stamm M. mycoides JCVI-syn1.0 wurde durch die Ubertragung eines nach dem Vorbild von
M. mycoides subsp. capri synthetisierten Genoms auf M. capricolum subsp. capricolum-Zellen
hergestellt. Mit jeder Zellteilung werden die Proteine und Zellbestandteile von M. capricolum
subsp. capricolum 1:2 ,verdinnt® und unterliegen zusatzlich turnover-Prozessen. Legt man 30
Zellzyklen bis zur Bildung einer Kolonie zugrunde [6], sind die Komponenten der urspriinglichen
Zelle mindestens 2%%fach (ca. 10%ach) verdiinnt. Es ist also davon auszugehen, dass M. mycoides
JCVI-syn1.0 in seiner Pathogenitét und Physiologie nur minimal von M. mycoides subsp. capri ab-
weicht. In der Tat zeigten Proteom-Untersuchungen, Elektronenmikroskopie und Wachstumstests,
dass sich M. mycoides JCVI-syn1.0 in diesen Parametern kaum von M. mycoides subsp. capri un-
terscheidet [4]. Daher ist dieser Stamm ebenfalls in die Risikogruppe 2 einzustufen.

Das Genom von M. mycoides JCVI-syn1.0 wurde schrittweise, ausgehend von in vitro synthetisier-
ten Oligonukleotiden, hergestellt. Diese wurden zu Kassetten zusammengesetzt, die Uberlappun-
gen zu benachbarten Kassetten tragen. Je zehn dieser ca. 1 kb groBen Kassetten wurden mithilfe
eines Hefe-Rekombinationssystems in einen Vektor rekombiniert und auf Escherichia coli Ubertra-
gen, um grdéBere Mengen DNA zu erhalten. Die Plasmide, die die ca. 10 kb groBen Fragmente ent-
hielten, wurden restringiert und je zehn der 10 kb-Fragmente wurden wie beschrieben in Hefe zu
100 kb-Fragmenten rekombiniert. Im letzten Schritt wurden elf der 100 kb-Fragmente zum voll-
stéandigen Genom mit einer GréBe von 1.077.947 bp zusammengesetzt [4].

Nach § 3 GenTG gelten Organismen als gentechnisch verandert, wenn ihr genetisches Material in
einer Weise verandert worden ist, wie sie unter nattrlichen Bedingungen durch Kreuzen oder na-
tirliche Rekombination nicht vorkommt. Verfahren der Veranderung genetischen Materials sind
sinsbesondere Nukleinsaure-Rekombinationstechniken, bei denen durch die Einbringung von Nuk-
leinsduremolekdlen, die auBerhalb eines Organismus erzeugt wurden, in Viren, Viroide, bakterielle
Plasmide oder andere Vektorsysteme neue Kombinationen von genetischem Material gebildet
werden und diese in einen Wirtsorganismus eingebracht werden, in dem sie unter natdrlichen Be-
dingungen nicht vorkommen* (§ 3a GenTG). Da das Genom von M. mycoides JCVI-syn1.0 auf ei-
ne Weise synthetisiert wurde, die unter die o. g. Definition des GenTG féllt, ist M. mycoides JCVI-
syn1.0 als gentechnisch veranderter Organismus zu betrachten.
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