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Vorwort      

Sehr geehrte Damen und Herren, 

neue molekularbiologischen Techniken wie CRISPR/Cas haben die    
anwendungsorientierte Grundlagenforschung nachhaltig verändert.         
Sie bieten Chancen, bergen Risiken und stellen dadurch auch die amt-
liche Überwachung vor große Herausforderungen. 

Das Bayerische Landesamt für Gesundheit und Lebensmittelsicherheit 
(LGL) hat diese Thematik aufgegriffen und am 23.10.2019 am Standort 
Oberschleißheim die 8. Fachtagung Gentechnik mit dem Schwerpunkt 
„Neue molekularbiologische Techniken (Genomeditierung, CRISPR/Cas 
& Co) und deren Herausforderungen für die Analytik“ ausgerichtet. Die 
Aktualität und das große öffentliche Interesse an diesem Thema zeigte 
sich insbesondere daran, dass die Veranstaltung bis auf den letzten 
Platz ausgebucht war und mit mehr als 150 Teilnehmerinnen und Teil-
nehmern ein neuer Besucherrekord erzielt wurde. 

Zahlreiche renommierte Dozenten aus Universitäten, Behörden und 
Forschungseinrichtungen referierten zu verschiedenen Aspekten der 
neuen molekularbiologischen Techniken (NMT) und der Genomeditie-
rung.  

Im ersten Themenblock wurde den Teilnehmerinnen und Teilnehmern 
der Veranstaltung ein verständlicher Überblick über die Funktionsweise 
der NMT und über Anwendungsmöglichkeiten der Genomeditierung 
vermittelt. Herr Prof. Dr. Holger Puchta vom Karlsruher Institut für Tech-
nologie (KIT) vermittelte in seinem Vortrag anschaulich, wie 
CRISPR/Cas zu einer Revolution in der Pflanzenzüchtung beigetragen 
hat. Direkt im Anschluss referierte Herr Prof. Dr. Eckhard Wolf vom 
Genzentrum der Universität München (LMU) über aktuelle Anwen-
dungsmöglichkeiten der Genomeditierung bei Tieren. Zum Abschluss 
des ersten Themenblocks referierte Herr Prof. Dr. Ernst Wimmer über 
Mechanismen und Anwendungen des „Gene Drive“. Da er nicht persön-
lich anwesend sein konnte, wurde sein interessanter Vortrag live übers 
Internet zugeschaltet. 

Im zweiten Themenblock standen insbesondere die rechtlichen Aspekte 
der Anwendung der neuen molekularbiologischen Techniken und deren 
Herausforderungen für die Analytik im Fokus der Beiträge.  
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So erläuterte Herr Prof. Dr. Hans-Georg Dederer von der Universität 
Passau das EuGH-Urteil vom 25.07.2018 und führte die Folgen dieses 
Urteils für die Rechtslage nach dem Gentechnikrecht aus. Den Ab-
schluss des zweiten Themenblocks bildete ein Vortrag von Herrn Dr. 
Christopher Weidner vom Bundesamt für Verbraucherschutz und Le-
bensmittelsicherheit (BVL), in dem die Herausforderungen der neuen 
molekularbiologischen Techniken für die Analytik ausgeführt wurden.  

Im dritten Block wurden Themen aus dem Bereich der Analytik und ak-
tueller Forschungsprojekte vorgestellt. So berichtete Herr Prof. Dr. 
Thomas Hankeln von der Johannes Gutenberg-Universität Mainz in ei-
nem kurzweiligen Vortrag über die Anwendung des „Next Generation 
Sequencing“ (NGS) für die Authentizitäts-Überprüfung von Lebensmit-
teln. Im Anschluss daran stellte Frau Dr. Christin-Kirsty Baillie (LGL, 
Oberschleißheim) Strategien zum Nachweis von Punktmutationen am 
Beispiel des Cibus-Raps vor. Mit einem Vortrag von Herrn Dr. Wolfram 
Volkwein (LGL, Oberschleißheim) über den aktuellen Entwicklungsstand 
der synthetischen Biologie wurde die rundum gelungene Veranstaltung 
beendet.  

Einen besonderen Dank möchten wir dem Bayerischen Staatsministeri-
um für Umwelt und Verbraucherschutz (StMUV) aussprechen, für die 
Förderung verschiedener Forschungsprojekte zum Thema neue moleku-
larbiologische Techniken, sowie für die finanzielle Unterstützung der 8. 
Fachtagung Gentechnik. 

Ich wünsche Ihnen eine interessante Lektüre und hoffe, dass diese 
Ihnen wertvolle Hinweise für Ihre Arbeit geben kann. 

Erlangen, am 1.Oktober 2020 

Ihr 

                                                                                                           

 

 

Walter Jonas 

Leiter des Bayerischen Landesamtes für  
Gesundheit und Lebensmittelsicherheit (LGL) 
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1 CRISPR/Cas und die Revolution in der Pflanzenzüchtung 

Angelina Schindele, Patrick Schindele und Holger Puchta 
Botanisches Institut für Molekularbiologie und Biochemie, Karlsruher Institut für Technologie, 
Karlsruhe 

1.1 Klassische Züchtung und Gentechnik 

Die natürliche Variabilität vieler Pflanzenarten beruht auf der Veränderung des genetischen 
Codes durch Mutationen und Selektionsstress durch die Umwelt. Diese natürlichen Mutatio-
nen entstehen durch exogene so wie endogene Faktoren, wie UV-Strahlung oder Sauerstoff-
radikale aus zelleigenen Stoffwechselwegen, welche die DNA angreifen und auf verschiede-
ne Arten schädigen können (Pacher und Puchta 2017). Während DNA Einzelstrangbrüche 
für den Organismus einfach zu reparieren sind, da hierbei der unbeschädigte Strang als Mat-
rize fungieren kann, ist die Reparatur eines DNA Doppelstrangbruchs (DSB) aufwändiger 
und komplexer für die Zelle. Ein DSB kann entweder über den fehlerfreien Reparaturweg der 
Homologen Rekombination (HR) oder über den fehleranfälligen Weg der nicht-homologen 
Endverknüpfung (non-homologous end joining, NHEJ) behoben werden (Abb. 1). 

 
Abbildung 1: DNA Doppelstrangbruch (DSB) Reparatur: DNA DSB können über zwei unterschiedliche Me-
chanismen repariert werden. Beim klassischen NHEJ werden die entstandenen Bruchenden ohne Berücksichti-
gung von Homologien wieder zusammengefügt. Aufgrund gewisser Prozessierung kann es dabei zu Sequenz-
Veränderungen kommen. Bei der HR werden homologe Sequenzen für die Reparatur verwendet, sodass der 
DSB in der Regel ohne Sequenz-Veränderungen repariert wird. In Pflanzen stellt das NHEJ den Hauptweg der 
DSB Reparatur dar. 
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In Pflanzen stellt dabei NHEJ den Hauptmechanismus zur Reparatur eines DSB dar, sodass 
genetische Variationen, wie Deletionen, Insertionen oder Substitutionen in einer Vielzahl auf-
tauchen können. Pflanzen, die durch diese Mutationen agronomisch vorteilhafte Eigenschaf-
ten entwickelten, wie beispielsweise große Früchte, verringerte Pflanzengröße oder Ertrags-
steigerung, wurden weiter kultiviert (Pacher und Puchta 2017). Neben gezielter Selektion 
dieser Pflanzen wurden auch Pflanzen mit verschiedenen vorteilhaften Merkmalen gekreuzt, 
um neue Sorten zu generieren, die noch besser an biotische und abiotische Umweltfaktoren 
angepasst sind und agronomisch wertvolle Eigenschaften liefern. Die Kreuzungszüchtung 
stellt die weitverbreitetste Zuchtform dar, mit dem Vorteil auch wertvolle Merkmale verwand-
ter Arten einkreuzen zu können (Abb. 2A). Zum einen muss jedoch eine Vielzahl an ge-
kreuzten Pflanzen produziert werden, um die seltenen Ereignisse zu generieren, zum ande-
ren ist es sehr zeitaufwendig die entsprechende Pflanze auch zu identifizieren. Weiterhin 
können auch nachteilige Merkmale der Eltern an die Nachkommen weitergegeben werden 
oder es können durch Rekombination der elterlichen Allele neue nachteilhafte Merkmale ent-
stehen. Da sich aber nicht alle negativen Merkmale phänotypisch ausprägen, können diese 
in die nächste Generation gelangen und sich in der Pflanze etablieren. Dies geschah bei-
spielsweise bei der Domestikation der Tomatenpflanze, wobei die Selektion nach gleichmä-
ßig gefärbten Tomatenfrüchten ebenso den Verlust von Geschmacksstoffen zur Folge hatte. 

 
Abbildung 2: Methoden der Pflanzenzucht: In der Kreuzungszüchtung werden artverwandte Pflanzen mitei-
nander gekreuzt, um positive Merkmale der einen Pflanze auf die andere zu übertragen (A). In der Mutagenese-
züchtung werden mittels chemischen oder physikalischen Mutagenen Mutationen im Pflanzengenom induziert, 
um positive Merkmale zu etablieren (B). Bei beiden Züchtungsmethoden werden zusätzliche, meist ungewünsch-
te Merkmale übertragen bzw. induziert, die über langwierige Rückkreuzungsverfahren entfernt werden müssen. 
Bei der klassischen Gentechnik werden artfremde Gene als Transgen ins Pflanzengenom übertragen (C). Beim 
Genome Editing werden endogene Sequenzen sequenz-spezifisch editiert, ohne artfremde DNA zu übertragen. 
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Ab Anfang der 1920er Jahre wurde die Mutagenesezüchtung entwickelt, bei welcher geneti-
sche Veränderungen durch chemische Mutagene oder ionisierende Strahlung bewirkt wer-
den (Pacher und Puchta 2017) (Abb. 2B). Diese Behandlungen induzieren tausende Mutati-
onen simultan, sodass im Anschluss die Pflanzen identifiziert werden müssen, die auf diese 
Weise vorteilhafte phänotypische Merkmale ausgeprägt haben. Weltweit existieren über 
3000 Nutzpflanzensorten die mittels ionisierender Strahlung erzeugt wurden. Darunter zäh-
len viele Hartweizensorten, wie Buchweizen, aber auch viele Hülsenfrüchte, Gemüsesorten 
und Obstsorten, wie die Grapefruit-Sorten Star Ruby und Ruby Red. Da bei der klassischen 
Mutagenesezüchtung die Mutationen jedoch ungezielt und ungerichtet eingefügt werden, 
kommt es vor, dass auch Gene zum Nachteil verändert werden. Diese müssen durch auf-
wändiges Rückkreuzen und Screening wieder entfernt werden. Wie bei der Kreuzungszüch-
tung können somit auch hier Mutationen entstehen, die nicht phänotypisch erkannt werden 
können, und somit in die nächsten Generationen vererbt werden. Die veränderten Pflanzen 
gelten nicht als „gentechnisch manipulierte“ Organismen. 
Im Vergleich zur klassischen Mutagenese, beschreibt die klassische Gentechnik das Ein-
bringen von artfremden Genen in einen Organismus (Abb. 2C). Dabei werden die ge-
wünschten Gene zusammen mit ihren regulatorischen Elementen in rekombinanter DNA zu-
sammengeführt und in das Zielgenom eingebracht. Dies geschieht unter anderem durch die 
Methode der Agrobakterium-vermittelten Transformation. Agrobacterium tumefaciens ist ein 
pflanzenpathogenes Bodenbakterium, welches mittels seiner extrachromosomalen T-DNA 
Tumore in Pflanzen induziert. Die tumorinduzierenden Gene können im Labor durch die je-
weils gewünschten Gene ausgetauscht werden und somit ins pflanzliche Zielgenom einge-
führt werden. Da die generierten Pflanzen artfremde DNA enthalten, werden sie als GVO 
(gentechnisch veränderte Organismen) eingestuft. Der Anbau dieser Pflanzen ist nur in eini-
gen Ländern, wie beispielsweise Süd- und Nordamerika erlaubt. In den EU-Mitgliedsstaaten 
beschränkt sich der Anbau von GVOs vor allem auf Spanien. 

1.2 Genome Editing (Enzymatische DSB Induktion und synthetische 
Nukleasen) 

Im Gegensatz zur klassischen Mutagenesezüchtung kann mittels des Genome Editing (GE) 
Ansatzes das Genom zielgerichtet und präzise verändert werden, um neue vorteilhafte 
Merkmale zu erzeugen (Abb. 2D). Dabei liegt dieser Methode dasselbe Prinzip, nämlich die 
DSB Induktion und zelleigene Reparatur via HR oder NHEJ zugrunde. HR kann für die In-
tegration von Mutationen ausgenutzt werden, wenn dem Reparaturapparat ein Homologie-
aufweisendes DNA Fragment bereitgestellt wird, das neue Sequenzinformation enthält. So 
können spezifische Punktmutationen, Deletionen oder Insertionen in das Genom eingeführt 
werden. DSB Reparatur über NHEJ in dem offenen Leserahmen eines Gens, kann zu des-
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sen Verschiebung führen, was zumeist in einem verfrühten Stopcodon resultiert und damit in 
der Expression eines nicht-funktionellen Proteins. Voraussetzung für diese gezielten Ansätze 
ist die sequenzspezifische DSB Induktion, die durch den Einsatz sequenzspezifischer Nukle-
asen erreicht wird. 
Die ersten Ansätze basierten auf der Verwendung von natürlich vorkommenden Nukleasen, 
den sogenannten Meganukleasen, wie I-SceI aus Hefe (Perrin et al. 1993; Puchta et al. 
1993) (Abb. 3). Diese umfassen eine Erkennungssequenz zwischen 18 und 40 Nukleotiden, 
was sie hoch spezifisch macht, gleichzeitig aber die Anzahl an möglichen Zielsequenzen be-
grenzt. Um die Auswahl der Schnittstellen zu erhöhen, wurden die Meganukleasen auf ver-
schiedene Weisen modifiziert. So wurde beispielsweise die Aminosäuresequenz der Nuklea-
sen verändert, um neue Zielsequenzen erkennen zu können (Argast et al. 1998). Da aller-
dings die DNA-Bindedomäne und die katalytisch aktive Domäne des Enzyms überlappen, 
führt eine Veränderung der DNA-Bindedomäne auch zur Veränderung der katalytischen Ak-
tivität und somit zur Beeinträchtigung der Schnitteffizienz (Thompson et al. 1992). 

 
Abbildung 3: Synthetische Nukleasen: Meganukleasen (Oben) sind natürlich-vorkommende Nukleasen, die 
einen DSB in einer festgelegten Erkennungssequenz induzieren, aufgrund dessen aber nur sehr bedingt an ande-
re Zielstellen angepasst werden können. ZFN (Mitte) und TALENs (Unten) bestehen aus dem Restriktionsenzym 
Fok1, das an eine bestimmte DNA-Bindedomäne fusioniert ist. ZFN verwenden Zinkfinger als DNA-
Bindedomäne, wobei ein Zinkfinger Modul 3 Basen der DNA erkennt. TALENs verwenden TALEs als DNA-
Bindedomäne, wobei ein TALE Modul eine Base der DNA erkennt.  
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Besser eigneten sich künstlich hergestellte Nukleasen, die Zinkfingernukleasen (ZFNs) und 
die TALENs (transcription activator-like effector nucleases), um DSB in die DNA einzufügen 
(Abb. 3). In beiden Systemen beruht die katalytische Aktivität auf dem TypIIS-
Restriktionsenzym FokI, welches als Dimer die DNA schneidet. Dabei konnte gezeigt wer-
den, dass die Zielspezifität von FokI beeinflusst werden kann, wenn die Endonukleasedomä-
ne des Enzyms an andere DNA-Bindedomänen gekoppelt wird (Li et al. 1992). Bei den ZFN 
ist eine bestimmte Abfolge mehrerer Zinkfinger-Domänen an FokI gekoppelt. Ein Zinkfinger 
besteht aus etwa 30 Aminosäuren, die über ihre Seitenketten mit drei bis vier Nukleotiden 
der DNA interagieren. ZFN bestehen demnach aus zwei Monomeren, die jeweils aus einem 
Set von mindestens drei Zinkfingern, gekoppelt an eine Nukleasedomäne, aufgebaut sind 
(Kim et al. 1996). Dieses System erwies sich jedoch als störanfällig, da einzelne Zinkfinger-
domänen miteinander interagieren können und gleichzeitig interaktionsfreie Varianten in ei-
ner verringerten Schnitteffizienz resultieren (Isalan et al. 1997).  
Die DNA-Bindeeffektoren, die bei den TALENs zum Einsatz kommen, stammen ursprünglich 
aus pflanzenpathogenen Bakterien und fungieren hierbei als Transkriptionsaktivatoren oder -
repressoren. TALENs besitzen eine DNA-Bindedomäne bestehend aus bis zu 30 Tandem-
wiederholungen dieser Effektoren, die aus jeweils circa 34 Aminosäuren aufgebaut sind 
(Boch et al. 2009). Die Sequenz der einzelnen Module ist dabei hoch konserviert mit Aus-
nahme der Aminosäuren 12 und 13, die die Nukleotidspezifität vermitteln und deren Anpas-
sung dementsprechend die Zielsequenz vorgibt (Herbers et al. 1992). Durch ihren modularen 
Aufbau kann theoretisch jede Zielsequenz anvisiert werden. Da die TAL-Effektoren ebenso 
wie die Zinkfinger an FokI fusioniert sind, muss es somit auch zur Dimerisierung zweier Nuk-
easedomänen der TALENs kommen, damit ein DSB induziert werden kann. Durch speziell 
angepasste Klonierungsprotokolle wurde der Zeitaufwand zur Assemblierung von TALENs 
minimiert, sodass der limitierende Faktor lediglich die Transformation in den jeweiligen Ziel-
organismus darstellt (Cermak et al. 2011). 

1.3 Gerichtete Mutagenese mittels CRISPR/Cas 

Die Verwendung des CRISPR/Cas-Systems als molekulare Schere revolutionierte die Mole-
kularbiologie (Cathomen und Puchta 2018). Dieses System stammt ursprünglich aus Proka-
ryoten und dient als adaptives Immunsystem gegen invasive Fremd-DNA. Das am besten 
charakterisierte und meistverwendete System ist das CRISPR/Cas9 aus Streptococcus pyo-
genes. Eindringende Fremd-DNA wird zunächst in den CRISPR-Lokus des Wirtsgenoms als 
sogenannter Spacer integriert.  
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 CRISPR (clustered regularly interspaced short palindromic repeats) beschreibt dabei die 
charakteristischen Sequenzwiederholungen, welche durch die integrierten Spacer (nicht-
repetitive Sequenzen) getrennt sind. Kommt es zur erneuten Infektion durch invasive DNA, 
wird der CRISPR-Lokus transkribiert und prozessiert, sodass kleine RNA Fragmente, die 
crRNAs, entstehen. Diese bestehen aus dem variablen 20 nt langen Spacer und einem kon-
stanten Teil. Der konstante Teil ermöglicht die Bindung an eine weitere RNA, die tracrRNA, 
welche die Interaktion zur RNA-gesteuerten Cas9-Endonuklease vermittelt. Dieser 3-
Komponenten Komplex bindet mittels des Spacer sequenz-spezifisch an die invasive DNA 
und induziert einen DSB (Schindele et al. 2018). 
Damit dieser Komplex nicht den integrierten Spacer im CRISPR-Lokus schneidet, ist ein kur-
zes Motiv, das protospacer-adjacent motif (PAM) stromabwärts der Zielsequenz für die DSB 
Induktion essentiell. Für den Laborbedarf wurde die tracrRNA und die crRNA zu einer single-
guide RNA (sgRNA oder gRNA) fusioniert und dadurch ein 2-Komponenten System etabliert 
(Jinek et al. 2012) (Abb. 4). Abhängig vom PAM kann durch die Wahl der passenden Zielse-
quenz fast jede Stelle im Genom adressiert werden. Der DSB wird drei Nukleotide stromauf-
wärts des PAM, in Form eines glatten Bruchs, induziert. 

 
Abbildung 4: Das CRISPR/Cas-System: Das CRISPR/Cas9-System (Links) war das erste CRISPR-System, 
das charakterisiert und für den Laborgebrauch adaptiert wurde. Das adaptierte System besteht aus der Cas9 
Nuklease und einer sgRNA, die die Zielspezifität des Systems gewährleistet. Ausschließlich ein kurzes, GC-
reiches PAM benachbart der Zielsequenz ist notwendig, dass ein DNA DSB induziert werden kann. Das 
CRISPR/Cas12a-System (Rechts) ermöglicht ebenfalls die Induktion eines DNA DSB, mit dem Unterschied, dass 
ein TA-reiches PAM benachbart der Zielsequenz vorliegen muss. 

Neben dem Cas9 aus Streptococcus pyogenes gibt es auch weitere Cas9 Orthologe, die 
sich vor allem in der Arbeit mit Pflanzen bewährt haben (Li et al. 2013). So konnte gezeigt 
werden, dass das Cas9 aus Staphylococcus aureus im Modelorganismus Arabidopsis thalia-
na wesentlich effizienter schneidet (Steinert et al. 2015).  
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Aber auch andere CRISPR/Cas-Systeme, wie das Cas12a-System haben Vorteile gegen-
über den ursprünglich charakterisierten Systemen (Zetsche et al. 2015). So stellt das 
Cas12a-System ursprünglich ein 2-Komponenten System dar, das mit nur einer crRNA fun-
giert und weist zudem andere Anforderungen an das PAM auf als das Cas9-System. Wäh-
rend Cas9 für G/C-reiche Sequenzen vorteilhaft ist, können mit dem Cas12a-System auch 
A/T-reiche Bereiche adressiert werden. Dies hat den Vorteil, dass Introns oder Promotor-
Regionen, die durch ihre A/T-reiche Sequenz dem Cas9 System nicht zugänglich waren, nun 
anvisiert werden können. Ein wichtiger Unterschied besteht weiterhin in der Induktion des 
DSB, dieser wird nämlich distal des PAMs induziert und resultiert dabei in Bruchenden mit 
Einzelstrangüberhängen (Schindele et al. 2018) (Abb. 4). Das weite Spektrum an verschie-
denen CRISPR/Cas-Systemen für unterschiedlichste Anforderungen, als auch die günstige 
und zeitsparende Generierung der Konstrukte machen es zu einem anwendungsfreundlichen 
Werkzeug.  
Mutationen, die durch das CRISPR/Cas-System induziert wurden, lassen sich molekular 
nicht von natürlich vorkommenden Mutationen unterscheiden. Zudem ist durch entsprechen-
de Selektion der editierten Pflanzen im Nachhinein kein Transgen mehr nachweisbar. Es ist 
somit nahezu ausgeschlossen, eine mittels GE editierte Pflanze, die nicht als solche dekla-
riert ist, zu erkennen. Dies ist nur bei der klassischen Gentechnik möglich, bei der artfremde 
DNA im Genom verbleibt und schließlich nachgewiesen werden kann. Aufbauend auf diesen 
Tatsachen, wurden genom-editierte Kulturpflanzen in einigen Ländern, wie den USA, Kana-
da, Argentinien und Israel nicht als GVO eingestuft, sondern den Pflanzen der klassischen 
Züchtung gleichgestellt. Im Gegensatz dazu stuft die EU grundsätzlich alle gentechnisch 
modifizierten Pflanzen als GVO ein. Neue Methoden, wie das hochspezifische CRISPR/Cas-
System fallen demnach unter die GVO Verordnung.  
Absurderweise werden Pflanzen, die mit etablierten - extrem unspezifischen - Methoden, wie 
Mutagenesezüchtung, erzeugt wurden und sich als sicher erwiesen haben, von dieser Klas-
sifizierung ausgenommen. 

1.4 Meilensteine der CRISPR/Cas-vermittelten Pflanzenzüchtung  

Obwohl in der EU die CRISPR/Cas-basierte Pflanzenzüchtung kaum möglich ist, konnten 
weltweit schon erstaunliche Forschungsergebnisse erzielt werden, die durch klassische Ver-
fahren kaum hätten erreicht werden können. Dabei fokussiert sich die Forschung vor allem 
auf die Ertragssteigerung und Verbesserung der Produktqualität, sowie die bessere Anpas-
sung an biotische und abiotische Faktoren.  
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In Reis konnte beispielsweise durch die simultane Mutagenese dreier verschiedener, er-
trags-beeinflussender Gene, editierte Pflanzen mit gesteigerten Ertragseigenschaften herge-
stellt werden. Die Dreifachmutante wies eine höhere Ertragsausbeute auf, inklusive verlän-
gerter Rispen, gesteigerter Körneranzahl pro Ripse, sowie einer Zunahme an Kornlänge, -
breite und -gewicht (Zhou et al. 2019). Mit Hilfe des CRISPR/Cas-Systems können insbe-
sondere auch agronomische Anforderungen in Bezug auf polyploide Nutzpflanzen adressiert 
werden. So produziert die hexaploide Pflanze Camelina sativais bevorzugt mehrfach unge-
sättigte Fettsäuren, wobei jedoch die vermehrte Produktion von einfach ungesättigten Fett-
säuren gewünscht ist. Um dem nachzukommen, wurden drei Gene, die am Fettsäuremeta-
bolismus beteiligt sind, mit dem CRISPR/Cas-System simultan adressiert. Heraus kamen 
verschiedene Kombinationen an Einzel-, Doppel- und Dreifachmutanten, die stark in ihren 
Fettsäureprofilen variieren, von etwa 10 % einfach gesättigten Fettsäuren vergleichbar zum 
Wildtyp bis hin zu 62 % einfach gesättigter Fettsäuren in Dreifachmutanten (Morineau et al. 
2017).  
Der komplette Knock-Out von bestimmten Genen kann in manchen Fällen zu pleiotropen Ef-
fekten führen. In diesem Sinne ist ein weiterer Durchbruch in der Pflanzenzüchtung das Edi-
tieren von cis-regulatorischen Elementen (CREs), welche Einfluss auf die Transkription 
nehmen. Mit diesem Ansatz kann man eine Dosis-spezifische Expression bestimmter Gene 
erreichen. Dies ermöglicht das Feintuning bestimmter Gene hin zu ihrem optimalen Expres-
sionslevel. Beispielsweise ist die geringe Expression der MADS-box Gene in Tomate für eine 
starke Verzweigung der Triebe verantwortlich, was gleichzeitig aber zu einer geringen Fertili-
tät und somit kaum Früchten führt. Die starke Expression dieser Gene resultiert hingegen in 
sehr geringer bis hin zu keiner Verzweigung, dafür aber zu gesteigerter Fertilität und im Ver-
gleich größerer Anzahl an Früchten. Werden die MADS-box Gene durch das Editieren der 
CREs mit mäßiger Stärke exprimiert, erreicht man eine moderate Verzweigung, die schließ-
lich in der höchsten Produktivität und somit einer Ertragssteigerung resultiert (Soyk et al. 
2017). 
Das CRISPR/Cas-System wurde ebenfalls zum Vorbeugen von Ernteausfällen und damit der 
indirekten Ertragssteigerung eingesetzt. So wurde beispielsweise in Mais der natürliche 
Promotor des ARGOS8-Gens durch einen anderen in Mais vorkommenden Promotor ausge-
tauscht. Die veränderte Expression führte zu einer besseren Adaption der Pflanzen gegen-
über Trockenstress und gleichzeitiger Ertragssteigerung unter Wassermangel (Shi et al. 
2017).  
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Der überwiegende Teil von Ernteausfällen ist jedoch dem Befall durch Pathogene und 
Schädlinge zuzuschreiben. Hierbei besonders hervorzuheben ist durch Mehltau-befallener 
Weizen, da Weizen nach Mais das zweithäufigste Getreide weltweit ist und einen zentralen 
Faktor in der Lebensmittelindustrie darstellt. Als Virulenzfaktor dient dem Mehltau das pflan-
zeneigene Protein MLO2, welches dem Pilz ermöglicht in die pflanzlichen Zellen einzudrin-
gen. In Tomate konnte durch die simple Mutation dieses Gens eine Mehltau-resistente 
Pflanzenlinie hergestellt werden (Nekrasov et al. 2017). Weizen, als hexaploider Organis-
mus, besitzt jedoch drei Homologe des MLO2 Gens, sodass durch konventionelle Züchtung 
bisher keine Mehltau-resistente Pflanze erzeugt werden konnte. Erst mittels sequenz-
spezifischer Nukleasen wie dem CRISPR/Cas-System konnten alle drei Homologe simultan 
editiert werden, sodass erstmals Mehltau-resistenter Weizen erzeugt werden konnte (Wang 
et al. 2014). 
Neben Polyploidie stellt auch die vegetative Fortpflanzung eine Hürde hinsichtlich der Ein-
bringung neuer Merkmale dar. Ein wichtiges Beispiel ist in diesem Sinne die Kulturbanane 
„Cavendish“, welche durch den Schlauchpilz Tropical Race 4 (TR4) stark bedroht ist. Zwar 
weisen Wildbananen ein TR4-Resistenzgen auf, dieses kann jedoch nicht in die Kulturbana-
ne eingekreuzt werden, da sich diese vegetativ durch Ableger vermehrt und keine Samen 
bildet. Erste Versuche das Resistenzgen der Wildbanane mittels klassischer Gentechnik in 
die Kulturbanane einzubringen, wurden bereits in Feldversuchen erfolgreich getestet (Dale et 
al. 2017). Da diese Pflanzen aber ein artfremdes Gen exprimieren, soll die Kulturpflanze di-
rekt mittels CRISPR/Cas editiert werden, um sie ohne stabile Integration eines Transgens 
resistent gegenüber dem Pilzerreger zu machen.   
Das erfolgreiche Editieren von Pflanzen mittels CRISPR/Cas um negative Merkmale zu eli-
minieren, zeigte sich auch in der Generierung von Gluten-freiem Weizen. Weizenkörner be-
inhalten Gluten-Proteine, welche für die Viscoelastizität der Weizenprodukte sorgen, aber 
gleichzeitig auch eine Unverträglichkeit in mehr als 7 % der westlichen Weltbevölkerung aus-
löst. Der Lokus, der für die Gluten-Gene kodiert ist hoch komplex und besteht aus mehr als 
100 Genen und Pseudogenen auf drei Chromosomen. Dies machte es unmöglich durch 
klassische Züchtungsansätze Gluten-freie Weizen Varianten zu erzeugen. Mittels 
CRISPR/Cas konnten Forscher jedoch die Menge an Gluten-Proteinen in Weizen drastisch 
reduzieren, sogar ohne die vorteilhafte Viscoelastizität zur Verarbeitung von Weizenproduk-
ten zu verlieren (Sánchez‐León et al. 2017).  
Die Anwendung der CRISPR/Cas-Systeme ermöglicht nicht nur das Editieren von Genen 
und derer regulatorischen Elemente und dadurch die Beeinflussung der Genexpression, 
sondern auch Chromosomen umzustrukturieren (Schindele et al. 2019) (Abb. 5). 
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Abbildung 5: Chromosomale Umstrukturierungen: Die simultane Induktion mehrerer DSB kann in chromoso-
malen Umstrukturierungen resultieren. Werden zwei DSB auf einem Chromosom induziert, können Deletionen (A) 
oder Inversionen (B) des dazwischenliegenden Bereichs stattfinden. Die Induktion zweier DSB auf unterschiedli-
chen Chromosomen kann wiederum zur Translokation (C) von chromosomalen Fragmenten führen. 

Beispielsweise können zwei DSB auf demselben Chromosom entweder eine Deletion oder 
eine Inversion des dazwischenliegenden Bereiches induzieren. Dies ermöglicht es agrono-
misch negative Merkmale zu eliminieren, mehrere positive Eigenschaften genetisch zu ver-
knüpfen oder auch zu trennen. Letztere sind darauf zurückzuführen, dass die Wahrschein-
lichkeit für Rekombination zwischen zwei Genen mit Abnahme deren Distanz zueinander 
sinkt. Diese Ansätze der gezielten chromosomalen Umstrukturierung rücken gerade in Be-
zug auf die klassische Züchtung in den Fokus, denn große Teile der genetischen Information 
sind durch ihre Struktur für konventionelle Züchtungsansätze gar nicht zugänglich. Um sol-
che Bereiche dem Austausch von genetischen Material wieder zugänglich zu machen, kann 
das CRISPR/Cas-System gezielt eingesetzt werden. Es konnte bereits gezeigt werden, dass 
kleinere Inversionen bis zu 18 Kb in Pflanzen induziert und stabil in die nächste Generation 
vererbt werden können (Schmidt et al. 2019). Folglich sollte auch die Induktion größerer In-
versionen erreichbar sein. Beispielweise kann dies angewendet werden, um im Laufe der 
Entwicklung entstandene invertierte Bereiche von Pflanzengenomen wieder zu revertieren. 
In Arabidopsis thaliana besitzt eine Untergruppe eine 1.2 Mb große Inversion auf einem 
Chromosom. In dem invertierten Bereich findet durch selbiges bedingt kein Austausch von 
genetischem Material mehr statt. Beeindruckenderweise war es möglich, die Reversion die-
ses sehr großen Fragmentes zu induzieren und letztendlich nachzuweisen, dass dadurch 
wieder Rekombination und somit Austausch der genetischen Information stattfinden kann 
(Schmidt & Puchta, unpubliziert). 
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3 Das EuGH-Urteil vom 25.7.2018 und dessen Folgen für die 
Rechtslage nach dem Gentechnikrecht 

Hans-Georg Dederer 
Universität Passau 

3.1 Urteil des EuGH vom 25.7.2018 

3.1.1 Vorlagefragen des französischen Conseil d‘État 

Das Urteil des EuGH vom 25. Juli 2018 in der Rechtssache C-528/16, Confédération pay-
sanne u.a.,1 geht auf eine Vorlage des französischen Conseil d’État gemäß Art. 267 Abs. 1 
Buchst. b, Abs. 3 AEUV2 zurück,3 also des französischen Staatsrats, der hier in seiner Funk-
tion als oberster Verwaltungsgerichtshof Frankreichs handelte.4 Von den mehreren Vorlage-
fragen5 zur Auslegung der EU-Freisetzungsrichtlinie 2001/18/EG6 (nachfolgend: Richtlinie 
2001/18/EG) ist im vorliegenden Zusammenhang allein die erste Frage bedeutsam, die wie-
derum im Wesentlichen zwei Fragen in sich vereinte.7 Kurz zusammengefasst lauteten diese 
beiden Fragen: 
 

1.  Sind Mutagenese-Organismen „genetisch veränderte Organismen (GVO)“ im 
Rechtssinne der Richtlinie 2001/18/EG? 

2.  Welche Reichweite hat die sog. „Mutagenese-Ausnahme“? 
 

3.1.2 Maßgebliche Regelungsstruktur der Richtlinie 2001/18/EG 

a) GVO-Definition als „Eingangsportal“ 

Verständlich werden diese beiden Fragen vor dem Hintergrund der insoweit maßgeblichen 
Regelungsstruktur der Richtlinie 2001/18/EG. Für die Eröffnung ihres Anwendungsbereichs 
ist zunächst entscheidend, ob ein Organismus die Legaldefinition des GVO in Art. 2 Nr. 2 der 
Richtlinie 2001/18/EG erfüllt. Diese Definition lautet auszugsweise wie folgt: 

                                                 
1 EuGH, Rs. C-528/16, Confédération paysanne u.a., ECLI:EU:C:2018:583 
2 Vertrag über die Arbeitsweise der Europäischen Union (ABl. EU C 306, 17.12.2007, S. 1) 
3 Conseil d’État, 3e et 8e ch., 3 oct. 2016, n°388649, Confédération Paysanne, 
ECLI:FR:CECHR:2016:388649.20161003 
4 siehe https://www.conseil-etat.fr/le-conseil-d-etat/missions/juger-l-administration 
5 siehe EuGH, Rs. C-528/16, Confédération paysanne u.a., ECLI:EU:C:2018:583, Rn. 25 
6 Richtlinie 2001/18/EG des Europäischen Parlaments und des Rates vom 12. März 2001 über die absichtliche 
Freisetzung genetisch veränderter Organismen in die Umwelt und zur Aufhebung der Richtlinie 90/220/EWG des 
Rates (ABl. EU L 106, 17.4.2001, S. 1) 
7 Siehe die Umformulierung der Frage durch den EuGH: EuGH, Rs. C-528/16, Confédération paysanne u.a., 
ECLI:EU:C:2018:583, Rn. 26 
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„‚genetisch veränderter Organismus (GVO)‘: ein Organismus …, dessen 
genetisches Material so verändert worden ist, wie es auf natürliche Weise 
… nicht möglich ist“ (Art. 2 Nr. 2 der Richtlinie 2001/18/EG). 

Diese Definition bildet gleichsam das „Eingangsportal“ zur Richtlinie. Ein Organismus, wel-
cher der Definition entspricht, geht gleichsam durch dieses „Portal“ und befindet sich damit 
(zunächst) im Anwendungsbereich der Richtlinie. 
b) Bereichsausnahme als „Hintertür“ 

Allerdings sieht die Richtlinie in ihrem Art. 3 Abs. 1 daneben noch eine „Hintertür“ vor, näm-
lich eine Ausnahme vom Anwendungsbereich, kurz: eine sog. „Bereichsausnahme“. Orga-
nismen, welche den Kriterien der Bereichsausnahme genügen, werden durch diese „Hinter-
tür“ wieder aus dem Anwendungsbereich der Richtlinie entlassen. D.h. es handelt sich ei-
gentlich um GVO im Rechtssinne der Richtlinie, aber um solche GVO, die nach dem Willen 
des Gesetzgebers keiner Risikoregulierung bedürfen. Die hier relevante Bereichsausnahme 
in der speziellen Gestalt der schon erwähnten Mutagenese-Ausnahme lautet auszugsweise 
wie folgt: 

„Diese Richtlinie gilt nicht für Organismen, bei denen eine genetische Ver-
änderung durch den Einsatz der in Anhang I B aufgeführten Verfahren her-
beigeführt wurde.“ (Art. 3 Abs. 1 der Richtlinie 2001/18/EG); 

„Verfahren/Methoden der genetischen Veränderung, aus denen Organis-
men hervorgehen, die von der Richtlinie auszuschließen sind …: 
1. Mutagenese, …“ (Anhang I B Nr. 1 der Richtlinie 2001/18/EG). 

3.1.3 Antworten des EuGH 

a) Zur GVO-Definition 

Vor diesem Hintergrund war die Antwort des EuGH auf die erste Frage, ob Mutagenese-
Organismen GVO im Rechtssinne der Richtlinie 2001/18/EG sind, eher nahe- als fernlie-
gend. Kurz gefasst beantwortete der EuGH nämlich diese Frage dahin, dass Mutagenese-
Organismen GVO bilden.8 In der Tat kann über die „Hintertür“ der Bereichsausnahme aus 
dem Anwendungsbereich der Richtlinie nur entweichen, was vorher im Anwendungsbereich 
der Richtlinie war, also durch das „Eingangsportal“ in Gestalt der GVO-Definition in den An-
wendungsbereich der Richtlinie gelangt sein musste.  

                                                 
8 EuGH, Rs. C-528/16, Confédération paysanne u.a., ECLI:EU:C:2018:583, Rn. 27-38. 
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Werden Mutagenese-Organismen über die Mutagenese-Ausnahme aber aus dem Anwen-
dungsbereich der Richtlinie entlassen, dann müssen sie vorher im Anwendungsbereich der 
Richtlinie gewesen sein, also den Kriterien der GVO-Definition entsprochen haben.9 
b) Zur Mutagenese-Ausnahme 

Umso bedeutender wurde die Antwort des EuGH auf die zweite Frage nach der Reichweite 
der Mutagenese-Ausnahme. Würden darüber sämtliche Mutagenese-Organismen aus dem 
Anwendungsbereich der Richtlinie entweichen können – oder nur solche, die mit Techniken 
der tradierten, chemisch (mittels mutagener Agenzien) oder physikalisch (mittels ionisieren-
der Bestrahlung) induzierten, aber ungezielten Mutagenese10 erzeugt werden? Aus den Ent-
scheidungsgründen ergibt sich eindeutig, dass jedenfalls solche GVO nicht aus dem Anwen-
dungsbereich der Richtlinie 2001/18/EG entlassen werden dürfen, welche aus neuartigen 
Verfahren der Mutagenese hervorgehen, „die seit dem Erlass der Richtlinie [am 12.03.2001] 
entstanden sind oder sich hauptsächlich entwickelt haben“.11 Wie sich aus den Entschei-
dungsgründen weiter ableiten lässt,12 meinte der EuGH damit „Verfahren/Methoden der ge-
zielten Mutagenese, bei denen neue gentechnische Verfahren wie die Mutagenese mit Hilfe 
von Oligonukleotiden oder die Mutagenese mit Hilfe zielgerichteter Nukleasen zur Anwen-
dung [kommen]“.13 Die ODM- und die SDN-Verfahren sind aber gerade diejenigen neuarti-
gen Züchtungsverfahren, die unter dem Begriff „Genomeditierung“ zusammengefasst wer-
den.14 
Im Ergebnis bedeutet dies, dass alle genomeditierten Organismen GVO sind und als solche 
uneingeschränkt von der Richtlinie 2001/18/EG erfasst werden. 

3.1.4 Begründungsgang des EuGH 

Zentrale Begründungselemente des EuGH waren zum einen der 17. Erwägungsgrund der 
Richtlinie 2001/18/EG, zum anderen der 8. Erwägungsgrund in Verbindung mit Art. 1 und 
Art. 4 Abs. 1 der Richtlinie 2001/18/EG. 
a) Motiv des Gesetzgebers: Ausnahme nur bei Erlass der Richtlinie bereits als sicher gel-

tender Verfahren 

                                                 
9 Dass man das juristisch differenzierter sehen kann, hat mit durchaus überzeugenden Erwägungen der General-
anwalt in seinen Schlussanträgen gezeigt. Siehe Schlussanträge des Generalanwalts Michal Bobek vom 18. Ja-
nuar 2018, Rechtssache C-528/16, Confédération paysanne u.a., Rn. 66. 
10 Siehe hierzu auch Conseil d’État, 3e et 8e ch., 3 oct. 2016, n°388649, Confédération Paysanne, 
ECLI:FR:CECHR:2016:388649.20161003, Rn. 23. 
11 EuGH, Rs. C-528/16, Confédération paysanne u.a., ECLI:EU:C:2018:583, Rn. 51. 
12 siehe EuGH, Rs. C-528/16, Confédération paysanne u.a., ECLI:EU:C:2018:583, Rn. 51, 47, 23. 
13 EuGH, Rs. C-528/16, Confédération paysanne u.a., ECLI:EU:C:2018:583, Rn. 23. 
14 siehe etwa Bayerisches Landesamt für Gesundheit und Lebensmittelsicherheit, Genome Editing, S. 7-17. 



8. Fachtagung Gentechnik am 23. Oktober 2019 
 

44   Bayerisches Landesamt für Gesundheit und Lebensmittelsicherheit 

Der 17. Erwägungsgrund der Richtlinie lautet: 

„Diese Richtlinie sollte nicht für Organismen gelten, die mit Techniken zur 
genetischen Veränderung gewonnen werden, die herkömmlich bei einer 
Reihe von Anwendungen angewandt wurden und seit langem als sicher 
gelten.“ 

Der EuGH15 hat diesen Erwägungsgrund als gesetzgeberisches Motiv für die Bereichsaus-
nahme des Art. 3 Abs. 1 der Richtlinie 2001/18/EG, insbesondere in Gestalt der Mutagene-
se-Ausnahme (Anhang I B Nr. 1 der Richtlinie 2001/18/EG), aufgefasst.16 Durch die „Hinter-
tür“ entweichen konnten damit nur diejenigen GVO, die mit solchen Techniken der Muta-
genese gewonnen werden, „die herkömmlich bei einer Reihe von Anwendungen angewandt 
wurden und seit langem als sicher gelten“. Aus der Sicht des EuGH ließ sich dies für die 
neuartigen Techniken der Genomeditierung nicht sagen. Hierzu stütze sich der Gerichtshof 
entscheidend auf die Feststellungen des französischen Conseil d’État und übernahm dessen 
Auffassung,17 wonach die von den ODM- und SDN-Techniken ausgehenden Risiken „noch 
nicht mit Sicherheit bestimmt werden“ könnten und vor allem „vergleichbar mit den bei der 
Erzeugung und Verbreitung von GVO durch Transgenese auftretenden Risiken“ seien.18 Als 
risikoerhöhend (und insoweit wiederum im Anschluss an die Feststellungen des Conseil 
d’État)19 fasste der EuGH dabei auf, „dass die Entwicklung dieser neuen Verfah-
ren/Methoden die Erzeugung genetisch veränderter Sorten in einem ungleich größeren 
Tempo und Ausmaß als bei der Anwendung herkömmlicher Methoden der Zufallsmutagene-
se ermöglicht“.20 
b) Zweck der Richtlinie: Vorsorge gegen potentielle Umwelt- und Gesundheitsrisiken 

Vor diesem Hintergrund brachte der EuGH noch den Schutzzweck der Richtlinie 2001/18/EG 
und das in der Richtlinie speziell positivierte Vorsorgeprinzip ins Spiel. Art. 1 der Richtlinie 
beschreibt deren Schutzzweck wie folgt: 

„Entsprechend dem Vorsorgeprinzip ist das Ziel dieser Richtlinie … der 
Schutz der menschlichen Gesundheit und der Umwelt …“ 

  

                                                 
15 Anders als der Generalanwalt. Siehe Schlussanträge des Generalanwalts Michal Bobek vom 18. Januar 2018, 
Rechtssache C-528/16, Confédération paysanne u.a., Rn. 92-95. 
16 EuGH, Rs. C-528/16, Confédération paysanne u.a., ECLI:EU:C:2018:583, Rn. 44-48. 
17 Conseil d’État, 3e et 8e ch., 3 oct. 2016, n°388649, Confédération Paysanne, 
ECLI:FR:CECHR:2016:388649.20161003, Rn. 28. 
18 EuGH, Rs. C-528/16, Confédération paysanne u.a., ECLI:EU:C:2018:583, Rn. 47-48. 
19 Conseil d’État, 3e et 8e ch., 3 oct. 2016, n°388649, Confédération Paysanne, 
ECLI:FR:CECHR:2016:388649.20161003, Rn. 28. 
20 EuGH, Rs. C-528/16, Confédération paysanne u.a., ECLI:EU:C:2018:583, Rn. 48. 
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Ergänzend normiert Art. 4 Abs. 1 Satz 1 der Richtlinie: 

„Die Mitgliedstaaten tragen im Einklang mit dem Vorsorgeprinzip dafür 
Sorge, dass alle geeigneten Maßnahmen getroffen werden, damit die ab-
sichtliche Freisetzung oder das Inverkehrbringen von GVO keine schädli-
chen Auswirkungen auf die menschliche Gesundheit und die Umwelt hat.“ 

Der 8. Erwägungsgrund der Richtlinie 2001/18/EG hält schließlich fest, dass das Vorsorge-
prinzip für den Gemeinschaftsgesetzgeber beim Erlass der Richtlinie bedeutsam war und 
deshalb auch für die Umsetzung und damit Auslegung leitend sein muss: 

„Der Grundsatz der Vorsorge wurde bei der Ausarbeitung dieser Richtlinie 
berücksichtigt und muss bei ihrer Umsetzung berücksichtigt werden.“ 

Die auf den Schutzzweck und das Vorsorgeprinzip gestützte Argumentation des EuGH21 ist 
zwar nicht abwegig, aber überaus oberflächlich und weit von den eigenen, äußerst strengen 
Maßstäben entfernt, an welchen der Gerichtshof sonst z.B. eine Berufung der Mitgliedstaa-
ten auf das Vorsorgeprinzip misst.22 Nur bei einer äußerst summarischen, den wissenschaft-
lichen Erkenntnisstand ausblendenden Betrachtungsweise konnte man zum Schluss kom-
men: Wenn die mit der Genomeditierung verbundenen Risiken denjenigen, welche bei der 
Transgenese, also der „klassischen“ Gentechnik, für welche die Richtlinie 2001/18/EG ur-
sprünglich im Wesentlichen konzipiert war, nicht nur entsprechen, sondern diese Risiken so-
gar übertreffen und sich dazu noch nicht einmal „mit Sicherheit bestimm[en]“ lassen, dann 
kann es im Lichte des Schutzzwecks der Richtlinie in Verbindung mit dem Vorsorgeprinzips 
nicht sein, dass genomeditierte Organismen aus dem Anwendungsbereich der Richtlinie 
herausfallen. 
 
 
 

                                                 
21 EuGH, Rs. C-528/16, Confédération paysanne u.a., ECLI:EU:C:2018:583, Rn. 49-53. 
22 Hierzu Dederer, Genomeditierung ist Gentechnik, EurUP 2019, S. 236 (242); gleichfalls kritisch Beck, All About 
That Risk?, EurUP 2019, S. 246 (252); Faltus, Mutagene(se) des Gentechnikrechts, ZUR 2018, S. 524 (530); 
Seitz, Modifiziert oder nicht? EuZW 2018, S. 757 (762-763); dem EuGH dagegen zustimmend Spranger, Neue 
Techniken und Europäisches Gentechnikrecht, NJW 2018, S. 2929 (2929-2930); eher eine vermittelnde Position 
einnehmend Andersen/Schreiber, „Genome Editing“ vor dem EuGH und seine Folgen, NuR 2020, S. 99 (106). 
Vgl. auch Schlussanträge des Generalanwalts Michal Bobek vom 18. Januar 2018, Rechtssache C-528/16, Con-
fédération paysanne u.a., Rn. 102-104. 



8. Fachtagung Gentechnik am 23. Oktober 2019 
 

46   Bayerisches Landesamt für Gesundheit und Lebensmittelsicherheit 

3.2 Folgen für die Rechtslage nach dem Gentechnikrecht 

3.2.1 Erstreckung auf „Freisetzung“ und „Inverkehrbringen“ 

Verständlich werden die – weitreichenden – Folgen des EuGH-Urteils nur vor dem Hinter-
grund der Regelungskonzeption des europäischen Gentechnikrechts. Jenes beruht gemäß 
dem 24. Erwägungsgrund der Richtlinie 2001/18/EG auf dem Stufenprinzip, wonach 

„die Einschließung der GVO … nach und nach stufenweise gelockert und 
ihre Freisetzung in der gleichen Weise ausgeweitet [wird], jedoch nur dann, 
wenn die Bewertung der vorherigen Stufen in bezug auf den Schutz der 
menschlichen Gesundheit und der Umwelt ergibt, dass die nächste Stufe 
eingeleitet werden kann.“ 

Danach sind drei Stufen zu unterscheiden: das „geschlossene System“, die „Freisetzung“ 
und das „Inverkehrbringen“. Nach dieser Typisierung werden GVO zunächst (1. Stufe) im 
geschlossenen System (z.B. Labor, Wachstumskammer, Gewächshaus) hergestellt, entwi-
ckelt und geprüft, danach (2. Stufe) im Freiland im Wege der Freisetzung in die Umwelt ge-
testet (z.B. zunächst im kleinen Maßstab mit höheren Sicherheitsvorkehrungen, dann im 
großen Maßstab mit geringeren Sicherheitsvorkehrungen), um anschließend (3. Stufe) in 
Verkehr gebracht, also als Produkte vermarktet zu werden. 
Die Richtlinie 2001/18/EG gilt nur für die 2. und 3. Stufe, also für die „Freisetzung“ (Teil B der 
Richtlinie 2001/18/EG) und für das „Inverkehrbringen“ (Teil C der Richtlinie 2001/18/EG), in-
soweit aber nur solcher Produkte, deren Inverkehrbringen nicht einem speziellen gentechnik-
rechtlichen Regelwerk unterfällt (vgl. Art. 12 der Richtlinie 2001/18/EG). Solche speziellen 
Vorschriften hat der Unionsgesetzgeber für Saat- und Pflanzgut,23 Lebens- und Futtermit-
tel,24 Pflanzenschutzmittel25 sowie Arzneimittel26 erlassen. Einen eigenen Rechtsrahmen hat 
der Unionsgesetzgeber für das geschlossene System vorgesehen.27 

                                                 
23 Richtlinie 2002/53/EG des Rates vom 13. Juni 2002 über einen gemeinsamen Sortenkatalog für landwirtschaft-
liche Pflanzenarten (ABl. EU L 193, 20.08.2002, S. 1); Richtlinie 2002/55/EG des Rates vom 13. Juni 2002 über 
den Verkehr mit Gemüsesaatgut (ABl. EU L 193, 20.7.2002, S. 33); Richtlinie 1999/105/EG des Rates vom 22. 
Dezember 1999 über den Verkehr mit forstlichem Vermehrungsgut (ABl. EU L 11, 15.1.2000, S. 17); Richtlinie 
2008/90/EG des Rates vom 29. September 2008 über das Inverkehrbringen von Vermehrungsmaterial und Pflan-
zen von Obstarten zur Fruchterzeugung (ABl. EU L 267, 8.10.2008, S. 8); Richtlinie 68/193/EWG des Rates vom 
9. April 1968 über den Verkehr mit vegetativem Vermehrungsgut von Reben (ABl. EU L 93, 17.4.1968, S. 15). 
24 Verordnung (EG) Nr. 1829/2003 des Europäischen Parlaments und des Rates vom 22. September 2003 über 
genetisch veränderte Lebensmittel und Futtermittel (ABl. EU L 268, 18.10.2003, S. 1). 
25 Verordnung (EG) Nr. 1107/2009 des Europäischen Parlaments und des Rates vom 21. Oktober 2009 über das 
Inverkehrbringen von Pflanzenschutzmitteln und zur Aufhebung der Richtlinien 79/117/EWG und 91/414/EWG 
des Rates (ABl. EU L 309, 24.11.2009, S. 1). 
26 Verordnung (EG) Nr. 726/2004/ des Europäischen Parlaments und des Rates vom 31. März 2004 zur Festle-
gung von Gemeinschaftsverfahren für die Genehmigung und Überwachung von Human- und Tierarzneimitteln 
und zur Errichtung einer Europäischen Arzneimittel-Agentur (ABl. EU L 136, 30.4.2004, S. 1). 
27 Richtlinie 2009/41/EG des Europäischen Parlaments und des Rates vom 6. Mai 2009 über die Anwendung ge-
netisch veränderter Mikroorganismen in geschlossenen Systemen (ABl. EU L 125, 21.5.2009, S. 75). 
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Das Urteil des EuGH gilt zunächst nur für die Richtlinie 2001/18/EG. Damit unterliegen ge-
nomeditierte Organismen deren Regelungen über GVO-Freilandversuche sowie über das In-
verkehrbringen von GVO-Produkten unter Einschluss des GVO-Anbaus. 
Unmittelbare Bedeutung hat das Urteil des EuGH aber auch für diejenigen Spezialvorschrif-
ten, welche das Inverkehrbringen der oben genannten Produkte, also von Saat- und Pflanz-
gut, Lebens- und Futtermitteln, Pflanzenschutzmitteln sowie Arzneimitteln betreffen. Denn 
deren Anwendungsbereiche bestimmen sich anhand der GVO-Definition und der Be-
reichsausnahme der Richtlinie 2001/18/EG.28 Mithin erstrecken sich diese speziellen Regel-
werke im Gefolge des EuGH-Urteils nunmehr auch auf genomeditierte Organismen.29 Glei-
ches gilt schließlich für die horizontalen, also nicht auf bestimmte Produktkategorien be-
grenzten Regeln über die Kennzeichnung und Rückverfolgbarkeit von GVO30 sowie über die 
grenzüberschreitende Verbringung von GVO.31 

3.2.2 Vollzugsprobleme 

a) Fehlende Identifizierungs-, Nachweis- und Überwachungsverfahren 

Freilich ergeben sich aus der Anwendung der vorgenannten Regelungen auf genomeditierte 
Organismen spezifische Vollzugsprobleme. So stellt sich das Problem, dass in Anträgen auf 
Genehmigung von Freisetzungen oder des Inverkehrbringens von Produkten Informationen 
über Identifizierungs-, Nachweis- und Überwachungsverfahren beizubringen sind.32 Zwar 
dürften sich mittels Genomeditierung erzeugte Mutationen nachweisen, aber nicht in dem 
Sinne identifizieren lassen, dass ihre Entstehung auf die Anwendung von Techniken der Ge-
nomeditierung zurückzuführen ist. Vielmehr verhält es sich nach dem Stand von Wissen-
schaft und Technik so, dass jedenfalls mittels ODM oder SDN-1- oder SDN-2-Techniken er-
zeugte Mutationen von natürlichen Mutationen oder im Wege klassischer, d.h. chemisch   
oder physikalisch induzierter Mutagenese hervorgerufene Mutationen nicht zu unterscheiden 
sind.33 

                                                 
28 Vgl. Art. 4 Abs. 4 Richtlinie 2002/53/EG; Art. 4 Abs. 2 Richtlinie 2002/55/EG; Art. 5 Abs. 1 Richtlinie 
1999/105/EG; Art. 3 Abs. 2; Art. 5ba Abs. 1 Richtlinie 68/193/EWG; Art. 2 Nr. 5 Verordnung (EG) Nr. 1829/2003; 
Art. 3 Nr. 16 Verordnung (EG) Nr. 1107/2009; Art. 6 Abs. 2 UAbs. 1, Art. 31 Abs. 2 UAbs. 1 Verordnung (EG) 
Nr. 726/2004. 
29 Ebenso mit Blick auf Art. 4 Abs. 4 Richtlinie 2002/53/EG bereits der EuGH, Rs. C-528/16, Confédération pay-
sanne u.a., ECLI:EU:C:2018:583, Rn. 55-68. 
30 Vgl. Art. 3 Nr. 1 Verordnung (EG) Nr. 1830/2003 des Europäischen Parlaments und des Rates vom 22. Sep-
tember 2003 über die Rückverfolgbarkeit und Kennzeichnung von genetisch veränderten Organismen und über 
die Rückverfolgbarkeit von aus genetisch veränderten Organismen hergestellten Lebensmitteln und Futtermitteln 
sowie zur Änderung der Richtlinie 2001/18/EG (ABl. EU L 268, 18.10.2003, S. 24). 
31 Vgl. Art. 3 Nr. 2 Verordnung (EG) Nr. 1946/2003 des Europäischen Parlaments und des Rates vom 15. Juli 
2003 über grenzüberschreitende Verbringungen genetisch veränderter Organismen (ABl. EU L 287, 05.11.2003, 
S. 1). 
32 Vgl. etwa Anhang IIIA II. A. 6.-7., II. C. 2. f) - g), V. A. 1., 3, Anhang IIIB I. B. 5., II. B. 5., Anhang IV A. 7. der 
Richtlinie 2001/18/EG. 
33 Vgl. etwa Zentrale Kommission für die Biologische Sicherheit, Zur Identifizierbarkeit von Genomeditierungen in 
Pflanzen. Kommentar zu Y. Bertheau, 2019 http://www.zkbs-on-
line.de/ZKBS/DE/01_Aktuelles/Kommentar%20zu%20Bertheau%20(2019)/Kommentar%20zu%20Bertheau_basepa
ge.html?nn=8568694. 
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b) Risiko von Feldzerstörungen 

Darüber hinaus müssen Feldversuche mit genomeditierten Organismen ebenso wie der 
kommerzielle Anbau genomeditierter Pflanzen in das Standortregister eingetragen werden, 
welches die Grundstücke, auf welchen der Versuch bzw. der Anbau stattfindet, exakt be-
zeichnet (§ 16a Abs. 1, Abs. 2 Satz 1 Nr. 3, Abs. 3 Satz 2 Nr. 4, Abs. 4 Satz 1 Nr. 3 
GenTG34). Damit besteht die bereits aus der Freisetzung „klassischer“ GVO bekannte Gefahr 
vollständiger Feldzerstörungen.35 
c) Politisiertes Genehmigungsverfahren 

Ferner unterliegt das Inverkehrbringen einem Genehmigungsverfahren, das sich in der Ver-
gangenheit als höchst politisiert und damit langwierig, in der Folge als übermäßig zeit- und 
kostenintensiv und vom Ausgang letztlich unvorhersehbar erwiesen hat.36 
d) Koexistenz- und Opt-out-Problematik 

Im Fall des Anbaus genomeditierter Nutzpflanzen greift außerdem das in Art. 26a der Richt-
linie 2001/18/EG ermöglichte, auf nationaler Ebene im deutschen Gentechnikgesetz konkre-
tisierte Koexistenzregime. Danach trifft den Landwirt, der genomeditierte Nutzpflanzen an-
baut, die Pflicht zur Vorsorge gegen Einträge der spezifisch auf Genomeditierung beruhen-
den genetischen Veränderungen seiner Pflanzen in Nachbarkulturen (vgl. § 16b GenTG). 
Kommt es zu einer solchen Kontamination, kann die verschuldensunabhängige Nachbar-
schaftshaftung greifen (vgl. § 36a GenTG i.V. mit § 906 Abs. 2 Satz 2 BGB). Freilich stellt 
sich auch hier wieder eine spezifisch mit der Genomeditierung zusammenhängende Beweis-
problematik. Denn selbst wenn in benachbarten Beständen eine genetische Veränderung 
nachweisbar wäre, welche derjenigen in den genomeditierten Nutzpflanzen entspricht, ließe 
sich argumentieren, dass jene Mutationen in den Nachbarbeständen auf natürlichem Wege 
(zum Beispiel durch die UV-Strahlung der Sonne oder schlicht im Zuge von Zellteilungen) 
zustande gekommen seien. Hier stellen sich dann Fragen nach der Beweislast(-verteilung), 
dem Beweismaß und der Zulassung des indirekten Beweises. 
Ferner ist zu bedenken, dass ein Mitgliedstaat von der Möglichkeit des sog. Opt-outs Ge-
brauch macht,37 also den Anbau genomeditierter Nutzpflanzen auf seinem Staatsgebiet oder 
in Teilen desselben beschränkt oder verbietet (vgl. Art. 26b und Art. 26c der Richtlinie 
2001/18/EG). 
 
 

                                                 
34 Gesetz zur Regelung der Gentechnik (Gentechnikgesetz – GenTG) vom 20.6.1990. 
35 Siehe Nationale Akademie der Wissenschaften Leopoldina/Deutsche Forschungsgemeinschaft/Union der deut-
schen Akademien der Wissenschaften, Wege zu einer wissenschaftlich begründeten, differenzierten Regulierung 
genomeditierter Pflanzen in der EU, 2019, S. 4-5, 19. 
36 Vgl. Dederer, Genetic Technology and Food Security, in: Schmidt-Kessel (Hrsg.), German national Reports on 
the 19th International Congress of Comparative Law, 2014, S. 303 (332-338). 
37 Was für Deutschland mangels gesetzlicher Regelung nicht möglich ist. 
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e) Verbrauchertäuschung durch „Ohne Gentechnik“-Kennzeichnung? 

Umstritten ist die Frage, inwiefern die „Ohne Gentechnik“-Kennzeichnung weiterhin für Pro-
dukte verwendet werden kann, wenn im Verlauf ihrer Herstellung Mutagenese-Organismen 
verwendet wurden, die nach dem Urteil des EuGH sämtlich als GVO zu gelten haben. Inso-
weit ist nochmals daran zu erinnern, dass auch die mittels „klassischer“, d.h. chemisch oder 
physikalisch induzierter Mutagenese erzeugten Organismen GVO im Rechtssinne des Gen-
technikrechts sind. Zwar lässt die deutsche Kennzeichnungsregelung in § 3a EG-
GenTGDurchfG38 die „Ohne Gentechnik“-Kennzeichnung weiterhin zu. Indes wird argumen-
tiert, dass das höherrangige Unionsrecht für die allgemeine Lebensmittelkennzeichnung eine 
Anwendung der nationalen Regelung über die „Ohne Gentechnik“-Kennzeichnung nicht zu-
lasse.39 Denn in dieser Kennzeichnung liege eine unionsrechtliche verbotene Verbraucher-
täuschung. Wegen des Anwendungsvorrangs des Unionsrechts könne darüber auch nicht 
die Figur der „gesetzlich autorisierten Verbrauchertäuschung“ hinweghelfen (um die es sich 
der Sache nach bei der „Ohne Gentechnik“-Kennzeichnung schon immer gehandelt hat), 
weil das nationale, eine solche Verbrauchertäuschung zulassende Gesetzesrecht eben nicht 
anwendbar sei. Allerdings ist für den Tatbestand der Verbrauchertäuschung auf den „durch-
schnittlich informierten, aufmerksamen und verständigen Durchschnittsverbraucher“ abzu-
stellen.40 Vor dem Hintergrund dieses unionsrechtlichen Verbraucherleitbildes dürfte sich (mit 
einer gewissen Vorsicht) argumentieren lassen, dass ein solcher „Durchschnittsverbraucher“ 
mit „Gentechnik“ bzw. „GVO“ bislang schon nur solche Verfahren bzw. Organismen verbun-
den hat und (wohl) weiterhin verbindet, die auch reguliert werden, weil sie (anscheinend) für 
Menschen und Umwelt dem Grunde nach potentiell riskant sind. Nicht regulierte Organis-
men, und seien es nur von der Regulierung ausgenommene GVO, dürften sich dagegen aus 
Verbrauchersicht als gleichsam „unverdächtig“ darstellen, weshalb ihre Verwendung – aus 
Sicht des Verbrauchers – einer „Ohne Gentechnik“-Kennzeichnung wohl nicht entgegen-
steht. Denn das Label „Ohne Gentechnik“ dürfte aus Verbrauchersicht wohl für „traditionell, 
konventionell, sicher“, kurz: für „vertraut“, d.h. für nicht mit einer Risikoregulierung unterlie-
gender Gentechnik in Berührung gekommen, stehen. 
 
 
 
 
 

                                                 
38 Gesetz zur Durchführung der Verordnungen der Europäischen Gemeinschaft oder der Europäischen Union auf 
dem Gebiet der Gentechnik und über die Kennzeichnung ohne Anwendung gentechnischer Verfahren hergestell-
ter Lebensmittel (EGGentechnik-Durchführungsgesetz – EGGenTDurchfG) vom 22.4.2004. 
39 Kahrmann/Leggewie, Gentechnikrechtliches Grundsatzurteil des EuGH und die Folgefragen für das deutsche 
Recht, NuR 2018, S. 761 (765). 
40 Hierzu Schmitt, Das unionsrechtliche Verbraucherleitbild, 2018, S. 55-56. 
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f) Schwächung des Forschungsstandorts 

Zu denken ist auch an wissenschaftspolitische Folgen, zu welchen die Schwächung des For-
schungsstandortes EU gehört.41 Tatsächlich haben europäische Unternehmen bereits ihre 
Forschungseinrichtungen im Nachgang zum EuGH-Urteil zum Teil vollständig in die USA 
verlegt. Darüber hinaus kann die fehlende Aussicht auf eine kommerzielle Anwendung ge-
nomeditierter Nutzpflanzen oder Tiere auch nachteilige Rückwirkungen auf die universitäre 
Forschung haben. Denn warum sollte sich ein Doktorand oder Postdoc auf jahrelange, spe-
zialisierte Forschung auf dem Gebiet der Genomeditierung einlassen, wenn sich damit keine 
beruflichen Perspektiven, vor allem außerhalb der Universität, z.B. in Unternehmen der 
Saatgut- bzw. Züchtungsindustrie verbinden lassen. Auch dürfte es unzumutbar sein, Dokto-
randen oder Postdocs Forschungsarbeiten durchführen zu lassen, die mit Freilandversuchen 
verbunden sind, deren Zerstörung zu erwarten ist. 
g) Welthandelsrechtliches Prozessrisiko 

Zum anderen sind erhebliche Beeinträchtigungen des Welthandels nicht auszuschließen.42 
Momentan entwickelt sich die Regulierungspraxis zwischen der Union einerseits und Dritt-
staaten (wie in Süd- und Mittelamerika in Argentinien, Brasilien, Chile, Ecuador, Honduras, 
Kolumbien, Paraguay, in Nordamerika in den USA und Kanada, im asiatisch-pazifischen 
Raum in Japan und Australien) diametral auseinander. Genomeditierte Organismen werden 
in vielen der genannten Drittstaaten nicht reguliert, durchlaufen also insbesondere kein be-
hördliches Genehmigungsverfahren. Demgegenüber stoßen sie beim Zugang zum europäi-
schen Binnenmarkt auf die Hürde der Genehmigungspflicht für das Inverkehrbringen von 
GVO-Produkten. Es ist durchaus naheliegend, dass jene Drittstaaten in diesem Marktzu-
gangshindernis ein welthandelsrechtlich unzulässiges Handelshemmnis sehen. Darüber hin-
aus stellt sich erneut das Nachweis- und Identifikationsproblem. Selbst wenn sich in einer 
Schiffsladung anhand von repräsentativen Stichproben eine Mutation nachweisen ließe, 
bliebe unklar, ob jene natürlich entstanden ist, auf herkömmlichen Züchtungsmethoden be-
ruht oder mittels Genomeditierung erzeugt worden ist. 
 
 

                                                 
41 Zum Folgenden Nationale Akademie der Wissenschaften Leopoldina/Deutsche Forschungsgemeinschaft/Union 
der deutschen Akademien der Wissenschaften, Wege zu einer wissenschaftlich begründeten, differenzierten Re-
gulierung genomeditierter Pflanzen in der EU, 2019, S. 5-6, 19-21, 31. 
42 Zum Folgenden Nationale Akademie der Wissenschaften Leopoldina/Deutsche Forschungsgemeinschaft/Union 
der deutschen Akademien der Wissenschaften, Wege zu einer wissenschaftlich begründeten, differenzierten Re-
gulierung genomeditierter Pflanzen in der EU, 2019, S. 27-29. 
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3.3 Erstreckung auf das „geschlossene System“ 

Ein besonderes Problem bildet die Übertragbarkeit des EuGH-Urteils auf die Regeln über 
das geschlossene System. Wie bereits kurz dargestellt, unterliegt das geschlossene System 
einer eigenen, eigenständigen Regulierung in Gestalt der Richtlinie 2009/41/EG.  
Deren Eigenständigkeit zeigt sich darin, dass sie nicht für alle GVO, sondern nur für eine 
Teilmenge daraus, nämlich die genetisch veränderten Mikroorganismen (GVM) gilt. Ferner 
definiert sie ihren Anwendungsbereich in der Folge autonom anhand einer eigenen GVM-
Definition und einer eigenen Bereichsausnahme. 
Gleichwohl gibt es überzeugende Gründe dafür, letztlich auch die Richtlinie 2009/41/EG und 
damit die nationalen, diese Richtlinie umsetzenden Vorschriften über das geschlossene Sys-
tem auf genomeditierte (Mikro-)Organismen zu erstrecken.43 
Hierfür spricht zum einen der annähernd identische Wortlaut der Definitionen und Bereichs-
ausnahmen. So lautet die GVM-Definition der Richtlinie 2009/41/EG: 

„‚genetisch veränderter Mikroorganismus‘ (GVM) … Mikroorganismus, des-
sen genetisches Material in einer Weise verändert worden ist, wie es unter 
natürlichen Bedingungen … nicht vorkommt“ (Art. 2 lit. b RL 2009/41/EG). 

Die Bereichsausnahme wiederum ist wie folgt formuliert: 

„[D]iese Richtlinie [gilt] nicht für … die Fälle, in denen eine genetische Ver-
änderung durch den Einsatz der in Anhang II Teil A aufgeführten Verfah-
ren/Techniken herbeigeführt wird“ (Art. 3 Abs. 1 Buchst. a RL 2009/41/EG); 

„Techniken oder Methoden der genetischen Veränderung zur Herstellung 
von Mikroorganismen, die von der Richtlinie auszuschließen sind …: 
1. Mutagenese, …“ (Anhang II Teil A Nr. 1 und 4 RL 2009/41/EG). 

Zum anderen lassen sich die Entscheidungsgründe, welche den EuGH bei seiner Auslegung 
der GVO-Definition und der Mutagenese-Ausnahme der Richtlinie 2001/18/EG geleitet ha-
ben, auf die Richtlinie 2009/41/EG und die dort normierte GVM-Definition samt Bereichsaus-
nahme im Prinzip übertragen. So sind von einem methodischen Standpunkt aus Ausnah-
meregelungen, mithin auch die Regelungen beider Richtlinien über die Mutagenese-
Ausnahmen, eng auszulegen.  
 

                                                 
43 Im Ergebnis ebenso und von der Argumentation her ähnlich bereits Kahrmann/Leggewie, Gentechnikrechtli-
ches Grundsatzurteil des EuGH und die Folgefragen für das deutsche Recht, NuR 2018, S. 761 (764); Spranger, 
Memorandum zur Frage der Übertragbarkeit der Ausführungen des Europäischen Gerichtshofes in der Rs. C-
528/16 auf den Regulierungsbereich der Systemrichtlinie 2009/41/EG, 2019 (abrufbar unter 
https://www.bfn.de/fileadmin/BfN/recht/Dokumente/System_Memorandum_final.pdf). 
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Ferner sind die Schutzzwecke der beiden Richtlinien identisch (vgl. Art. 1 der Richtlinien 
2001/18/EG und 2009/41/EG). Darüber hinaus ist die Richtlinie 2009/41/EG nicht anders als 
die Richtlinie 2001/18/EG im Lichte des Vorsorgeprinzips zu interpretieren. Das hat seinen 
Grund bereits darin, dass die Richtlinie 2009/41/EG auf einer umweltpolitischen Kompetenz-
grundlage beruht (Art. 192 Abs. 1 AEUV) und deshalb das für die Umweltpolitik der Union 
bereits auf der höheren, vertraglichen Ebene positivierte Vorsorgeprinzip (Art. 191 Abs. 1 
UAbs. 1 Satz 2 AEUV) beim Erlass der Richtlinie und in der Folge auch bei ihrer Auslegung 
zu beachten ist. Schließlich spricht vor dem Hintergrund des oben skizierten Stufenprinzips 
der Kohärenzgedanke dafür, dass genomeditierte (Mikro-)Organismen unter die Regeln über 
das geschlossene System fallen. Denn es würde dem Stufenprinzip widersprechen, wenn 
genomeditierter (Mikro-)Organismen erstmals auf der 2. Stufe der Freisetzung reguliert wür-
den, ohne zuvor den Regeln über das geschlossene System, der 1. Stufe, unterworfen ge-
wesen zu sein. 
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4 Neue Molekularbiologische Techniken: Herausforderungen 
für die Analytik – Aktivitäten des NRL GVO 

Christopher Weidner 
Bundesamt für Verbraucherschutz und Lebensmittelsicherheit (BVL), Berlin 

4.1 Zusammenfassung 

Mit der Entwicklung von neuen molekularbiologischen Techniken (NMT) wie beispielsweise 
CRISPR/Cas, TALEN und Zinkfingernukleasen stehen zur Züchtung von Pflanzen, Tieren 
und Mikroorganismen Methoden bereit, die eine gewünschte Veränderung des Genoms 
enorm beschleunigen. Gleichzeitig können mit diesen Methoden genetische Veränderungen 
erzeugt werden, die sich nur um eine einzige Base von der ursprünglichen Genomsequenz 
unterscheiden. Mit seinem Urteil vom 25.07.2018 hat der Europäische Gerichtshof (EuGH) 
festgestellt [1], dass Organismen, die mittels NMT erzeugt wurden, gentechnisch veränderte 
Organismen (GVO) sind und somit unter die Regularien der GVO-Richtlinie (2001/18/EG) fal-
len [2]. Daraus ergeben sich insbesondere für die mit der amtlichen Kontrolle von GVO in 
Lebensmitteln, Futtermitteln und Saatgut zuständigen Laboratorien Herausforderungen für 
die Analytik. Das Nationale Referenzlabor (NRL) für GVO am Bundesamt für Verbraucher-
schutz und Lebensmittelsicherheit (BVL) unterstützt die amtlichen Kontrolllaboratorien durch 
seine Tätigkeiten hinsichtlich der Methodenentwicklung und -harmonisierung bei der Bewäl-
tigung der analytischen Herausforderungen. 
In der Verordnung (EU) Nr. 2017/625 [3] sind die Aufgaben der EU-Referenzlaboratorien, der 
nationalen Referenzlaboratorien und der amtlichen Kontrolllaboratorien festgelegt (Abbil-
dung 1). 

 
Abbildung 1: Zusammenarbeit zwischen Referenzlaboren und amtlichen Kontrolllaboren in der GVO-
Analytik 
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Die EU-Referenzlaboratorien werden von der EU-Kommission, die nationalen Referenzlabo-
ratorien vom jeweiligen Mitgliedsstaat benannt. Ein zentrales Ziel aller Referenzlaboratorien 
ist die Harmonisierung und Verbesserung von Analysemethoden. Im Bereich der GVO-
Analytik stellt die Validierung von Methoden während des Zulassungsprozesses von GVO 
eine wichtige Aufgabe des EU-Referenzlaboratoriums dar. Die Untersuchung von Proben im 
Rahmen der Überwachung gehört aufgrund der föderalen Struktur der Lebensmittelüberwa-
chung in Deutschland zu den Aufgaben der zuständigen Behörden der Bundesländer. 
 
Die Nationalen Referenzlaboratorien stellen eine Schaltstelle zwischen den EU-
Referenzlaboratorien und den Laboratorien der amtlichen Kontrolle in Deutschland dar. Die 
NRL koordinieren die Tätigkeiten der amtlichen Kontrolllaboratorien mit dem Ziel, Analyse-
methoden und deren Verwendung zu standardisieren um Leistungsfähigkeit und Bewer-
tungsstrategien zu harmonisieren und eine Vergleichbarkeit der Messergebnisse in Deutsch-
land sicherzustellen (Abbildung 2). Dazu unterstützen die NRL die amtlichen Kontrolllabora-
torien bei der Qualitätssicherung, indem sie beispielsweise Referenzmaterialien, Stan-
dardsubstanzen und gegebenenfalls Beschreibungen selbst entwickelter Methoden zur Ver-
fügung stellen. Ebenso wird durch jährliche Fachtagungen und regelmäßige Workshops und 
Hospitationen die Weitergabe von Informationen und Expertise gewährleistet. 

 
Abbildung 2: Aufgaben eines nationalen Referenzlabors. 

Eine große Bedeutung in der Arbeit der NRL hat die regelmäßige Durchführung von Labor-
vergleichstests (Eignungsprüfungen). Bei solchen Laborvergleichsstudien wird identisches 
Probenmaterial an die für die entsprechenden Stoffgruppen zuständigen Überwachungslabo-
re versandt und von diesen mit ihren Routinemethoden untersucht.  
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In der Auswertung der Ergebnisse kann geprüft werden, ob das zu untersuchende 
Stoffspektrum vollständig abgedeckt und richtig identifiziert wurde. Außerdem gibt die Aus-
wertung Aufschluss darüber, ob bei den Ergebnissen der Teilnehmer signifikante Unter-
schiede hinsichtlich der jeweils bestimmten Konzentration der untersuchten Stoffe bestehen. 
Die Labore werden über Ihre Resultate umfassend informiert und können z. B. durch Opti-
mierung der Untersuchungsmethode auf ein auffälliges Ergebnis reagieren. 
Darüber hinaus wird durch die Mitwirkung in nationalen und internationalen Gremien zu einer 
harmonisierten Arbeitsweise sowie zu einer Etablierung von akzeptierten Standards und 
Normen beigetragen. 
Mit ihren vielfältigen Aufgaben tragen die NRL zum Erhalt eines hohen Niveaus der amtli-
chen Kontrolle bei. 
Sowohl molekularbiologisch als auch regulatorisch unterscheiden sich mittels NMT erzeugte 
GVO von den klassischen GVO (Abbildung 3). Während durch das EuGH-Urteil vom 
25.07.2018 [1] nicht nur klassische, sondern auch NMT-GVO innerhalb der Europäischen 
Union der Zulassungspflicht unterliegen, ist die Regulierung von NMT-GVO außerhalb der 
EU derzeit relativ uneinheitlich bzw. teilweise noch ungeklärt. 

 
Abbildung 3: Vergleich von klassischen und mittels NMT erzeugten GVO. 

Molekulargenetisch betrachtet unterscheiden sich NMT-GVO häufig relativ stark von klassi-
schen GVO. Während klassische GVO i. d. R. größere Genkassetten aus Bestandteilen art-
fremder Genome oder neukombinierte DNA-Abschnitte enthalten, ist der Umfang der geneti-
schen Veränderung bei NMT-GVO oftmals nur gering und weist beispielsweise lediglich Ein-
zelbasenaustausche oder kleine Insertionen/Deletionen auf.  
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Dabei unterscheidet sich die Präzision zwischen den zugrundeliegenden molekularbiologi-
schen Herstellungsverfahren ganz beträchtlich voneinander: Während bei klassischen GVO 
durch beispielsweise Infektion mit Agrobacterium tumefaciens oder biolistischer Transforma-
tion eine hinsichtlich der Lokalisation nicht-zielgerichtete Veränderung im Zielgenom erzeugt 
wird, erfolgt die genetische Veränderung durch Anwendung von NMT zielgerichtet an defi-
nierter DNA-Sequenz. Insbesondere durch die hohe Präzision von NMT-Verfahren ist der 
methodische Aufwand der gewünschten genetischen Veränderung vergleichsweise gering. 
Allen analytischen Methoden gemein ist, dass sie spezielle Anforderungen erfüllen müssen. 
So müssen die Methoden für den Nachweis von GVO ausreichend sensitiv (bis 0,1 % m/m) 
und spezifisch sein (Abbildung 4). Die Methoden müssen robust sein, d.h. sie müssen bei 
kleineren Veränderungen der Reaktionsbedingungen ähnliche Ergebnisse liefern. Ferner 
müssen sie sich auf ein (i.d.R. zertifiziertes) Referenzmaterial beziehen. Schließlich müssen 
die Methoden im Routine-Betrieb praktisch anwendbar sein (z. B. in Bezug auf technischen 
Aufwand und Kosten). 

 
Abbildung 4: Analytische Leistungskriterien für Methoden zum Nachweis von GVO. 

Im Rahmen des Zulassungsverfahrens für GVO und daraus hergestellten Produkten sind 
Nachweis- und Identifizierungsverfahren sowie geeignetes Referenzmaterial zur gerichtsfes-
ten Rückverfolgbarkeit und Marktkontrolle vom Antragsteller verfügbar zu machen. Die ein-
gereichte Methode wird vom EURL validiert und die Eignung des Referenzmaterials vom 
EURL überprüft. Bei der Validierung der Methode im Ringversuch wird das EURL durch die 
NRL und zusätzlich benannte amtliche Laboratorien (gemäß VO 120/2014/KOM) [4] unter-
stützt.  
Im Fall von nicht-zugelassenen GVO werden oftmals qualitative Methoden zum Nachweis 
des GVO oder spezifischer GVO-Elemente durch diverse Labore und Arbeitsgruppen eigen-
initiativ entwickelt und zumeist im Rahmen von Gremientätigkeiten im Ringversuch validiert. 



8. Fachtagung Gentechnik am 23. Oktober 2019 

Bayerisches Landesamt für Gesundheit und Lebensmittelsicherheit   57 

Die im Rahmen der Tätigkeiten der Arbeitsgruppen nach §28b GenTG und §64 LFGB in 
Ringversuchen validierten Methoden werden in der „Amtlichen Sammlung von Untersu-
chungsverfahren“ veröffentlicht und stehen damit für eine sichere und einheitliche Anwen-
dung analytischer Verfahren zur Verfügung. 
Die genannten Kriterien und Zuständigkeiten gelten nicht nur im Fall von klassischen GVO, 
sondern auch im Fall von mittels NMT hergestellten GVO. Das bedeutet, dass ein mittels 
NMT hergestellter GVO oder Produkte daraus in der EU nur zugelassen werden kann, wenn 
der Antragsteller eine geeignete Methode sowie entsprechendes Referenzmaterial zur Ver-
fügung stellt. Damit sind durch die Anwendung von NMT sowohl für den Hersteller bei der 
Zulassung als auch für die amtliche Überwachung besondere Herausforderungen verbun-
den. Eine analytische Herausforderung ist der qualitative oder quantitative Nachweis von 
sehr kleinen genetischen Veränderungen. So wurde durch NMT im Extremfall nur eine einzi-
ge Base genetisch verändert, sodass Genotypisierungsverfahren notwendig sind, wie sie un-
ter anderem in der molekularmedizinischen Diagnostik zum Nachweis von SNPs (Single Nu-
cleotid Polymorphisms) bzw. SNVs (Single Nucleotide Variants) verwendet werden. Zur 
grundsätzlichen Bewältigung dieser analytischen Herausforderung existieren mehrere Tech-
nologien (Abbildung 5). So können beispielsweise Real-Time PCR-Verfahren oder digitale 
PCR (dPCR)-Verfahren mit speziellen Reagenzien (z. B. blockierte Sonden und RNase H, 
Sonden mit Minor Groove Binder (MGB) oder Locked Nucleic Acids (LNA)) zum Einsatz 
kommen. Eine sich rasant entwickelnde, aussichtsreiche Technologie stellt das Next Gene-
ration Se-quencing (NGS) dar. Damit ist es möglich, Genome ungerichtet auf nicht bekannte 
Sequenz-veränderungen zu untersuchen und einzelne Basenunterschiede zu erkennen. 
Derzeitige   Limitierungen des NGS sind unter anderem ein vergleichsweise hoher techni-
scher Aufwand, die teilweise unzureichende Verfügbarkeit von Referenzsequenzen und die 
noch geringe Standardisierung der NGS-Verfahren. 

 
Abbildung 5: Mögliche Lösungsansätze für die Bewältigung analytischer Herausforderungen im Fall von 
mittels NMT hergestellten GVO. 
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Im Bereich der Analyse von Lebensmitteln, Futtermitteln und Saatgut existieren derzeit kaum 
öffentlich bekannte Fallbeispiele, in denen Methoden für eine sensitive Analytik für SNVs 
entwickelt und im Ringversuch getestet wurden. Als Proof of Principle hat das NRL GVO am 
BVL im Rahmen einer Arbeitsgruppe unter dem Dach des BIPM (Bureau International des 
Poids et Mesures, Internationales Büro für Maße und Gewichte) an einer metrologischen Pi-
lotstudie teilgenommen. Ziel der Studie war die Entwicklung einer digitale-PCR-Methode zur 
metrologisch rückführbaren Quantifizierung eines SNVs im humanen Genom als Modell für 
mittels NMT erzeugte GVO in Lebens- und Futtermitteln (Abbildung 6). Als Zielsequenz 
diente hierbei eine bekannte Mutation (V600E durch Thymin zu Adenin-Austausch) im Exon 
5 der BRAF Kinase. Dazu wurde am NRL GVO für die digital droplet PCR (ddPCR) eine 
Duplex-Methode entwickelt, bei der zwei genotypische Hydrolyse-Sonden (Wildtyp vs. Muta-
tion) zusammen mit einem Forward- und einem Reverse-Primer in einem Ansatz vorliegen. 
Die Sonden unterschieden sich hierbei je nach Zielsequenz nur um ein Nukleotid sowie in ih-
rem spezifischen Fluorophor am 5‘-Ende (VIC vs. FAM). Am 3‘-Ende der Sonde wurden zur 
Erhöhung der Spezifität ein MGB-Molekül sowie zur Verringerung der Hintergrund-
Fluoreszenz ein nicht-fluoreszierender Quencher angebracht. Das Amplikon hatte dabei eine 
Gesamtgröße von 85 bp. Als Geräte-Plattform wurde das QX200-System der Firma Bio-Rad 
gewählt. 

 
Abbildung 6: Aktivitäten des NRL GVO am BVL zur Entwicklung einer Methode für die Quantifizierung ei-
nes Einzelbasenaustauschs (SNV). 

Durch die Arbeiten am NRL GVO und beim BIPM konnte gezeigt werden, dass eine metrolo-
gisch rückführbare Bestimmung eines SNV im Hintergrund von genomischer Wildtyp-DNA 
auf wenige Kopienzahlen möglich ist. Der Einzelbasenaustausch ließ sich im Spurenbereich 
präzise und richtig quantifizieren. Ein bemerkenswerter Aspekt war hierbei die Robustheit 
der digitale-PCR-Technologie: Die von den Laboren unabhängig entwickelten dPCR-
Methoden zeigten im Ringversuch am gleichen Probenmaterial sehr ähnliche quantitative 
Messergebnisse. 
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Obwohl die Detektion eines bekannten SNV unter erhöhtem technischem Aufwand prinzipiell 
möglich ist, scheitert die Identifikation der zugrundeliegenden Ursache derzeit an der Plurali-
tät in Frage kommender Mechanismen (Abbildung 7 und Abbildung 8). So kann der SNV 
nicht nur durch die Anwendung von NMT, sondern auch durch klassische Mutagenese-
Verfahren (z. B. chemische Substanzen oder ionisierende Bestrahlung) entstanden sein. 

 

 
Abbildung 7: Herausforderungen für die Analytik bei der Kausalität von genomischen Einzelbasenaustau-
schen (SNV). Von der Detektion eines SNV kann nicht zweifelsfrei auf die Ursache geschlossen werden, da so-
wohl die Anwendung von NMT als auch klassische Mutagenese-Verfahren sowie natürlich vorkommende Mutati-
onen zu kleinen Veränderungen im Genom führen können. 

 
Abbildung 8: Zusammenfassung der Erfüllung analytischer Leistungskriterien für mittels NMT erzeugte 
GVO. 
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Ebenso können natürlich vorkommende Mutationen oder Varianzen zwischen oder innerhalb 
der Sorten kleinen Veränderungen im Genom erklären. Erschwerend kommt hinzu, dass bei 
nicht-zugelassenen GVO Sequenzinformationen und Referenzmaterialien häufig nicht zu-
gänglich sind (Abbildung 9). In diesen Fällen kann nicht zweifelsfrei auf die Ursache der 
Veränderung geschlossen werden. Zu diesem Schluss kommt auch das Europäische Netz-
werk von GVO Laboratorien (ENGL, European Network of GMO Laboratories) in seinem Be-
richt [5]. 

 
Abbildung 9: Analytische Herausforderung bei klassischen gegenüber mittels NMT erzeugten GVO. 

Das NRL GVO am BVL unterstützt die amtlichen Kontrolllaboratorien bei der Bewältigung 
der analytischen Herausforderungen durch zusätzliche Aktivitäten. So arbeitet das NRL GVO 
aktiv in der ENGL-Arbeitsgruppe zur Definition von Akzeptanzkriterien für Methoden zum 
Nachweis von mittels NMT erzeugten Lebens- und Futtermitteln mit. Ferner unterstützt das 
NRL GVO die Entwicklung von Nachweisstrategien für mittels NMT erzeugtem Raps im 
Rahmen der §28b GenTG Arbeitsgruppe „Methodensammlung“, deren Geschäftsstelle am 
BVL angesiedelt ist. Darüber hinaus stellt das NRL GVO Referenzmaterialien und Informati-
onen zur Verfügung. Darüber hinaus etabliert das NRL GVO am BVL im Rahmen eines Pro-
jektes das NGS. Dafür werden geeignete Gerätesysteme für short-read und long-read-
Sequencing sowie eine adäquate IT-Infrastruktur installiert und personelle Ressourcen zur 
Verfügung gestellt. Ziele des NGS-Projekts sind Standardisierung und Harmonisierung der 
NGS-Analytik von Probenvorbereitung über Sequenzierung bis hin zur Datenanalyse und -
Interpretation und die Evaluation der NGS-Technologie für die Identifikation & Charakterisie-
rung von nicht-zugelassenen GVO. 
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Eine modifizierte und gekürzte Version dieses Artikels ist in 
Spektrum der Wissenschaften 2.20 erschienen 

5.1 Selbstsüchtige Gene verursachen natürliche Gene Drives 

Gene Drive, im Deutschen oft mit „Genantrieb“ oder „Genturbo“ bezeichnet, ist keine neuar-
tige Erfindung von Molekulargenetikern oder Bioingenieuren, sondern ein natürlich vorkom-
mendes Phänomen selbstsüchtiger Gene, welche die mendelschen Vererbungsregeln aus-
hebeln wollen, um an möglichst viele Nachkommen weitergegeben zu werden (Burt und Tri-
vers, 2006). Normalerweise liegt ein bestimmtes Gen in einem Organismus in zwei Kopien, 
den Allelen, vor. Ein Allel kommt von der Mutter, das andere vom Vater. Bei der sexuellen 
Fortpflanzung werden die zwei Allele, welche auf den zueinander homologen Chromosomen 
liegen, verteilt, so dass ein bestimmtes Allel nur auf die Hälfte der Nachkommen vererbt wird 
(Abbildung 1A). Ohne Selektionsdruck verändert sich die Häufigkeit eines Alleles in einer 
Population daher normalerweise nicht. Zeigt ein Allel jedoch ‚Drive‘, kommt es zu einer Ver-
schiebung dieses Verhältnisses, wobei im Extremfall alle Nachkommen das „Drive-Allel“ er-
halten (Abbildung 1B). Das Drive-Allel wird somit in die Population eingetrieben: Gene Drive 
entspricht daher eigentlich einem „Geneintrieb“. 

 
Abbildung 1: Mendelsche Vererbung (A) versus Gene Drive (B) 

Wie schafft es nun so ein selbstsüchtiges Gen, die Spielregeln der Vererbung auszutrick-
sen? In einer weit verbreiteten Strategie interferiert das Drive-Allel mit der Vererbung seines 
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Schwesterallels und sabotiert daher dessen Weitergabe an die nächste Generation (Interfe-
renz; Abbildung 2A). Man kann sich das so vorstellen, dass das Drive-Allel z.B. ein mütterli-
ches Zellgift (Toxin) produziert, das an alle Nachkommen weitergegeben wird. Zudem ver-
mittelt das Drive-Allel aber auch ein zygotisches Gegenmittel (Antidot), so dass alle Embryo-
nen gerettet werden, welche das Drive-Allel erhalten, wogegen die Embryonen, die das Dri-
ve-Allel nicht erhalten, sterben. Im Ergebnis besitzen alle überlebenden Nachkommen das 
Drive-Allel. Ein entsprechendes System ist im Reismehlkäfer Tribolium castaneum bekannt 
und wurde nach der Frauengestalt der griechischen Mythologie, die ihre eigenen Kinder ge-
tötet hat (Abbildung 2B), MEDEA (Maternaler Effekt Dominanter Embryonaler Arretierung) 
genannt. In dem Käfer sind sogar mehrere verschiedene MEDEA Genorte bekannt, die mit 
der Ausnahme des Subkontinents Indien weltweit verbreitet sind. In Indien gibt es ein geneti-
sches Element (H, Hybrid-Inkompatibilitätsfaktor), das aus MEDEA Selbstmordgene macht, 
die sich daher dort nicht ausbreiten können. Dies zeigt, dass die Natur auch immer wieder 
Wege findet selbstsüchtige Gene in Schach zu halten. 

 
Abbildung 2: Interferenz: Sabotage durch MEDEA (Maternaler Effekt Dominanter Embryonaler Arretierung) 
nach Wimmer 2013 (A). Medea-Sarkophag (Rom, Italien, 140-150 n.Chr.), Altes Museum, Berlin (B). 
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Neben der Sabotage (Interferenz) gibt es in der Natur weit verbreitet auch die Strategie der 
Überreplikation zur vermehrten Verbreitung eines selbstsüchtigen Gens. Normalerweise wird 
bei der Zellteilung jedes Chromosom, und damit jedes darauf liegende Gen, genau einmal 
kopiert. Bestimmte genetische Elemente haben es im Laufe der Evolution aber geschafft, 
zusätzliche Kopien von sich selbst zu erzeugen, ohne dabei auf die reguläre Kopiermaschi-
nerie der Zelle angewiesen zu sein. Ein Beispiel für solche Elemente sind springende Gene, 
sogenannte Transposons. Für die Entdeckung von Transposons im Mais in den 40er und 
50er Jahren bekam Barbara McClintock 1983 den Nobelpreis für Physiologie oder Medizin. 
Ein Transposon kann sich selbst gezielt aus dem Chromosom ausschneiden und an einer 
anderen Stelle wieder einfügen (cut and paste) oder aber sich kopieren und anderswo wie-
der einfügen (copy and paste). Letzterer Mechanismus führt zu einer Überreplikation des 
Transposons, und damit zu einer vermehrten Vererbung (Abbildung 3A). Ein gut untersuch-
tes Transposon ist das P-Element in der Taufliege Drosophila melanogaster. Dieses Trans-
poson sprang vermutlich vor circa hundert Jahren durch horizontalen Gentransfer in diese 
Fliegenart. Innerhalb weniger Jahrzehnte hat es sich dann über alle natürlich vorkommenden 
Fliegenpopulationen dieser Art weltweit ausgebreitet. Die einzigen D. melanogaster Stämme, 
die heute kein P-Element besitzen sind jene, die von Wissenschaftlern vor 1960 gesammelt 
und seither isoliert im Labor gehalten werden. Das Rumspringen des Transposons führt zu 
Mutationen in der Fliege, die wichtige Gene zerstören können. Deshalb evolvieren Represso-
ren in den betroffenen Fliegen, die das Transposon unter Kontrolle halten. Auch unser eige-
nes Genom besteht fast zur Hälfte aus Transposons oder deren Überresten, was sie zu-
sammengefasst wohl zur erfolgreichsten Klasse von selbstsüchtigen Genen macht. 

 
Abbildung 3: Überreplikation: Transposons (A), Homing Endonukleasen (B), nach Burt und Trivers 2006. 
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Andere selbstsüchtige Gene, die auch einen Mechanismus der Überreplikation zeigen, sind 
sogenannte Homing-Elemente, die für eine Endonuklease kodieren, welche die DNS an ei-
ner bestimmten Stelle aufschneiden kann. Solche Homing Endonukleasen agieren wie eine 
Genschere, die eine genaue Zielsequenz auf dem homologen Chromosom erkennt und dort 
schneidet. Ein zelleigener Reparaturmechanismus, die Homologie dirigierte Reparatur (ho-
mology directed repair, HDR) kann das Homing-Element als Vorlage verwenden, um den 
DNS-Strangbruch zu reparieren, wobei das Homing-Element dann auch in das homologe 
Chromosom eingebaut wird. Bei der Reparatur durch HDR nutzt die Zelle, dass die Erbin-
formation in zwei homologen Chromosomensätzen vorliegt, und verwendet das intakte ho-
mologe Chromosom als Vorlage, um den Doppelstrangbruch zu reparieren. Im Falle eines 
HEG-Elements wird dieses dann in das andere Chromosom hineinkopiert und vervielfältigt 
sich somit. Das HEG-Element liegt dabei genau an der Stelle im Chromosom wo der Dop-
pelstrangbruch im homologen Chromosom erzeugt wird. Das Homing-Element liegt nun ho-
mozygot in zwei Kopien vor, oder anders ausgedrückt: das Schwesterallel wurde durch das 
Homing-Element-Allel ersetzt (Abbildung 3B). Als Ergebnis erhalten dann alle Nachkommen 
das selbstsüchtige Homing-Endonuklease-Gen (HEG), welches damit ‚Drive‘ zeigt und in die 
Population eingetrieben wird. 

5.2 Nutzung von Gene Drives für die Schädlingsbekämpfung 

Bereits in den 80er und 90ern wurden Konzepte entwickelt, wie man selbstsüchtige Gene, 
wie z.B. Transposons, für die Anwendung in der Schädlingsbekämpfung nutzen könnte, oh-
ne dass diese jedoch erfolgreich umgesetzt werden konnten. 2003 hat der englische Evoluti-
onsgenetiker Austin Burt ein Design vorgeschlagen (Burt, 2003), wie man die in Hefen ge-
fundenen HEG-basierten Gene Drives nachbauen und nutzen könnte. Dabei lassen sich Ge-
ne Drive Strategien in zwei prinzipiell unterschiedliche Kategorien einteilen. Beim Modifizie-
rungs-Drive (modification drive) soll eine bestimmte Zielpopulation verändert werden (Abbil-
dung 4A). Ein oft diskutiertes Beispiel sind Moskitos die Malaria oder andere Krankheiten 
wie z.B. Zika, Gelbfieber oder Dengue übertragen. Wissenschaftler haben artifizielle Gene 
entwickelt, welche Moskitos entweder immun gegen diese Krankheitserreger machen oder 
die Übertragung der Erreger blockieren. Das Problem ist nun: Wie kann man die Moskitos in 
freier Wildbahn mit denen, die für die Krankheitsübertragung refraktär sind, ersetzen? Für 
diesen Zweck kommen Gene Drives ins Spiel. Man koppelt einfach das artifizielle Gen an ei-
nen Gene Drive Mechanismus, welcher dann dafür sorgt, dass die Refraktärität in die Wild-
typmoskitopopulation eingetrieben wird. Im Kontrast dazu, soll beim Unterdrückungs-Drive 
(suppression drive) die Zielpopulation reduziert bzw. eliminiert werden (Abbildung 4B).  
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Dabei koppelt man an den Gene Drive ein artifizielles Gen, welches die Fitness der Populati-
on stark beeinträchtigt oder man mutiert mit dem Drive-Element gezielt ein Gen, dass für ei-
nen entscheidenden biologischen Prozess benötigt wird. Zum Beispiel könnte man ein Drive-
Element in die Population einschleusen, welches dafür sorgt, dass spezifisch Weibchen 
sterben, steril werden oder sich in Männchen umwandeln. Unter normalen Umständen würde 
sich so ein Gen nie ausbreiten können. Der Gene Drive sorgt nun aber dafür, dass das trotz-
dem passiert, was zur Folge haben kann, dass die Zielpopulation stark reduziert wird oder 
gar ganz verschwindet. Ein potentieller Anwendungsbereich für diese Art von Gene Drive 
wäre vor allem in der Bekämpfung von invasiven Schädlingen. Ein großer Vorteil dieser Be-
kämpfungsstrategie liegt in der Beschränkung auf die Zielspezies, da sich Gene Drives über 
sexuelle Fortpflanzung ausbreiten. 
Lange Zeit war es jedoch schwierig geeignete molekulare Werkzeuge zu finden, welche an 
einer vorgegebenen, bestimmten Stelle im Genom schneiden können, um den Überreplikati-
onsprozess einzuleiten. Das änderte sich tiefgreifend mit der Entdeckung der programmier-
baren CRISPR/Cas Genschere, die natürlicherweise in Bakterien erworbene Immunität ver-
mittelt und mittlerweile für die Genomeditierung verschiedenster höherer Organismen einge-
setzt werden kann. Damit hatte man auf einmal ein Werkzeug zur Verfügung, welches an be-
liebigen Stellen im Genom DNS schneiden kann. Es dauerte dann auch nicht lange bis in ei-
ner Konzeptstudie im Jahr 2014 dargelegt wurde, wie sich damit künstliche Homing-
Elemente bauen lassen, die Drive-Eigenschaften aufweisen, um natürliche Populationen zu 
verändern (Esvelt et al., 2014). 
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Abbildung 4: Gene Drive Strategien: Modifizierung (A), Unterdrückung (B). 

Die anfängliche Euphorie legte sich aber bald wieder, als mehrere Wissenschaftler in einer 
Reihe von Folgepublikationen zeigten, dass das System nicht so effizient funktionierte wie 
anfänglich gemutmaßt. Eines der Hauptprobleme war, dass das CRISPR basierte HEG-
system sehr schnell zu Resistenzen führte. Um diesen Vorgang etwas genauer zu erläutern, 
muss man einen Blick auf die Funktionsweise von CRISPR/Cas werfen. Das System besteht 
aus einer Endonuklease (meist Cas9, mittlerweile gibt es aber eine Vielzahl an Alternativen), 
welche eine sogenannte Leit-RNS (guide RNA) binden kann. Diese Leit-RNS hat einen pro-
grammierbaren variablen Teil von 20 Nucleotidbasen. Der aktive Komplex aus Leit-RNS und 
Cas9 scannt nun das Genom und sucht nach Stellen die komplementär zu den 20 Basen 
sind. Wird diese Sequenz im Genom gefunden, schneidet Cas9 den DNS-Doppelstrang an 
dieser Position. Sobald eine Zelle bemerkt, dass es einen DNS-Doppelstrangbruch gibt, ge-
hen alle Alarmglocken an und DNS-Reparatursysteme werden aktiviert. Im Laufe der Evolu-
tion wurden Zellen mit einer Vielzahl an Reparaturmechanismen gegen solche Vorfälle aus-
gestattet. Für einen erfolgreichen Gene Drive ist aber nur die bereits erwähnte Homologie di-
rigierte Reparatur (HDR) entscheidend. Während in Hefen, in denen HEGs weit verbreitet 
sind, die HDR den überwiegenden Reparaturmechanismus darstellt, ist dieser in vielzelligen 
Tieren aber nur begrenzt in den Keimbahnzellen aktiv, also in den Zellen aus denen Sper-
mien und Eizellen werden.  
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In den somatischen Körperzellen und auch in der Zygote, der ersten Zelle, die bei der Be-
fruchtung der Eizelle mit einem Spermium entsteht, ist HDR jedoch selten und die Reparatur 
wird in der Regel durch nicht homologe Endverknüpfung (non-homologous end joining, 
NHEJ) durchgeführt. Bei der Reparatur durch NHEJ wird jedoch der Doppelstrangbruch ein-
fach wieder zusammengestückelt. Dabei kommt es häufig zu Fehlern, Insertionen oder Dele-
tionen (INDELs), sprich Mutationen, welche die DNS-Sequenz genau an der Schnittstelle 
verändern. Die entstandenen Mutationen führen dazu, dass die Cas9 mit der Leit-RNS die 
Zielsequenz nicht mehr erkennen kann. Falls die Funktion des Gens trotz Mutation erhalten 
bleibt, ist eine Resistenz gegen den HEG-Drive entstanden. Verschiedene Arbeiten haben 
gezeigt, dass das Entstehen solcher Resistenzen sehr schnell geschehen kann und die Aus-
breitung eines HEG-Drives verhindert (Hammond et al. 2017; Champer et al. 2017; Kara-
miNejadRanjbar et al. 2018). Das grundsätzliche Problem bei der Nutzung von Homing-
Endonukleasen liegt daher darin, dass genau an der Zielsequenz die Mutationsrate erhöht 
wird. Ein HEG basierter Gene Drive vermittelt daher inhärent auch eine Resistenzentwick-
lung gegen sich selbst. 
Mehrere Arbeiten haben sich damit befasst, wie man diese Resistenzen vermeiden kann. 
Dabei haben sich zwei Strategien als erfolgreich herausgestellt. Zum einen kann man anstel-
le von einer einzigen Leit-RNS einfach mehrere verwenden. Die Idee ist, dass es mit zuneh-
mender Anzahl an Leit-RNSes immer unwahrscheinlicher wird, dass alle Zielsequenzen 
gleichzeitig mutieren (Oberhofer et al. 2018; Champer et al. 2018). Eine andere Strategie ist 
es eine Zielsequenz zu verwenden, welche hochkonserviert ist und somit eine geringe Tole-
ranz gegenüber Mutationen hat. So eine konservierte Sequenz kann jetzt nicht so einfach 
mutieren und gleichzeitig die Genfunktion erhalten. In Moskitos konnten Wissenschaftler so 
eine hochkonservierte Sequenz identifizieren. Der entwickelte HEG basierte Unterdrü-
ckungs-Drive, welcher die konservierte Sequenz als Ziel hatte, konnte mehrere Käfigpopula-
tionen von Mosquitos zu 100% unterdrücken, ohne dass es zur Resistenzentwicklung kam 
(Kyrou et al. 2018). Diese Strategie kann allerdings nur bei einem Unterdrückungs-Drive an-
gewendet werden. Bei einem Modifizierungs-Drive will man eine neutrale Sequenz als Ziel 
haben, welche die Fitness der Population nicht beeinträchtigt. Neutrale Sequenzen unterlie-
gen aber keinem Selektionsdruck und können daher frei mutieren. Die beiden Eigenschaften 
von DNS-Sequenzen ‚neutral‘ und ‚hochkonserviert‘ schließen sich somit gegenseitig aus. 
Im Hinblick auf die Strategie des Modifizierungs-Drives können wir aber nochmal von der 
Überreplikations- zur Sabotagestrategie zurückgehen. Auch wenn das MEDEA-System des 
Reismehlkäfers bisher molekulargenetisch nicht verstanden ist, gelang es 2007 erstmals ei-
nen solchen Gene Drive in der Taufliege artifiziell zu generieren (Chen et al. 2007). Vor kur-
zem gelang es nun eine MEDEA-Version mit CRISPR/Cas9 nachzubauen. Dabei wird nicht 
auf ‚Homing‘ gesetzt, sondern auf gezielte Mutagenese, was die Problematik der erhöhten 
Resistenzentwicklung umgeht (Oberhofer et al. 2019).  
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Das Prinzip ist denkbar einfach: die CRISPR/Cas Genschere fungiert als ‚Gift‘, indem es ein 
essentielles Gen, welches für das Überleben des Organismus notwendig ist, schneidet, und 
dieses mittels NHEJ funktionsuntüchtig mutiert. Das ‚Gegengift‘ (Antidot) besteht aus einer 
Version des essentiellen Zielgens, welches aber resistent gegen das Binden der Cas9-
Genschere ist. Werden das Gen für die Genschere und das Gegengift-Gen an einem Genort 
gekoppelt einsteht ein Drive-Element. Liegt dieses Drive-Element in einer einzelnen Kopie in 
einer Mutter vor, wird die aktive Genschere an alle Nachkommen über die Eizellen weiterge-
geben. Im Embryo wird dann das essentielle Gen kontinuierlich mutiert und damit inaktiviert. 
Nur die Nachkommen, welche auch das chromosomal vererbte Gegengift-Gen erhalten, 
können überleben. Alle anderen sterben, da sie keine funktionale Kopie des essentiellen 
Gens mehr besitzen. Damit besitzen alle überlebenden Nachkommen das Drive-Element 
und es kommt zum Drive. An das Drive-Element könnte nun zusätzlich auch ein Refraktäri-
tätsgen gekoppelt werden, das verhindert, dass Krankheitserreger übertragen werden kön-
nen, und so in einem Modifizierungs-Drive in die Population eingetrieben werden kann. 

5.3 Kontrollierbarkeit von Gene Drives 

Es gibt nun eine Reihe von Bedenken bei der Anwendung von Gene Drives. Die bisher be-
schriebenen Gene Drive-Varianten, könnten sich im Prinzip global ausbreiten, auch wenn 
nur eine sehr kleine Anzahl von Drive-Element Trägern freigesetzt wird. Dies bedeutet, dass 
selbst ein durchaus zu befürwortender Einsatz eines Unterdrückungs-Drives gegen invasive 
Arten das grundsätzliche Problem beinhaltet, dass sich der Drive möglichweise auch in die 
Heimatregion der Art verbreitet und diese dort ungewollt dezimiert. Auch wenn es biologisch 
gesehen absolut unwahrscheinlich ist, dass ein Gene Drive eine Art weltweit ausrotten kann, 
ist dies zumindest rein theoretisch möglich. Insekten, die einen Gene Drive verbreiten, wer-
den sich auch nicht an politische Grenzen halten, was die schwierige Frage aufwirft, wer ent-
scheiden soll, ob und wo ein Gene Drive freigesetzt werden kann. 
Könnte man die Bedenken der unkontrollierbaren Ausbreitung ausräumen? Die bisher vor-
gestellten Gene Drive-Strategien haben den Charme, dass sie kostengünstig sind, da nur ei-
ne geringe Anzahl von Individuen freigesetzt werden muss, was auch in Entwicklungs- und 
Schwellenländer durchführbar wäre. Solche Gene Drive-Systeme werden mit ‚Low-
Threshold‘ bezeichnet, da der Schwellenwert für die freizusetzenden Individuen gering ist, 
um den Gene Drive zu starten. Dies bedeutet jedoch auch, dass bereits eine Verschleppung 
von wenigen Individuen ausreicht, um den Gene Drive ungewollt zu verbreiten. Im Gegen-
satz dazu wird derzeit an der Entwicklung von sogenannten ‚High-Threshold‘ Gene Drives 
gearbeitet. High-Threshold bedeutet, dass die Drive-Element Träger eine Mehrheit der Popu-
lation ausmachen müssen (über 50%), ansonsten funktioniert der ‚Drive‘ nicht. Ein solches 
High-Threshold System könnte man in einer bestimmten Region begrenzt freisetzen.  
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Auch wenn einige der Drive-Element Träger durch natürliche Migrationsbewegungen sich in 
Nachbarregionen ausbreiten, werden diese aber nicht die notwendigen 50% der Gesamtpo-
pulation erreichen, und somit mit der Zeit wieder verschwinden. 
Wie könnte nun so ein High-Threshold Gene Drive aussehen. Eine Möglichkeit wäre die Er-
zeugung eines Doppel-MEDEA-Systems, bei dem eine Gen-Koppelung ein Toxin A und ein 
Antidot B darstellt und eine zweite Gen-Koppelung Toxin A und Antidot B (Abbildung 5A). 
Nachkommen können nur dann überleben, wenn sie beide Gen-Koppelungen ererbt haben, 
da sie nur dann beide notwendigen Gegengifte produzieren können. Eine Population, in der 
beide Gen-Koppelungen homozygot, also auf beiden homologen Chromosomen, vorkom-
men, hat keine Probleme, da alle Nachkommen beide Genkoppelungen erhalten. Eine Popu-
lation die keine der Genkoppelungen trägt, hat auch keine Probleme. Wenn sich jedoch Indi-
viduen verpaaren, welche die Genkoppelungen heterozygot, also jeweils nur auf einem der 
homologen Chromosomen, tragen, wird ein großer Teil der Nachkommen sterben. Heterozy-
gote Träger haben daher weniger überlebende Nachkommen, was man in der Genetik als 
Unterdominanz-Effekt bezeichnet. Diese Unterdominanz führt nun dazu, dass sich die 
MEDEA-Elemente, wenn sie ausreichend häufig (über 50%) vertreten sind, in der Population 
ausbreiten und ‚Drive‘ zeigen. Wenn aber zu wenig MEDEA-Elemente in der Population zu-
gegen sind, werden diese verschwinden (Abbildung 5B). Dieser Effekt würde damit zu einer 
lokalen Begrenzung des Gene Drives beitragen auf die Region, in der die MEDEA-Elemente 
tragenden Individuen in großer Menge freigesetzt werden. Dies wäre ein großer Vorteil, der 
aber den Nachteil hoher Kosten für wiederholte Massenfreisetzungen mit sich bringt. 
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Abbildung 5: Unterdominanz basierend auf Doppel-MEDEA zur lokalen Begrenzung eines Gene Drives. Nach 
Wimmer 2013. 

Eine weitere Möglichkeit der Begrenzung liegt in der zeitlichen Aktivität eines Gene Drives 
(Noble et al., 2019). Dieser Ansatz beruht darauf, dass mehrere Homing-Elemente selbst 
nicht eigenständig aktiv sind, sondern aufeinander angewiesen sind (geteilter Drive, ‚Split 
Drive‘). Ein Element A braucht für seine Überreplikation die Aktivität des Elements B, was 
seinerseits für seine Überreplikation die Aktivität des Elements C braucht, das selbst nicht 
überrepliziert wird. Das Prinzip funktioniert wie eine mehrstufige Rakete, bei der C zunächst 
die zweite Stufe B und Kapsel A antreibt. C geht dann verloren und nun treibt aber B weiter-
hin noch A an, bis auch B verloren geht (Abbildung 6). A wurde damit in die Höhe gebracht, 
hat aber selbst keinen Treibstoff und fällt daher auch wieder ab. Mit diesem System kann 
das Element A für eine bestimmte Zeit in eine Population in großen Mengen eingeschleust 
werden, kann sich dann aber nicht weiter ausbreiten und wird nicht langfristig stabil in der 
Population bleiben, wenn es für die Art keinen Selektionsvorteil mit sich bringt. 
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Abbildung 6: Raketenstufen-Prinzip (Daisy Chain Drives) zur zeitlichen Begrenzung eines Gene Drives (nach 
http://www.sculptingevolution.org/daisydrives; Nobel et al., 2019) 

Gene Drive basierte Schädlingsbekämpfung wird in der Zukunft eine hervorragende Mög-
lichkeit bieten, Art-spezifisch und daher ökologisch sinnvoll, umweltschonend und nachhaltig 
handeln zu können. Bevor jedoch erste Anwendungen im Freiland durchgeführt werden soll-
ten, müssen unseres Erachtens Möglichkeiten der Begrenzung des Gene Drives geschaffen 
und erprobt werden. Wenn dies gelingt, wird uns dieser Ansatz neuartige Möglichkeiten bie-
ten, spezifisch gegen Agrarschädlinge und Krankheitsüberträger vorzugehen bzw. im Hin-
blick auf den Naturschutz invasive Arten zu bekämpfen. 
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6.1 DNA-basierte Speziesidentifikation: ein unverzichtbares Werkzeug 
der Lebensmittelüberwachung 

Regelmäßig berichten die Nachrichten von Lebensmittelskandalen: falsch deklarierte Rezep-
turen oder Austausch teurer durch günstigere Zutaten werden mit Regelmäßigkeit aufge-
deckt [1–5]. Neben einer Täuschung des Verbrauchers kann dies erhebliche gesundheitliche 
Auswirkungen haben, wenn der Verbraucher Nahrungsmittelunverträglichkeiten oder Aller-
gien hat oder es zur Aufnahme gesundheitsschädlicher Substanzen kommt. Auch ethische 
Aspekte der Ernährung (z. B. halal, koscher, vegan) gilt es zu beachten. In Deutschland er-
kranken jährlich über 200.000 Menschen an durch Lebensmittel übertragenen Mikroorga-
nismen [6], die z.B. durch einen Mangel an Hygienemaßnahmen bei der Verarbeitung in die 
Produkte gelangen können [7]. Lebensmittelhändler selbst sowie Behörden der Lebensmit-
telüberwachung müssen die Möglichkeit haben, die Identität und Qualität der gelieferten Wa-
ren zu überprüfen. Im Sinne des Verbraucherschutzes und zur Verhinderung von unlauterem 
Wettbewerb ist es daher erforderlich, standardisierte Methoden für die eindeutige Identifizie-
rung biologischer Arten zur Verfügung zu haben. Für prozessierte Lebensmittel haben sich 
dafür DNA-basierte Nachweisverfahren als vorteilhaft erwiesen, da die Struktur von Protei-
nen je nach Grad der Verarbeitung oft zerstört wird und ein Nachweis auf Proteinebene sich 
somit schwierig gestalten kann. Des Weiteren zeichnen sich DNA-basierte Methoden wie die 
am häufigsten eingesetzte Polymerase-Kettenreaktion (PCR) durch ihre hohe Sensitivität, 
Spezifität und Quantifizierbarkeit (quantitative PCR, qPCR) aus [8–17]. Diese PCR-
Verfahren beruhen zum Nachweis einer Spezies in der Regel auf der Amplifikation von all-
gemein hoch-konservierten Genabschnitten, die charakteristische artspezifische Basensub-
stitutionen aufweisen. Die Zielsequenzen für die PCR stammen oftmals aus mitochondrialer 
(cytB, cox1, 16S rDNA) oder plastidärer DNA (rbcL, matK), da diese Organellen-DNAs in ho-
her Kopienzahl vorhanden und selbst nach starker Prozessierung im Gewebe effizient nach-
weisbar sind.  
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Typischerweise werden die PCR-Amplikons für den Artennachweis mit der klassischen San-
ger-Technik sequenziert. Die dann sichtbaren charakteristischen Sequenzaustausche wer-
den als artspezifischer „DNA-Barcode“ bezeichnet [18–20]. Für viele hunderttausende tieri-
sche, pflanzliche und Pilz-Spezies sind solche DNA-Barcodes bereits in entsprechenden Se-
quenzdatenbaken gesammelt worden, so dass die aus einem Lebensmittel erhaltenen Bar-
code-Sequenzen einfach durch Datenbankabgleich identifiziert werden kann [21]. Eine Ab-
wandlung der beschriebenen Methodik kommt zum Tragen, wenn nicht homogenes biologi-
sches Material aus einer Spezies, sondern komplexe Lebensmittelgemische bestehend aus 
mehreren Arten analysiert werden sollen. Beim sogenannten „Meta-Barcoding“ erfasst ein 
Primerpaar beispielweise das cytB-Gen von Tieren. Die resultierenden Amplifikate stellen 
dann ein Gemisch der unterschiedlichen Tierarten in der Probe dar. Sie werden hoch-parallel 
durch Next-Generation-Sequencing entschlüsselt. Die im Gemisch vorhandenen unter-
schiedlichen artspezifischen Sequenzen können danach durch einen Datenbankabgleich 
identifiziert werden (Abbildung 1). 

 
Abbildung 1: Schematischer Aufbau einer „Meta-Barcoding“-Analyse: Die zu analysierende Probe wird ho-
mogenisiert und eine Gesamt-DNA-Extraktion durchgeführt. Mittels PCR werden Genabschnitte mit spezies-
spezifischen Sequenzaustauschen (z.B. aus dem Gen der mitochondrialen COI) amplifiziert, sog. DNA-Barcoding 
Fragmente. Für eine umfassende Analyse multipler Spezies sind parallele PCR-Ansätze mit unterschiedlichen 
Primersystemen notwendig. Die DNA-Barcoding Fragmente werden anschließend hoch-parallel durch NGS-
Methoden sequenziert. In einer bioinformatischen Analyse werden die sequenzierten Fragmente mit bestehenden 
Referenzdatenbanken abgeglichen und somit das Artenspektrum der metagenomischen Probe abgeleitet. 

Qualitativ kann man die Artzusammensetzung des Lebensmittels auf diese Weise hochspe-
zifisch ermitteln. Für die gleichzeitige Erfassung z.B. von Pflanzen, Tieren und Mikroorga-
nismen sind aber parallele Ansätze mit jeweils anderen PCR-Primersystemen erforderlich. 
Prinzipiell ist also das Next-Generation Sequencing (NGS)-basierte Meta-Barcoding durch 
den Einsatz dieser Primersysteme auf ein Spektrum an identifizierbaren Arten beschränkt.  
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Die Barcode-typischen Markergene aus Organellen-DNA schwanken zudem in der Kopien-
zahl je nach Gewebe und auch zwischen den Arten sehr stark. Eine Quantifizierung von Art-
Anteilen durch einfaches Auszählen der Meta-Barcode-Sequenzen gilt daher durch Schwan-
kungen in der Anzahl der zur Verfügung stehenden PCR-Matrizen, durch die variable Bin-
dungsspezifität der Primer und durch Assay-abhängige Amplifikationsbias als eher proble-
matisch [22–29]. 
Eine Alternative zum PCR/Barcode-basierten Speziesnachweis stellt die Sequenzierung der 
Gesamtheit aller genomischer DNA eines Lebensmittels dar („whole-genome shotgun meta-
genomics“). Die artspezifischen Unterschiede der erhaltenen Sequenzabschnitte sollten da-
bei eine Bestimmung der Artzusammensetzung erlauben. In der Tat bestehen die Genome 
von Eukaryoten überwiegend aus nicht-funktionellen Bereichen, die weitgehend ohne selek-
tiven Druck während der Evolution speziesspezifische Mutationen anhäufen und so für eine 
Artbestimmung bestens geeignet sind. Der Genomanteil zwischenartlich konservierter Gen-
Exons ist dagegen niedrig (z.B. 1.2 % bei Säugetieren [30]). Lebensmittelrelevante Spezies 
wie Schwein, Huhn u.a. zeigen zudem innerhalb einer Art nur wenige Polymorphismen von 
etwa 0,5 – 5 pro 1.000 Nukleotiden [31–34]. Diese geringen Werte sollten eine Differenzie-
rung der Spezies durch gesamt-genomische Sequenzierung nicht negativ beeinflussen; sie 
könnten hingegen für eine Bestimmung von Populationen und geografischer Herkunft des 
Materials ausgewertet werden. 
Eine weitere Überlegung ist, dass der DNA-Anteil jeder Spezies in einem komplexen Le-
bensmittel in etwa proportional zum Gewichtsanteil der entsprechenden Spezies in der Pro-
be sein sollte. Dies würde zusätzlich zur Artidentifikation eine Quantifizierung von Speziesan-
teilen in Nahrungsmittelgemischen ermöglich, indem man die Anteile der Arten in dem Se-
quenzdatensatz durch Auszählen der sogenannten „Sequenz-Reads“ bestimmt. Zudem kann 
ein solcher Ansatz der metagenomischen Gesamtsequenzierung von Lebensmittel-DNA alle 
in der Probe vorhandenen Spezies, egal ob eukaryotisch, prokaryotisch oder gar viral, in ei-
nem einzigen Experiment bestimmen. Daher entfällt die Notwendigkeit von multiplen Assays, 
um Bestandteile aller Domänen des Lebens identifizieren zu können. Eine zusätzliche DNA-
Amplifikation über Primer entfällt ebenso, wie das hieraus resultierende Bias. Da die erhalte-
nen genomischen DNA-Sequenzen quasi ohne vorherige Erwartungen betrachtet werden, 
können auch unerwartete „exotische“ Speziesanteile detektiert werden, insbesondere auch 
solche, die ein mögliches Gesundheitsrisiko für den Konsumenten darstellen.  



8. Fachtagung Gentechnik am 23. Oktober 2019 

Bayerisches Landesamt für Gesundheit und Lebensmittelsicherheit   77 

6.2 All-Food-Sequencing: Gesamt-genomisches NGS-basiertes Lebens-
mittel-Screening 

Das All-Food-Sequencing (AFS) ist ein DNA-basiertes Screeningverfahren zur gleichzeitigen 
qualitativen und quantitativen Artendiagnose in komplexen Lebensmitteln, die aus Anteilen 
mehrerer Spezies bestehen [35]. Die Methode umfasst die ungezielte Sequenzierung der 
gesamten Genom-DNA eines Lebensmittels mittels NGS. Daher wird im Gegensatz zu ande-
ren Methoden wie PCR oder Meta-Barcoding keine Amplifikation bestimmter genomischer 
Regionen und somit auch keine a priori-Informationen in Form von z.B. Amplifikationsprimern 
benötigt. Eine zu prüfende Lebensmittelprobe wird homogenisiert und die gesamte DNA ex-
trahiert. Die gewonnene DNA wird längenfragmentiert und eine Illumina-Sequenzierbibliothek 
erstellt; die Sequenzierung erfolgt auf z.B. auf einem Illumina HiSeq-, NextSeq- oder MiSeq-
Gerät. Bereits ca. 200k erhaltene Sequenz-Reads einer Leselänge von je 50 bp sind ausrei-
chend, um die Hauptkomponenten des Lebensmittels mit einem Anteil von mindestens 1 % 
zuverlässig zu quantifizieren [36]. Besser werden für eine Analyse mit der AFS jedoch etwa 1 
Mio. Reads erstellt, um auch Bestandteile in geringeren Anteilen zuverlässig detektieren zu 
können. Die bioinformatische Arbeit, bei der die Reads identifiziert und gezählt werden, läuft 
folgendermaßen ab (Abbildung 2): zunächst werden die Reads hochspezifisch an eine Pa-
lette zur Verfügung stehender Referenz-Genomsequenzen kartiert und somit einer Art zuge-
ordnet sowie dabei auch ausgezählt („quantitatives Mapping“). Reads, die bei diesem Schritt 
der Auswahl an Referenzgenomen nicht zugeordnet werden können („Unmapped Reads“), 
werden optional durch massive Datenbank-Suchen mit dem Alignment-Algorithmus BLAST 
identifiziert („qualitative Metagenomik“).  
Beim Kartieren der Reads an Referenzgenome greift AFS auf den etablierten Mapping-
Algorithmus BWA zurück [37]: Im quantitativen Mapping werden die Reads einer Lebensmit-
telprobe iterativ in drei Durchgängen mit abnehmender Stringenz an eine Auswahl von Refe-
renzgenomen kartiert. Zunächst werden nur vollständig sequenzidentische Reads ausgewer-
tet. Resultierende Treffer werden in drei Kategorien eingeteilt: 1) Unique Reads, die spezi-
fisch an ein Referenzgenom kartieren, 2) Multimapped Reads, die mit gleicher Güte an meh-
rere Referenzgenome kartieren und 3) Unmapped Reads, die keinem Referenzgenom zuge-
ordnet werden konnten (Abbildung 2). Die Unique Reads werden direkt der entsprechenden 
Spezies zugeordnet. Multimapped Reads entstehen durch zwischen mehreren Spezies kon-
servierte Genomregionen und ihre Herkunft ist nicht eindeutig bestimmbar. Daher werden 
diese Reads anteilig im Verhältnis entsprechend der bei den Unique Reads beobachteten 
Distribution auf die beteiligten Spezies verteilt. Zuletzt werden die Unmapped Reads als Ein-
gabe für zwei weitere Mapping-Durchgänge genutzt, wobei jeweils die geforderte Sequenzi-
dentität zwischen Read und Referenzgenom um 1 % gesenkt wird. 
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Am Ende der drei Durchgänge wird anhand aller pro Spezies erzielten Treffer die finale Dis-
tribution der identifizierten Spezies berechnet. Die verbleibenden Unmapped Reads können 
in der qualitativen Metagenomik durch optionale massive BLAST-Analysen zugeordnet wer-
den [38, 39]. Hierbei werden alle Unmapped Reads per lokalem BLAST mit der NCBI non-
redundant nucleotide collection (nr/nt) abgeglichen. Somit können Spezies identifiziert wer-
den, die nicht bei der initialen Auswahl der Referenzgenome berücksichtigt wurden. 
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Abbildung 2: Workflow der AFS. Mit gängigen molekularbiologischen Methoden wird die gesamte DNA einer 
Lebensmittelprobe extrahiert, eine NGS library erstellt und auf einem Illumina-Gerät sequenziert. Im quantitativen 
Mapping werden in drei Iterationen die sequenzierten Reads an ausgewählte Referenzgenome kartiert und in 
Klassen unterteilt: Unique Reads treffen spezifisch an nur einem Referenzgenom, Multimapped Reads treffen 
aufgrund konservierter Sequenzen an mehreren Referenzgenomen. Multimapped Reads werden anhand des 
Verhältnisses von Unique Reads auf Spezies aufgeteilt. Unmapped Reads können keinem Referenzgenom zu-
geordnet werden und zeigen in der Regel zusätzliche in der Probe enthaltenen Spezies oder mikrobiologische 
Belastungen an. In der qualitativen Metagenomik wird die Speziesherkunft jedes ungemappten Reads durch 
BLAST-Analysen ermittelt. Sofern ein Referenzgenom für neu entdeckte Spezies vorhanden ist, kann das quanti-
tative Mapping um entsprechende Spezies erweitert werden. 
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Wenn für eine dabei neu identifizierte Spezies ein Referenzgenom existiert, so kann der initi-
ale quantitative Mappingschritt unter Einbeziehung dieser neu identifizierten Komponente 
wiederholt werden. Bei Fehlen eines passenden Referenzgenoms kann mit den Unmapped 
Reads zumindest eine qualitative Aussage über die Anwesenheit der Spezies im Lebensmit-
tel getroffen werden. Durch diese qualitative Metagenomik sind selbst in Spuren vorhandene 
Zutaten wie Gewürze, Verunreinigungen oder Allergene in der Probe detektierbar. Auch eine 
Bestimmung des mikrobiologischen Artenspektrums ist auf diese Weise möglich. 

6.3 AFS liefert exaktere Resultate als qPCR 

Die Performanz der AFS-Methode wurde anhand von Wurstproben mit exakt bekannten Zu-
sammensetzungen getestet, sogenannten Kalibrator-Würsten. Diese Proben wurden von ei-
ner professionellen Metzgerei zu Versuchszwecken nach drei Rezepturen erstellt: AllMeat 
(Rind, Schwein, Schaf, Pferd in variablen Anteilen), Lyoner (Rind, Schwein und in geringe-
rem Umfang Huhn, Truthahn) sowie Geflügel-Lyoner (Huhn, Truthahn und in geringerem 
Umfang Rind, Schwein) [9, 10]. Viele Lebensmittel enthalten auch pflanzliche Komponenten, 
die bei Personen zu allergischen Reaktionen führen können. Daher wurden insgesamt 11 
Pflanzen mit Allergiepotential in unterschiedlichen Mengen in die Wurstrezepturen eingear-
beitet. 
Die so konzipierten Proben wurden per AFS analysiert und die Ergebnisse mit denen kon-
ventioneller Methoden wie qPCR und droplet digital PCR (ddPCR) verglichen (Abbildung 3): 
In 9 von 13 Fällen lieferte AFS die besten Resultate, bei 3 Proben war eine ddPCR leicht 
besser und nur in einem Fall lieferte eine ddPCR eindeutig bessere Ergebnisse als AFS [40]. 
Für keine der betrachteten Proben konnte eine qPCR das beste Ergebnis liefern. Selbst Zu-
taten mit einem Anteil von 0,5 – 1 % konnten zuverlässig durch AFS detektiert werden. Noch 
keine quantitative Analytik war zum Zeitpunkt der Datenauswertung für die potenziell aller-
genen Pflanzenspezies möglich, da für diese nur ein einziges Referenzgenom existierte. Da-
her konnten diese Bestandteile nur durch qualitative Metagenomik untersucht werden. Alle 
Pflanzenspezies konnten dabei identifiziert werden [35]. Eine quantitative Aussage ist bei 
dieser BLAST-Analyse aufgrund der ungleichmäßigen Repräsentation von Spezies in der 
Datenbank nicht möglich. Zwar wurde eine Pflanzenart sogar mit nur einem Read identifi-
ziert, vor allem bei Allergenen gehen wir jedoch davon aus, dass eine qualitative Aussage 
als Alarmsignal ausreichend ist. 
Zur Einschätzung der Gefahr von möglichen falsch-positiven Resultaten bei der AFS-
Analyse wurden zusätzlich zu den in den Würsten real enthaltenen Spezies-Komponenten 
zusätzlich nah-verwandte Spezies getestet.  
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Eine enge phylogenetische Beziehung von Arten bedingt eine höhere Sequenzähnlichkeit 
aufgrund konservierter DNA-Sequenzen, die wiederum zu uneindeutigen Read-Zuordnungen 
und somit zu qualitativ und quantitativ falschen Aussagen führen könnten. Es konnte gezeigt 
werden, dass phylogenetische Distanzen von ca. 10 Mio. Jahren (z.B. Schaf-Ziege oder 
Rind-Wasserbüffel) nur zu geringen Falsch-Zuordnungen bei der AFS führen und diese le-
bensmittelrelevanten Speziespaare somit sicher unterschieden werden können [40]. Durch in 
silico-Simulationen haben wir gezeigt, dass eine Erhöhung der Read-Leselänge bei der Se-
quenzierung auf 150 bp falsch-positive Treffer erwartungsgemäß verringert, da längere 
Reads häufiger diagnostische Unterschiede zwischen den Spezies enthalten. Durch diese 
technische Modifikation kann die falsch-positive Detektionsrate mit nur geringen Mehrkosten 
deutlich gesenkt werden. 

 

 
Abbildung 3: Vergleich der All-Food-Seq und qualitativer PCR am Beispiel des AllMeat-Kalibrators B. Die 
Ergebnisse der qualitativen PCR stammen aus [8]. 
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6.4 AFS identifiziert „exotische“ Komponenten in der Praxis 

Das Potential der AFS zur Detektion unerwarteter Komponenten sollte in der Praxis getestet 
werden, indem reale Lebensmittelproben sequenziert wurden. Diese umfassten fünf Döner 
Kebab von Imbissen aus dem Rhein-Main-Gebiet. Laut dem Bayerischen Landesamt für Ge-
sundheit und Lebensmittelsicherheit (LGL) dürfen unter dem Namen Döner Kebab verkaufte 
Gerichte ausschließlich Fleisch von Lamm/Schaf oder Kalb/Rind enthalten; Hähnchen- oder 
Putenhaltige Gerichte müssen hingegen einen entsprechenden Namen gemäß der enthalte-
nen Geflügelart tragen [41]. Mehrere Studien berichten jedoch von Fehldeklarationen von 
Döner Kebab-Snacks, wobei häufig nicht deklariertes Geflügel oder in seltenen Fällen auch 
Schweinefleisch enthalten waren [42–44]. Bei der Untersuchung mit der AFS lag daher der 
Fokus auf der Identifikation der Fleischkomponenten, weshalb nur diese extrahiert und ana-
lysiert wurden. In drei von fünf Proben konnte Fleisch vom Truthahn mit je einem Anteil von 
über 70 % nachgewiesen werden, obgleich keine der Proben als Geflügeldöner verkauft 
wurde [40]. In drei Proben konnten geringe Mengen an nicht deklarierter Soja nachgewiesen 
werden, die womöglich aus einer Gewürzmischung der Marinade des Fleisches stammen 
könnte und für Konsumenten besonders im Hinblick auf Allergien von großer Relevanz ist. In 
einer Probe wurden außerdem nennenswerte Mengen an Mais gefunden, dessen Ursprung 
wir in der Salatbeilage des Döner Kebab vermuten. 
Des Weiteren wurde eine Paella mit Huhn analysiert. Bei diesem Gericht handelt es sich um 
ein rezeptorisch komplexes Gericht mit vielen Zutaten in zum Teil geringen Mengenanteilen. 
Zur Vereinfachung dieser komplizierten Aufgabe wurden bei der Analyse mit der AFS nur die 
„Nicht-Reis“-Komponenten untersucht. Die meisten der Komponenten wie Huhn, Alaska 
Seelachs, Miesmuscheln, Tomaten und Paprika konnten zuverlässig detektiert werden [un-
veröffentlichte Ergebnisse]. Diese Probe zeigt aber auch eine Schwäche der AFS auf: für die 
im Gericht enthaltenen Erbsen sowie Zwiebeln existieren bis dato keine Referenzgenome, 
die jedoch eine zwingende Voraussetzung für die quantitative Analyse sind. Durch die daher 
notwendigerweise fehlerhafte Quantifizierung wurde der Anteil der real vorhandenen Spezies 
(mit Referenzgenom) überschätzt, sodass eine exakte mengenmäßige Aussage in diesem 
Fall nicht möglich war. Durch den zweiten Analyseschritt der AFS, die Metagenomik per 
BLAST-Analyse, war es indessen möglich, diese Spezies zumindest qualitativ zu identifizie-
ren. Auf diese Weise konnte im Gericht entgegen der deklarierten Rezeptur Hefe detektiert 
werden (ein Befund, den der Hersteller auf Nachfrage bestätigte). Außerdem wurden geringe 
Mengen an Nepetoideae identifiziert. Dieser Pflanzen-Unterfamilie gehören diverse Gewürz-
pflanzen wie Basilikum, Oregano, Rosmarin, Thymian an. Auch geringe Spuren von Faden-
würmern wurden identifiziert. Da Seelachs häufig von diesen Parasiten befallen ist, erscheint 
dieser Weg in das Lebensmittel am naheliegendsten.  
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Im tiefgefrorenen Produkt stellen diese zwar keine Gesundheitsgefahr für den Menschen dar, 
sie sind jedoch Indiz für eine verspätete Entfernung des Bauchlappens bei der Bearbeitung 
des Fischs [45, 46]. Interessanterweise konnte die AFS die im Rezept angegebenen Shrimps 
nicht bestätigen, dafür wurde unerwartet Tintenfisch identifiziert. Wir vermuten, dass es sich 
hierbei um eine mögliche Änderung der Rezeptur oder eine Kontamination in der Produkti-
onslinie handelt; diese Beobachtung hat der Hersteller jedoch nicht kommentiert. Diese Bei-
spiele demonstrieren, dass die AFS als Screening-Methode sinnvoll einsetzbar ist. Ergänzt 
durch etablierte Methoden wie die gezielte PCR-Detektion hat die AFS ein großes Potential 
zur routinemäßigen Analyse von komplex zusammengesetzten Lebensmitteln. 

6.5 Bakterien- und Phagen-Detektion ohne Mehraufwand 

Die AFS basiert wie beschrieben auf einer Sequenzierung der gesamten DNA einer Probe. 
Dies bietet zeitgleich das Potential, das mikrobielle Spektrum ohne finanziellen Mehraufwand 
bedingt durch eine separate Typisierung testen zu können. Diese Stärke der AFS zeigte sich 
eindrucksvoll an den Geflügel-Lyoner-Proben: In diesen wurden die Bakterien Brochothrix 
spp., Pseudomonas spp. und Psychrobacter spp. identifiziert [47]. Vertreter aller drei Gattun-
gen sind dafür bekannt Lebensmittel zu verderben [48, 49]. Des Weiteren wurde in diesen 
Lyonerwürsten Brochothrix phage BL3 nachgewiesen [47]. Dieser Bakteriophage wird in der 
Lebensmittelindustrie eingesetzt, um die Haltbarkeit von verpacktem Fleisch zu verlängern 
[50, 51]. Somit zeigt AFS eindrucksvoll, dass selbst die Detektion von Viren und auch bi-
oprozessierten Lebensmitteln möglich sind. 

6.6 Limitation durch Referenzgenome 

Bedingung für die Funktionsweise der AFS ist das Vorhandensein von Referenzgenomen für 
möglichst viele zu testende Spezies. In der Vergangenheit waren solche Genomsequenzen 
nur kostenintensiv und sehr aufwändig herzustellen. So hat etwa das human genome project 
vor zwanzig Jahren mehrere Tausend Wissenschaftler über einen Zeitraum von über 10 Jah-
ren beschäftigt und fast 3 Mrd. US-Dollar gekostet [52, 53]. Die Kosten einer Sequenzierung 
sind jedoch erheblich gesunken (z.B. auf ca. 1.500 € pro Humangenom), und verbesserte 
Computertechnologie sowie Algorithmik haben den zur Assemblierung benötigten Rechen-
aufwand deutlich reduziert. Heute ist daher die Erstellung eines Referenzgenoms einer Spe-
zies auch für kleine Labore erschwinglich und der Arbeitsaufwand von einem Doktoranden in 
wenigen Wochen zu bewerkstelligen. 
Als weiter kostensparende Alternative haben wir getestet, ob die AFS auch mit sehr schwach 
redundant sequenzierten und daher äußerst kostengünstig erstellten Genomsequenzen 
funktioniert.  
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Solche Genome, die typischerweise mit einer Redundanz von nur 5-10x produziert werden, 
erreichen selbstverständlich bei weitem nicht die hohe Qualität von gründlich erarbeiteten 
Referenzgenomen wie dem des Menschen. Die Basensequenz ist jedoch in der Regel nahe-
zu vollständig vorhanden (> 90 %), liegt aber eben stark fragmentiert vor. Dennoch eignen 
sich diese günstig erstellten Genomsequenzen offenbar hervorragend für analytische Zwe-
cke wie die AFS [unveröffentlichte Ergebnisse]. Zusätzlich planen große Genom-Konsortien 
die Sequenzierung von vielen Tausend Genomen [54, 55]. Daher ist davon auszugehen, 
dass in einigen Jahren Referenzgenome für die wichtigsten aller eukaryotischen Spezies 
vorhanden sein werden. Vermutlich werden damit alle lebensmittelrelevanten Spezies schon 
früher abgedeckt sein, sodass diese Limitierung der AFS voraussichtlich bald entfällt. 

6.7 Schnellere Analysen durch algorithmische Weiterentwicklung 

Während einer AFS-Analyse müssen bei der Kartierung der Reads alle Referenzgenome in 
den Arbeitsspeicher des Rechners geladen werden. Die Menge an benötigten Computerres-
sourcen nimmt schon heute zum Teil problematische Dimensionen an und wird künftig mit 
mehr verfügbaren Referenzgenomen weiter steigen. Zum Teil werden diese Herausforde-
rungen sicher durch Fortschritte in der Computertechnik kompensiert werden. Dennoch wird 
parallel eine Reduktion der Rechenlast erforderlich. Wir entwickeln daher die Software AFS-
MetaCache, die durch geschickte Reduktion der zu durchsuchenden Genomgröße den Re-
chenaufwand stark reduziert [47, 56]. Die Vorgehensweise führt MinHash als algorithmisches 
Prinzip in DNA-Analyseverfahren ein: diese informatische data mining-Technik berechnet 
den Jaccard-Koeffizienten zweier Elemente und bestimmt deren Schnittmenge, sodass zügig 
Übereinstimmungen detektiert werden können. Die Methode stammt ursprünglich aus der 
Webentwicklung und wird u.a. von Internet-Suchmaschinen verwendet, um sich ähnelnde 
Websites zu filtern. 
AFS-MetaCache unterteilt sich in zwei Arbeitsschritte: 1) einmalige Erstellung der Datenbank 
mit den Referenzgenomen und 2) Analyse einer Probe durch Abgleich der Reads mit der er-
stellten Datenbank. Bei der Konstruktion der Datenbank wird jedes zur Verfügung stehende 
Referenzgenom in Windows der Länge l unterteilt, die einer genomischen Region entspre-
chen (Abbildung 4). Innerhalb eines jeden Windows werden alle k Nukleotide langen Se-
quenzen, sog. k-mers, extrahiert und in eine Liste geschrieben. Auf jedes Element dieser Lis-
te wird nun eine Hashfunktion angewandt, die jedem k-mer basierend auf seiner Sequenz 
einen eindeutigen Zahlenwert zuteilt. Nun folgt der Vorteil, der zur enormen Reduktion an 
Hardware-Ressourcen führt.  
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Anstatt wie rechenintensive Mapping-Algorithmen die gesamte verfügbare Information als 
Referenz zu nutzen, reduziert AFS-MetaCache die Sequenz der Referenzgenome nach ei-
nem reproduzierbaren Prinzip: aus der Liste an Hash-Werten jedes Windows werden nicht 
alle, sondern nur die s kleinsten k-mere für die folgende Analyse in die Datenbank geschrie-
ben. Dadurch reduziert sich die Größe jedes zu durchsuchenden Referenzgenoms, während 
jedoch alle genomischen Regionen abgebildet bleiben. 
Beim zweiten Schritt, der Klassifikation der sequenzierten Reads aus der Lebensmittelprobe, 
wird nun sehr ähnlich vorgegangen: Jeder sequenzierte Read wird in seine k-mere zerlegt 
und diese in einer Liste gespeichert, jeweils eine Hashfunktion angewandt und zuletzt nur die 
s kleinsten k-mere betrachtet (Abbildung 4). Anstatt die ganze Sequenz eines Reads zu ver-
gleichen, müssen somit nur s k-mere ausgewertet werden, um die genomische Region des 
Reads und damit seine Herkunft und Spezies-Zuordnung zu identifizieren. Diese Reduktion 
des Suchaufwands hat eine über 400-fache Steigerung der Geschwindigkeit bei gleichblei-
bender Sensitivität und Spezifität zur Folge, sodass die bioinformatische Auswertung einer 
Probe mit 10 Mio. Reads auf deutlich unter 1 Minute reduziert werden kann [47, 56]. 
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Abbildung 4: Konzeptioneller Ablauf von AFS-MetaCache. Die Methode läuft in zwei Schritten ab: Zunächst 
wird einmalig eine Datenbank aus allen zur Verfügung stehenden Referenzgenomen erstellt. Dabei wird jedes 
Genom in windows unterteilt. Anschließend wird für alle in einem window enthaltenen k-mere ein Hash-Wert be-
rechnet. Nur die k-mere mit den s kleinsten Hash-Werten werden in die Datenbank übertragen. Der zweite AFS-
MetaCache Schritt ist die Analyse: Jeder zu analysierende Read wird in seine k-mere zerlegt und deren Hash-
Werte berechnet. Die s kleinsten Hash-Werte jeden Reads werden mit der Datenbank abgeglichen. Basierend auf 
den getroffenen k-meren in der Datenbank wird ermittelt, an welches window und Genom der jeweilige Read kar-
tiert werden kann. 
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6.8 Kosten der AFS 

Die Materialkosten einer AFS-Analyse reflektieren größtenteils die Reagenzien zur Erstel-
lung der Illumina NGS-Library. Die Reagenzien für die Sequenzierung selbst von etwa 1 Mio. 
Reads sind hingegen sehr günstig. Kommerzielle Anbieter offerieren beispielsweise die Ana-
lyse von 40 Proben (parallel) mit je 2x 1 Mio. Reads („paired-end“-Sequenzierung) und 75 bp 
Leselänge für ca. 120€ pro Probe [57]. 

6.9 Zusammenfassung und Ausblick 

Die All-Food-Seq (AFS) ist eine Screening-Methode zur Analyse von Lebensmittelkompo-
nenten basierend auf Next-Generation Sequencing der Gesamt-DNA. Verglichen mit etab-
lierten Methoden wie der qPCR oder ddPCR liefert die AFS eine vergleichbare oder sogar 
bessere Quantifizierungsaussage. Bedingung für eine Analyse mit der AFS ist das Vorhan-
densein von Referenzgenomen der zu untersuchenden Spezies. Durch kontinuierlich sin-
kende Kosten für Genomdaten ist mit deren Verfügbarkeit für die meisten Lebensmittel-
relevanten Spezies in wenigen Jahren zu rechnen. Der Preis pro Analyse wird vermutlich 
ebenfalls weiter sinken. 
Prinzip-bedingt ermöglicht AFS das Screening eines Lebensmittels ohne a priori-Annahmen, 
z.B. durch den Einsatz von PCR-Systemen. Außerdem stellt die Methode einen All-in-One 
Ansatz dar, da neben tierischen und pflanzlichen Komponenten auch die mikrobielle Belas-
tung festgestellt werden kann. Dabei ist es unerheblich, ob es sich um Parasiten, Pilze, Bak-
terien und gar Viren handelt: Vertreter aller Domänen des Lebens können in nur einem Ex-
periment parallel detektiert werden. Aktuell lassen sich Mikroorganismen zwar identifizieren, 
aber nur bedingt quantifizieren. Wir arbeiten daher daran, den Zusammenhang zwischen 
identifizierten bakteriellen Reads und koloniebildenden Einheiten herzustellen. Hierdurch 
wird es potenziell möglich, per AFS eine Aussage z.B. über die Anzahl von Fäulnisbakterien 
und somit den Frischegrad des Lebensmittels zu treffen. Allergene können in der AFS der-
zeit häufig nur qualitativ identifiziert werden; für viele relevante Pflanzenspezies fehlen aktu-
ell noch die Referenzgenome.  
Fortschritte in der Sequenziertechnologie werden sich vermutlich sehr positiv auf die AFS in 
der Praxis auswirken: aktuell testen wir die Eignung des Nanoporen-Sequenzierprinzips für 
die AFS. Diese ultraportable Sequenziertechnologie ermöglicht Analysen am Ort der Pro-
bennahme, also z.B. auf dem Markt oder direkt beim Produzenten, und damit in Echtzeit. Es 
entfällt die Notwendigkeit des Probentransports in ein Labor, was vor allem bei der Kontrolle 
von schnell verderblichen Lebensmitteln von Vorteil ist. Besonders die Kombination mit 
schnelleren Analyse-Algorithmen wie AFS-MetaCache ist dabei erfolgsversprechend. Somit 
kann die aktuell gängige Praxis der Beanstandung einer Probe im Nachhinein aufgrund der 
großen Zeitersparnis bei der Analyse schon bald der Vergangenheit angehören. 
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7 Mit neuen molekularbiologischen Techniken genetisch ver-
änderte Organismen:  Regulatorischer Status und Entwicklung 
von Nachweismethoden 

Christin-Kirsty Baillie, Patrick Guertler, Ulrich Busch, Ottmar Goerlich und Armin 
Baiker 
Bayerisches Landesamt für Gesundheit und Lebensmittelsicherheit, Landesinstitut Lebens-
mittel, Lebensmittelhygiene und Kosmetische Mittel (LH), Oberschleißheim 

7.1 Zusammenfassung 

Neue molekularbiologische Techniken (NMT) - oder oft auch synonym Gene Editing genannt 
- bezeichnen Verfahren, welche eine gezielte Veränderung der DNA an einer vordefinierten 
Stelle im Genom von Organismen ermöglichen (Podevin et al., 2013). Das Bayerische Lan-
desamt für Gesundheit und Lebensmittelsicherheit (LGL) führt derzeit ein Forschungsprojekt 
zu den NMT, ihren Anwendungsmöglichkeiten, zu potentiellen Risiken der NMT, zur rechtli-
chen Situation, sowie zur Entwicklung von Nachweisstrategien für genomeditierte Organis-
men (geGVO) durch. Die NMT unterscheiden sich von der klassischen Gentechnik dahinge-
hend, dass bei der älteren Variante der Gen-Veränderung meist Fremd-DNA in einen Orga-
nismus über eine ungerichtete Transformation eingebracht wird. Gängige Transformations-
methoden in der grünen Biotechnologie sind z. B. die Partikel-Kanone oder eine Agrobakte-
rium tumefaciens (neuere Bezeichnung: Rhizobium radiobacter) vermittelte Übertragung von 
DNA (Somssich, 2019). Der Integrationsort der neu eingebrachten DNA im Zielorganismus 
kann bei diesen klassischen Methoden nicht vorherbestimmt werden. Die präzise Verände-
rung durch NMT wird hingegen durch den Einsatz von Nukleasen ermöglicht, welche über 
Proteine oder RNA an eine bestimmte Stelle im Genom gelenkt werden, die man als site di-
rected nucleases (SDN, deutsch: ortsspezifische Nukleasen) bezeichnet. Die Mutation der 
genomischen DNA erfolgt bei NMT nach der Erkennung der gewünschten DNA-Sequenz 
durch die SDN und den gezielten Schnitt des DNA-Doppelstrang, welcher anschließend 
durch zelleigene Mechanismen repariert wird. Auch in der Natur entstehen Doppelstrangbrü-
che, z. B. durch die Einwirkung von UV-Strahlung oder mutagener Substanzen, weshalb sich 
Reparaturmechanismen zum Schutz des Organismus vor Mutationen entwickelt haben. Bei 
diesen Reparaturmechanismen, dargestellt in Abbildung 1, handelt es sich um das non-
homologous end joining (NHEJ, deutsch: nicht homologes Verbinden der Enden), und bei 
Vorhandensein einer DNA-Vorlage um die homologe Rekombination (HR). Im Zuge der 
NHEJ DNA-Reparatur können auf unterschiedliche Weise Mutationen auftreten, indem ein-
zelne Basen entfernt (Deletion), hinzugefügt (Insertion) oder ausgetauscht werden (Basen-
austausch) (siehe Abbildung 1A) (Hsu et al., 2014).  
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Der HR Reparaturmechanismus funktioniert durch das Vorhandensein einer überlappenden 
DNA-Sequenz zu flankierenden Bereichen der SDN-Schnittstelle. Diese DNA dient als Vor-
lage für die Reparatur des Doppelstrangbruchs (Sonoda et al., 2006). 

 
Abbildung 1: Reparaturmechanismen eines DNA-Doppelstrangbruches nach Schnitt mittels SDN. (A) Bei 
dem Reparaturmechanismus des non homologues end-joining (NHEJ) werden gebrochene DNA Stränge ohne 
Vorlage (Matrize) von der Zelle repariert. Dabei können Mutationen von einer bis wenigen Base entstehen, wie 
die Deletion, Insertion oder der Basenaustausch im Vergleich zur nicht geschädigten DNA. (B) Der Reparaturme-
chanismus der homologen Rekombination (HR) funktioniert bei Vorhandensein einer DNA-Sequenz als Vorlage 
(Matrize) mit flankierenden Bereichen zur der SDN-Schnittstelle, welche für die Reparatur verwendet wird. Die 
DNA Vorlage kann dadurch so aufgebaut sein, dass flankierte Fremd-DNA in den Organismus eingebracht wer-
den kann. 
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Im Zuge von NMT/Gene Editing kann über den präzisen Schnitt der SDN und der bekannten 
Sequenzinformation eine DNA als Vorlage generiert werden, welche Fremd-DNA flankiert zu 
den überlappenden Bereichen in den Organismus einbaut (siehe Abbildung 1B). Basierend 
auf der Art der verwendeten SDN und den resultierenden genomischen DNA Veränderungen 
im Organismus werden verschiedene NMT wie folgt eingeteilt (EFSA Panel on Genetically 
Modified Organisms, 2012): 
Als SDN-1-Technik wird die Verwendung von zielgerichteten Nukleasen ohne die Zugabe 
von Fremd-DNA eingestuft. Dadurch wird der resultierende DNA-Doppelstrangbruch durch 
NHEJ repariert und es kann an einer definierten Stelle im Genom zu kleinen Mutationen wie 
z. B. Deletionen kommen. Die genaue Art der Veränderung kann dabei jedoch nicht beein-
flusst werden, da sie zufällig bei der Reparatur auftritt. SDN-1 wird häufig genutzt, um Gene 
auszuschalten (knock-out), da solche unkontrollierten Veränderungen der DNA zu einer Ver-
schiebung des DNA-Leserasters führen können.  
Bei der SDN-2-Technik wird zusätzlich zu der ortsspezifischen Nuklease ein DNA-Fragment 
(Matrize) verwendet, das bis auf eine kleine Mutation (eine bis wenige Basen) identisch zu 
der Stelle im Pflanzengenom ist, an welcher der Doppelstrangbruch erzeugt wird. Der zellei-
gene Reparaturmechanismus HR nutzt nun dieses zugegebene DNA-Fragment als Vorlage 
und baut somit auch die vorgegebene Mutation an der gewünschten Stelle ins Pflanzenge-
nom ein. 
Die SDN-3-Technik unterscheidet sich von der SDN-2-Technik nur durch die Größe des 
eingebrachten DNA-Moleküls, welches als Vorlage zur Reparatur dient. Es können so auch 
mehrere tausend Basenpaare aus anderen Organismen eingebracht werden. Dadurch ist der 
resultierende gentechnisch veränderte Organismus nach SDN-3 Anwendung vergleichbar 
mit einem GVO der klassischen grünen Gentechnik, jedoch ist bei SDN-3 der Integrationsort 
der Fremd-DNA im Genom vordefiniert. 
Neben der Verwendung von SDN gibt es auch Methoden, die ohne DNA-Doppelstrangbruch 
zu genetischen Veränderungen führen. Eine dieser Methoden ist die sogenannte oligo-
directed mutagenesis Technik (ODM, deutsch: oligo-gelenkte Mutagenese). Dabei werden 
kurze, synthetisch hergestellte (meist einzelsträngige) DNA-Fragmente mit 20-200 Nukleoti-
den in einen Organismus eingebracht. Diese unterscheiden sich bis auf eine oder wenige 
Basen nicht vom jeweiligen Pflanzengenom. Das synthetische DNA-Fragment dient ebenfalls 
als Vorlage für den Einbau der gewünschten Modifikation, wobei die zellulären Mechanismen 
noch nicht vollständig aufgeklärt sind (Gocal, 2015). Der sogenannte CIBUS-Raps ist ein 
prominentes Beispiel für eine mittels ODM genetisch veränderte Kulturpflanze (Ricroch und 
Hénard-Damave, 2016). 
Die rechtlichen Regelungen von biologischen Techniken mit dem Ziel der Erbgutveränderung 
werden in der EU in der Freisetzungsrichtlinie 2001/18/EG geregelt, die in den Mitgliedsstaa-
ten in nationale Gesetze, wie in Deutschland dem Gentechnikgesetz (GenTG), umgesetzt ist. 
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Die Verwendung als Lebens- und Futtermittel und Vorgaben zur Kennzeichnung werden in 
der EU durch die Verordnung (EG) Nr. 1829/2003 geregelt. Besonders die Definition eines 
gentechnisch veränderten Organismus (GVO) und die Mutagenese-Verfahren, welche von 
der Regulierung innerhalb der EU ausgenommen sind, werden in der Freisetzungsrichtlinie 
von 2001 festgelegt. Seit der Entdeckung der NMT und der zunehmenden Anwendung die-
ser Verfahren besonders in der Forschung war unklar, wie die gezielten Modifikationen von 
genomischer DNA durch SDN rechtlich einzuschätzen sind. Am 25. Juli 2018 fällte der Euro-
päische Gerichtshof (EuGH) ein für Wissenschaftler überraschendes Urteil zu den NMT 
(Fallnummer C-528/16 und Pressemitteilung Nr. 111/18). Dieses Urteil legt fest, dass alle 
mittels Mutagenese erzeugten Organismen als GVO im Sinne der Freisetzungsrichtlinie 
2001/18/EG einzustufen sind. Ausgenommen sind dabei nur solche Mutagenese-Verfahren, 
die schon lange als ‚sicher‘ eingestuft sind und schon lange genutzt werden (z. B. Muta-
genese mittels Bestrahlung oder mutagener Substanzen; siehe Abbildung 2). Dies beinhal-
tet in der Auslegung des EuGHs also nicht NMT, da diese erst seit 2012 verbreitet Anwen-
dung finden und weitergehend nicht auf der Liste der ausgenommen Verfahren innerhalb der 
Freisetzungsrichtlinie aufgeführt werden. 
 

 
Abbildung 2: Regulatorischer Status der NMT Techniken SDN-1, SDN-2 und SDN-3 innerhalb der EU. In 
grün mit orangenem Punkt ist die Mutagenese angegeben, da diese nach der Freisetzungsrichtlinie 2001/18/EG 
zwar GVO hervorbringt, diese jedoch von der Regulierung ausgenommen sind. In orange sind die SDN-1, SDN-2 
und ODM Technik hinterlegt, da diese seit dem EuGH Urteil von 2018 klar als zu regulierende Verfahren einge-
stuft wurden. Die SDN-3 Technik und der Gene Drive in rot, waren schon vor dem EuGH Urteil klar als zu regulie-
rende Verfahren eingestuft. 
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Aus Sicht der amtlichen Überwachung von gentechnisch veränderten Organismen und Pro-
dukten ergeben sich basierend auf dem EuGH Urteil große Herausforderungen. Durch die 
Entscheidung, dass auch SDN-1 und SDN-2 Techniken zu GVO führen, welche in der EU 
reguliert sind, müssen die so erzeugten genomeditierten gentechnisch veränderten Orga-
nismen (geGVO) in der EU ein Zulassungsverfahren für den Anbau und das Inverkehrbrin-
gen als Lebens- und Futtermittel durchlaufen. Im Zuge eines solchen Zulassungsverfahrens 
müssen vom Hersteller Informationen über den geGVO geliefert werden, die ausreichen, um 
vom geGVO ausgehende Risiken für Mensch und Umwelt abschätzen zu können. Zusätzlich 
müssen spezifische Nachweismethoden sowie geeignete Referenzmaterialien vom Herstel-
ler bereitsgestellt werden, um den geGVO in Saatgut, sowie Lebens- und Futtermitteln ana-
lysieren zu können. Nicht zugelassene GVO dürfen nicht auf den europäischen Markt gelan-
gen (Null-Toleranz). Produkte, welche zugelassene GVO enthalten, müssen entsprechend 
den geltenden Kennzeichnungsregelungen gekennzeichnet werden. Eine Kennzeichnung ist 
nicht notwendig, wenn zugelassene GVO im Produkt zufällig oder technisch nicht vermeidbar 
mit einem Anteil von unter 0,9 % (GVO-Anteil) enthalten sind. In der Regel erfolgt der Nach-
weis von GVO mittels real-time PCR (qPCR) basierten Methoden und einer Nachweiskaska-
de über Screening-PCRs, welche häufig verwendete genetische Elemente nachweisen, und 
eventspezifische PCRs, welche eine genaue Identifizierung der GVO Linie ermöglichen (sie-
he Abbildung 3). Bei Produkten der klassischen grünen Gentechnik ist der geforderte 
eventspezifische Nachweis und somit eine genaue Identifikation des GVO im Rahmen der 
amtlichen Überwachung möglich. Dies ist der Fall durch die unterschiedlichen nicht steuer-
baren Integrationsorte von Fremd-DNA bei klassischen Transformationsmethoden, selbst bei 
Verwendung der gleichen Elemente, wie dem häufig genutzten 35S-Promotor des Blumen-
kohlmosaikvirus (cauliflower mosaic virus). Somit können Überwachungsbehörden durch ein 
qPCR basiertes Screening zuerst auf häufig verwendete Elemente untersuchen und dann 
bei eventuell positiven Befunden den genauen GVO durch eventspezifische qPCR Assays 
identifizieren. 



8. Fachtagung Gentechnik am 23. Oktober 2019 

Bayerisches Landesamt für Gesundheit und Lebensmittelsicherheit   97 

 
Abbildung 3: PCR basierte Nachweisstrategien für GVO. (A) Detektion von häufig verwendete genetische 
Elemente mittels PCR als erstes Screening auf GVO. Die verwendeten Primer binden nur innerhalb der einge-
brachten Fremd-DNA in einem bestimmten Element (z. B. Promotoren oder Terminatoren). (B) Proben die mittels 
Screening PCR positiv getestet wurden, werden weiter mittels eventspezifischer PCR untersucht, welche die Zu-
ordnung zu einzelnen Transformationsevents ermöglichen. Dabei binden die verwendeten Primer jeweils einmal 
in der genomischen DNA und einmal in der eingebrachten Fremd-DNA, so dass das PCR-Produkt den Integrati-
onsort einschließt. 

Dieses bestehende Überprüfungssystem wird jedoch mit durch NMT erzeugte geGVO nicht 
mehr möglich sein, da besonders bei SDN-1 und SDN-2 Techniken teilweise nur einzelne 
Punktmutationen entstehen. Diese Punktmutationen können nicht von natürlich entstande-
nen Mutationen oder Mutationen basierend auf von der Regulierung ausgenommenen Muta-
geneseverfahren unterschieden werden (Grohmann et al., 2019). Der molekularbiologische 
Nachweis einer Punktmutation ist technisch aufwendiger als gängige qPCR Methoden in der 
Routineanalytik und nur möglich bei vorherbekannten Sequenzinformationen zur Mutations-
stelle. Bei der Verwendung von Next Generation Sequencing (NGS) muss zusätzlich ein Re-
ferenzgenom des untersuchten Organismus, welches den unveränderten Zustand abbildet, 
zugänglich sein.  
Als Beispiel einer mittels NMT gezüchteten Pflanze kann der Raps (Brassica napus) mit 
Event 5715 der Firma CIBUS herangezogen werden, in den USA wird dieser auch unter dem 
Namen SU-Canola geführt. Diese Rapssorte enthält durch die Verwendung der ODM Tech-
nik eine Punktmutation auf zwei Genen, welche zu einer Herbizidtoleranz gegen Imidazo-
linone und Sulfonylurea führt. Durch die Komplexität des Rapsgenoms verfügt die Pflanze 
über mehrere Isoformen des betroffenen Gens aceto-hydroxy acid synthase (ahas, deutsch 
Acetolactat Synthase) (Rutledge et al., 1991). Für die Analytik relevant sind die Gene ahas-
1, ahas-2 und ahas-3, wobei die Gene ahas-1 und ahas-3 die betroffenen Ziele der 
Punktmutation durch die Firma Cibus sind.  
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Das Gen ahas-2 weißt von der DNA-Sequenz weniger Homologien auf als die beiden Ziel-
gene und wird zeitlich begrenzt und gewebsspezifisch nur im Rapssamen abgelesen (Ouellet 
et al., 1992). Das AHAS-Enzym katalysiert den ersten Schritt der Aminosäuresynthese von 
Leucin und Valin und ist für das Überleben der Pflanze somit elementar. Eine Inhibierung 
des Enzyms durch Herbizide führt deshalb zum Absterben der Pflanze. Durch die eingeführ-
te Punktmutation können die Herbizide jedoch nicht am Enzym binden, somit findet keine 
Hemmung statt und die Pflanze ist herbizidtolerant, weshalb die Herbizide gegen Unkräuter 
im Anbau verwendet werden können, ohne das Wachstum des mutierten Rapses zu beein-
trächtigen (Tan et al., 2005).  
Da im Falle des CIBUS-Raps durch die Sequenzinformationen aus dem US Patentdaten 
(Schopke et al., 2009) die veränderte DNA-Base der zwei betroffenen Gene bekannt ist, wird 
im Zuge des Forschungsprojektes am Bayerischen Landesamt für Gesundheit und Lebens-
mittelsicherheit, in Kooperation mit anderen Landesämtern, an einer Nachweismethode für 
den CIBUS-Raps gearbeitet. Dies soll einen ersten Einblick geben, mit welchen Kosten und 
apparativem und eventuell personellem Mehraufwand bei der routinemäßigen Überwachung 
von geGVO gerechnet werden muss. Weitergehend soll auch geklärt werden, ob ein Nach-
weis für eine Punktmutation eine vergleichbare Sensitivität wie ein konventioneller Nachweis 
für klassische GVO aufweisen kann. 
Um Punktmutationen nachweisen zu können, kommen mehrere Verfahren in Frage: z. B. die 
Amplifikation des DNA Abschnitts mittels PCR mit anschließender Verwendung einer T7 En-
donuklease I in Kombination mit Kapillarelektrophorese (T7-Endonuklease Assay), Next Ge-
neration Sequencing (NGS) oder rh-AMP PCR. Die rh-AMP PCR wurde durch die Firma IDT 
entwickelt, patentiert und wird für die Genotypisierung von single nucleotide polymorphisms 
(SNPs) z. B. in der Krebsdiagnostik angewandt (Dobosy et al., 2011 und Beltz et al., 2018). 
In Abbildung 4 ist das Funktionsprinzip dieser Methode schematisch dargestellt, welche ein 
zweites Enzym - die RNAse H2 - zusätzlich zur Polymerase und Primern mit speziellen Auf-
bau im Rahmen einer qPCR verwendet. 
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Abbildung 4: Funktionsprinzip der rh-AMP PCR zum Nachweis von single nucleotide polymorphisms 
(SNP). (A) Verwendung eines universalen reversen Primers, die forward-Primer sind allel-spezifisch und decken 
die SNP-Position ab (Wildtyp (wt) = grün oder GVO = orange). Alle Primer sind zu Beginn blockiert, so dass keine 
Amplifikation durch eine Polymerase stattfinden kann. (B) Die Spezifität des Systems ergibt sich durch die RNAse 
H2, welche zusätzlich in den PCR-Mix enthalten ist. Die RNAse H2 schneidet an der eigebauten RNA-Base im 
Primer, wenn alle Nukleotide zu 100% passen. Nach dem Schnitt kann der Primer von der Polymerase zum Amp-
lifizieren verwendet werden. Bei einem Mismatch zwischen wt-forward Primer und GVO-DNA Template bleibt der 
Primer blockiert. (C) Im ersten Amplifikationsschritt werden durch die beiden Forward-Primer die überhängenden 
Sondensequenzen und eine Bindesequenz für einen universalen forward-Primer ins PCR-Produkt eingebaut. (D) 
Im zweiten Amplifikationsschritt erfolgt die PCR durch die beiden universal-Primer, die beiden Sonden des Sys-
tems binden und werden durch die 3´-5´-Exonuklease Aktivität der Polymerase abgebaut, was als fluoreszieren-
des Signal detektierbar ist, durch die räumliche Trennung des Fluorochroms (F) und des Quenchers (Q). 
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Die RNAse H2, ursprünglich isoliert aus der hyperthermophilen Archae Pyrococcus abyssi, 
ist eine Endo-Ribonuklease, die Fehlpaarungen zwischen RNA-DNA Heteroduplexsträngen 
erkennt und die RNA-Base zielgenau herausschneidet. Durch den Schnitt wird ein freies 3´-
OH Ende am DNA-Strang hinterlassen, welches direkt von der Polymerase für weitere Amp-
lifikation genutzt werden kann. Das Enzym ist hoch spezifisch und schneidet weder einzel-
strängige RNA noch einzelsträngige oder doppelsträngige DNA. Durch den Ursprung aus ei-
nem hyperthermophilen Organismus ist der optimale Reaktionstemperaturbereich der RNA-
se H2 mit 60-80°C kompatibel mit der Annealing- und Elongations-Phase von DNA-
Polymerasen während einer Standard-PCR. Der Aufbau der Primer ist der Schlüssel für den 
Nachweis von SNPs mittels der rh-AMP Methode. Die Primer werden so designt, dass direkt 
hinter der SNP-Position eine RNA-Base eingebaut wird, gefolgt von einer chemischen Grup-
pe, welche die Amplifikation blockiert. Dadurch werden ungeschnittene Primer nicht von der 
Polymerase verlängert. Die RNAse H2 ist besonders sensibel für Basen-Fehlpaarungen vor 
der RNA-Base, welche herausgeschnitten wird, so dass nur, wenn sich der Primer zu 100% 
passend an die Zielsequenz anlagert, der Schnitt erfolgt. Zusätzlich wird den allel-
spezifischen Primern eine DNA-Sequenz angehängt, welche als Bindestelle für eine Sonde 
fungiert und auch eine Bindesequenz für einen universellen forward-Primer enthält. Im ersten 
Schritt der rh-AMP-PCR binden die jeweiligen allel-spezifischen forward Primer und der re-
verse universal Primer (siehe Abbildung 4A) und es werden nach dem Erkennen der einge-
bauten RNA-Base und dem spezifischen Schnitt durch die RNAse H2, zwei spezifische 
PCR-Produkte gebildet, eines für die wt-SNP-Base und eines für die GVO-SNP-Base. Im 
zweiten Schritt lagern sich durch die angehängten DNA-Sequenzen aus dem allel-
spezifischen-Primern die universellen forward-Primer und die entsprechenden Sonden-
Sequenzen am PCR-Produkt an und es erfolgt ein Abbau der entsprechenden Sonden.  
Durch die 3‘-5‘-Exonuklease-Aktivität der Polymerase werden die Fluorochrome von den 
Quenchern in der Sonde getrennt, was zur Detektion von wt- und GVO-Fluoreszenz-
Signalen führt. Durch diese Methode wird das Problem gelöst, dass normale Primer in qPCR 
Nachweisen bei nur einer Punkmutation nicht ausreichend spezifisch binden können. Dies 
führt bei Standard qPCRs dazu, dass ohne geblockte Primer und RNAse H2 Verwendung 
beide DNA-Stellen (wt und geGVO) gleichzeitig amplifiziert werden und somit keine Unter-
scheidung möglich ist. Im Zuge der rh-AMP PCR werden die nachweisenden Sonden jedoch 
über die angehängten Sequenzen der allel-spezifischen Primer eingebracht, weshalb sie 
sich stark voneinander unterscheiden und einen Nachweis ermöglichen. 
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8 Entwicklungsstand der Synthetischen Biologie und Strate-
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8.1 Einleitung 

Bei der Synthetischen Biologie (kurz: SynBio) handelt es sich um einen interdisziplinären 
Forschungszweig in dem verschiedenste Bereiche der Biowissenschaften, Chemie, Physik, 
Informationstechnik und Ingenieurwissenschaften miteinander kombiniert werden. Somit fin-
det in der SynBio ein Brückenschlag zwischen den unterschiedlichen Lebens- und Technik-
wissenschaften statt, der zu einer Technologisierung der Biologie führt. Durch diese Techno-
logisierung der einzelnen Bereiche soll das gemeinsame Ziel erreicht werden bereits beste-
hende biologische Systeme zu verändern, sie mit neuen Komponenten zu kombinieren oder 
gar von Grund auf neu zu erschaffen. Auf diese Weise soll die SynBio wesentlich zum Er-
kenntnisgewinn in der Grundlagenforschung beitragen und zu neuen biotechnologischen 
Anwendungen in der Industrie führen.   

8.2 Forschungsgebiete der Synthetischen Biologie 

Ungefähr seit der Jahrtausendwende findet der Begriff „Synthetische Biologie“ in der wissen-
schaftlichen Literatur immer öfter Verwendung und es wurden in den letzten Jahren zahlrei-
che Stellungnahmen hierzu veröffentlicht. Unter anderem vom Büro für Technikfolgen-
Abschätzung beim Deutschen Bundestag (TAB) [1], der Convention on Biological Diversity 
(CBD) [2], der EU-Kommission [3-5] und der Zentralen Kommission für die Biologische Si-
cherheit (ZKBS) [6, 7]. In diesen Stellungnahmen wurde versucht, eine allgemeingültige De-
finition der SynBio zu finden, was jedoch bis zum heutigen Zeitpunkt nicht gelang. Die EU 
Kommission stellt hierzu in ihrer Stellungnahme aus dem Jahr 2014 [3] fest, dass eine ge-
naue Abgrenzung zwischen Gentechnik und Synthetischer Biologie auf Basis von quantifi-
zierbaren und tatsächlich messbaren Werten, sowie die Definition von Inklusions- und Exklu-
sionskriterien, nicht möglich ist. Um der Synthetischen Biologie trotz der fehlenden, allge-
mein gültigen Definition einen Rahmen zu geben, wird diese oftmals über die Zuordnung und 
Einteilung ihrer Forschungsbereiche definiert. In Abbildung 1 werden im folgenden drei Ein-
teilungsmöglichkeiten der Forschungsfelder der Synthetischen Biologie vorgestellt. 
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Abbildung 1: Einteilung der Forschungsfelder der Synthetischen Biologie gemäß verschiedener Stellungnahmen: 
(A) Forschungsfelder welche laut der Convention on Biological Diversity (CBD) der Synthetischen Biologie zuzu-
ordnen sind [2]. (B) Forschungsfelder welche laut der EU Kommission der Synthetischen Biologie zuzuordnen 
sind [3-5]. Hervorzuheben ist hier das die EU Kommission den Bereich „Citizen Science“ als Trend in der Synthe-
tischen Biologie definiert. (C) Forschungsfelder welche laut der ZKBS der Synthetischen Biologie zuzuordnen 
sind [6, 7]. 

Im Folgenden werden die Forschungsgebiete der Synthetischen Biologie anhand der Eintei-
lung der ZKBS [6, 7] kurz vorgestellt: 

8.2.1 Design und Synthese von Genen und Genomen 

Die Gensynthese ist eine Schlüsseltechnologie der Synthetischen Biologie. Die Fortschritte 
in dieser Technologie haben die Erzeugung gezielter Mutationen stark vereinfacht. Auch 
bilden sie die Grundlage für die de novo Konstruktion (chemische Synthese) kompletter 
Genome. Beispiele hierfür sind die Synthese des Poliovirus [8] oder des bakteriellen 
Genoms von Mycoplasma mycoides [9, 10]. Zwischenzeitlich ist auch die Synthese eines 
kompletten eukaryotischen Hefechromosoms [11] sowie die Konstruktion eines 
synthetischen Escherichia coli Genoms [12] gelungen. 

8.2.2 Design von maßgeschneiderten Stoffwechselwegen 

Unter dem Design maßgeschneiderter Stoffwechselwege versteht man die Anwendung ge-
netischer Elemente und Schaltkreise zur Entwicklung maßgeschneiderter Stoffwechselwege 
innerhalb von Modell- oder Produktionsorganismen (siehe hierzu auch MacDonald & Daens 
[13]). Ein prominentes Beispiel hierfür ist die semisynthetische Herstellung des Antimalaria 
Medikaments Artemisinin. Bei Artemisinin handelt sich um das weltweit meist genutzte Stan-
dardmedikament gegen Malaria.  
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Bevor Artemisinin mit Hilfe der SynBio produziert werden konnte, musste es in zeit- und kos-
tenintensiven Verfahren aus dem „Einjährigen Beifuß“ extrahiert [14] oder chemisch syntheti-
siert werden [15, 16]. Die Synthetische Biologie ermöglicht nun eine effizientere Möglichkeit 
das Medikament herzustellen und somit den Preis und die Verfügbarkeit des Medikaments 
zu stabilisieren [17]. Hierfür wurde ein maßgeschneiderter Stoffwechselweg zunächst in      
E. coli [18] und später auch in Hefen eingeführt [19, 20], der im Biosyntheseweg ein Ensem-
ble aus einem Dutzend Genen aus Beifußpflanzen, Bakterien und Hefen vereint. Die Mikro-
organismen produzieren so eine Vorstufe von Artemisinin, die Artemisinsäure, welche an-
schließend chemisch in Artemisinin umgewandelt werden kann. 

8.2.3 Xenobiologie 

In der Xenobiologie werden biologische Systeme konstruiert, die „unnatürliche“ Bausteine 
beinhalten. Zu diesen Bausteinen zählen zum Beispiel unnatürliche Aminosäuren. Die Ver-
wendung dieser unnatürlichen Aminosäuren erlaubt Proteine mit neuen Eigenschaften zu 
versehen. So können z.B. Proteine positionsspezifisch mit posttranslationalen Modifikatio-
nen, photoreaktiven Gruppen oder spektroskopischen Sonden ausgestattet werden [21]. Ne-
ben unnatürlichen Aminosäuren werden in der Xenobiologie auch Xeno-Nukleinsäuren 
(XNA) verwendet [22]. Diese XNAs werden häufig genutzt, um funktionale Nukleinsäuren wie 
z.B. Aptamere [23] oder Nukleinsäure basierte Enzyme [22, 24] herzustellen. Ein weiteres 
Anwendungsgebiet der unnatürlichen Aminosäuren und der Xeno-Nukleinsäuren ist darüber 
hinaus deren Nutzung als Biocontainment System. Hierbei werden Organismen erzeugt, die 
nur in Anwesenheit der unnatürlichen Aminosäuren bzw. der Xeno-Nukleinsäuren lebensfä-
hig und somit von diesen abhängig sind [25, 26]. Durch die Anwendung dieser Technik eröff-
nen sich unter anderem auch die Möglichkeit ein verbessertes Biocontainment und somit ei-
ne erhöhte Sicherheit im Bereich der SynBio zu erreichen. 

8.2.4 Erzeugung von Minimalorganismen und Schaffung künstlicher Zellen 

Grundlegend an dem Konzept der Minimalzellen ist die Reduktion des Genoms auf ein Mi-
nimalgenom, also der Gesamtheit an Genen die für den Grundstoffwechsel eines Organis-
mus minimal benötigt werden und somit essentiell für diesen sind. Um dieses Ziel zu errei-
chen wird der sogenannten „top-down“ Ansatz verfolgt, bei dem bereits existierende Genome 
auf essenzielle Lebensfunktionen reduziert werden [27]. Alternativ hierzu können Genome 
auch chemisch synthetisiert werden. Bei der Synthese werden jedoch Gene ausgespart die 
als nicht lebensnotwendig für den Organismus angesehen werden. Anschließend wird das 
Genom in einen bereits bestehenden Organismus „transplantiert“, wobei die Transplantation 
so gesteuert wird das das synthetische Genom das bereits bestehende Genom verdrängt. [9, 
10].   
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Der genau entgegengesetzte Ansatz wird bei der Entwicklung von Protozellen verfolgt. Pro-
tozellen sind „am Reißbrett“ entworfene Zellen, welche de novo aus nicht-lebendem Material 
hergestellt werden und möglichst viele Eigenschaften lebender Zellen aufweisen sollen. Das 
langfristige Ziel dieses „bottom up“ Ansatzes ist es, einen sich selbst-replizierenden künstli-
chen Organismus zu schaffen. Dieser könnte dann, genauso wie die Minimalzellen, als „De-
signer-Chassis“ genutzt werden um verschiedenste Stoffwechselweg unterzubringen, welche 
wiederum nützliche Substanzen wie z.B. Medikamente und Biokraftstoffe produzieren könn-
ten. Des Weiteren würde ein stark vereinfachtes Zellmodell erste Einblicke in grundlegende 
Fragenstellungen geben, wie z.B. aus unbelebter Materie Leben entstehen kann [28]. Derzeit 
ist es allerdings noch nicht möglich, sich-selbst replizierende künstliche Zellen / Protozellen 
zu generieren. 

8.2.5 Konzeption genetischer Schaltkreise 

Ähnlich wie in der Informatik sollen z.B. in lebenden Systemen (in vivo) oder im Reagenzglas 
(in vitro) genetische Schaltkreise geschaffen werden, deren Bauteile auf vorhersagbare Wei-
se miteinander interagieren und auf definierte Inputs definierte Outputs liefern. Dabei werden 
Komponenten wie Regulatoren, Aktivatoren oder Repressoren aus verschiedensten Orga-
nismen frei miteinander kombiniert. Beispiele hierfür ist unter anderem die Entwicklungen ei-
nes synthetischen Kreislaufes der 20 % effektiver CO2 fixiert als der Calvin Zyklus von Pflan-
zen [29], die Entwicklung eines Biomedizinischen Tattoos mit dessen Hilfe Hyperkalzämie 
assoziierte Krebsarten detektiert werden können [30] oder in vitro Sensoren welche die De-
tektion von Schwermetallen in Wasser ermöglichen [31]. 

8.2.6 Trend in der Synthetischen Biologie: Citizen science 

Des Weiteren wird der Bereich „Citizen science“ oder Do-It-Yourself-Biologie (DIY-Biologie) 
in den Stellungnahmen der EU als Trend in der Synthetischen Biologie definiert [4, 5]. DIY-
Biologen sind Personen, die biologische Experimente außerhalb etablierter Bereiche als 
„Hobby“ durchführen. Sie haben dabei in der Regel nur eine geringe oder gar keine natur-
wissenschaftliche Ausbildung. Mittlerweile sind auch sogenannte DIY-Kits im Internet be-
stellbar. Mit Hilfe dieser Kits wäre es möglich, gentechnische Experimente auch Zuhause 
durchzuführen. Laut Gentechnikgesetz (§ 8 Abs. 1 Satz 1) dürfen gentechnischen Arbeiten in 
Deutschland jedoch nur innerhalb einer gentechnischen Anlage durchgeführt werden. 
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8.3 Regulierung der Synthetischen Biologie in Deutschland 

Bislang gibt es weder in Deutschland noch in Europa eine spezifische gesetzliche Regelung 
für die Synthetische Biologie. Eine Regulierung findet in Deutschland derzeit vor allem über 
das Gentechnik-Gesetz (GenTG) statt. Um von diesem erfasst zu werden, muss ein durch 
Synthetische Biologie hergestellter Organismus unter die Definition eines gentechnisch ver-
änderten Organismus (GVO) fallen. Ein GVO wird im GenTG als „Organismus, mit Ausnah-
me des Menschen, dessen genetisches Material in einer Weise verändert worden ist, wie sie 
unter natürlichen Bedingungen durch Kreuzen oder natürliche Rekombination nicht vor-
kommt“ definiert. In Deutschland können alle Organismen, die derzeit mithilfe der Syntheti-
schen Biologie erzeugt werden, durch das GenTG bewertet und eingestuft werden [7]. Soll-
ten in Zukunft jedoch Protozellen entwickelt werden, die selbstständig replizieren, so wären 
diese nicht vom GenTG abgedeckt und bedürften eventuell einer anderen Regulierung [7] .  
Aufgrund der dynamischen und vielfältigen Entwicklung der SynBio hat die Zentrale Kom-
mission für Biologische Sicherheit (ZKBS) den Auftrag erhalten, ein wissenschaftliches Moni-
toring auf nationaler und internationaler Ebene durchzuführen und die aktuellen Entwicklun-
gen der SynBio kritisch zu begleiten. Die aktuellen Ergebnisse diese Monitorings sind für je-
dermann einsehbar und online abrufbar auf der Internetseite der ZKBS (www.zkbs-online.de) 
veröffentlicht. 

8.4 Strategien zur Analytischen Überwachung 

Um die Entwicklungen in der SynBio auch analytisch zu begleiten, wurden am Bayerischen 
Landesamt für Gesundheit und Lebensmittelsicherheit (LGL) entsprechende Nachweisstra-
tegien entwickelt und Referenzmaterialien von SynBio-Organismen beschafft. Einige der 
entwickelten Nachweisstrategien sind im Folgenden kurz dargestellt:  

8.4.1 Nachweis von Protozellen 

Ein erster notwendiger Schritt bei der Generierung von Protozellen ist die in vitro Rekon-
struktion der Zellteilung. Um in Zukunft eine solche zu ermöglichen, sollen unter anderem die 
in E. coli beteiligten Zellteilungsproteine MinC, MinD, MinE und FtsZ Verwendung finden [28, 
32, 33]. 
Proben dieser Proteine konnten vom LGL beschafft und erfolgreich mittels MALDI-TOF 
nachgewiesen werden. Des Weiteren wurden auch die Plasmide, welche die Gene für die 
Zellteilungsproteine tragen untersucht und deren Nukleinsäuresequenz bestätigt. Somit kön-
nen am LGL potentielle, für die Zellteilung einer Protozelle notwendigen Bestandteile sowohl 
auf Protein- als auch auf DNA-Ebene nachgewiesen werden. 
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8.4.2 Nachweis von Minimalorganismen 

Die Herstellung von Minimalorganismen ist durch zwei Hauptinteressen gekennzeichnet: 
• Zum einen soll die Reduzierung des Genoms Aufschlüsse über den minimal erforderli-

chen Satz an Genen liefern, welche ein lebensfähiger Organismus benötigt.  
• Zum anderen wird eine Reduktion des Genoms genutzt, um die Eigenschaften von in-

dustriell genutzten Organismen zu verbessern. Dadurch können z.B. bei der industriellen 
Produktion störende Proteasen und Nukleasen entfernt [34], oder die Produktion ge-
wünschter Zielproteine gesteigert werden [35].    

Aus beiden oben genannten Bereichen wurden Referenzmaterialien beschafft und am LGL 
untersucht. Zum einen handelte es sich um genomische DNA des vom J. Craig Venter Insti-
tut entwickelten Stamm JCV-syn3.0 [10] welcher auf dem Genom des Bakteriums Myco-
plasma mycoides basiert [9]. Zum anderen um den auf Vibrio natriegens basierenden Pro-
teinproduktionsstamm Vmax™ [36]. Beide Bakterienstämme konnten mit den am LGL entwi-
ckelten Methoden eindeutig identifiziert werden. In beiden Fällen wurden für die jeweiligen 
Organismen spezifische Bereiche mittels PCR amplifiziert und anschließend sequenziert, 
was eine eindeutige Zuordnung ermöglichte. 

8.4.3 Nachweis Xenobiologie 

Im Bereich der Xenobiologie findet das Amber Suppression System [37] zum Einbau unna-
türlicher Aminosäuren breite Anwendung. Mit Hilfe dieses Systems ist es möglich unnatürli-
che Aminosäuren ortsspezifisch in Proteine einzubauen und somit die daraus resultierenden 
Proteine mit neuen Funktionen auszustatten [21, 38]. Hierfür wird meist ein hierfür speziell 
entwickelter E. coli Stamm (E. coli C321.ΔA.exp [39]) verwendet der dahingehend optimiert 
wurde, dass der Einbau der synthetischen Aminosäure möglichst effizient erfolgt. Hierzu 
wurden in diesem Stamm, unter anderem, alle im Genom enthaltenen 321 Amber-
Stopcodons durch alternative Stopcodons ersetzt. Der entsprechende E. coli Stamm wurde 
als Referenzmaterial beschafft und am LGL untersucht. Dabei konnte gezeigt werden, dass 
dieser mit den am LGL entwickelten Methoden eindeutig identifiziert werden kann. 

8.4.4 Untersuchung von DIY Biologie Kits 

Zwei verschiedene DIY-Biologie Kits wurden als Referenzmaterial beschafft und am LGL un-
tersucht:  

Citizen Science DIY- Kit: DIY CRISPR GENOME ENGINEERING (The Odin) 

Hierbei handelt es sich um ein DIY-Gentechnik-Kit der US-Firma "The Odin". Der "DIY Bac-
terial Gene Engineering CRISPR Kit" ermöglicht (laut Herstellerangaben) die Durchführung 
eines einfachen CRISPR/Cas9-Experiments zur Einführung einer Streptomycin-Resistenz in 
das Genom von E. coli.  
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Im Zuge der Analysen wurde die Identität der im Kit enthaltenen Nukleinsäuren und Bakte-
rien überprüft. Bei den im Kit enthaltenen Empfängerbakterien handelte es sich nicht um     
E. coli HME63, sondern um fakultativ pathogene Bakterien der Risikogruppe 2. Das LGL    
informierte darüber die Öffentlichkeit sowie die zuständigen Behörden auf Bundes- und EU-
Ebene. Weitergehende Untersuchungen zeigten, dass das Genomeditierungsexperiment 
auch mit dem vorgesehenen E. coli Stamm HME63 nicht zu dem Ergebnis führt, das im Kit 
beschrieben ist. Zudem konnte gezeigt werden, dass es sich bei den beschriebenen Experi-
menten mit den pathogenen Mikroorganismen um gentechnische Arbeiten der Sicherheits-
stufe 2 handelt, die nach Gentechnikrecht in einer gentechnischen S2-Anlage durchgeführt 
werden müssen. 
An dieser Stelle sollte Erwähnung finden, dass der eingetragene Verein „Science Bridge“ ein 
ebenfalls auf CRISPR/Cas9 basiertes Genomeditierungsexperiment entwickelt hat und die-
ses interessierten Schülerlaboratorien zur Verfügung stellt: 
https://sciencebridge.net/ANGEBOTE/EXPERIMENTE/AUS-BLAU-MACH-WEISS-DIE-
GENSCHERE-CRISPR-CAS-IN-AKTION/ 

Citizen Science DIY- Kit: Canvas Kit™ - Create Living Paintings™ (Amino Labs) 

Hierbei handelte es sich um ein Kit der kanadischen Firma "Amino Labs". Dieses Kit soll es 
ermöglichen, ein einfaches Gentechnik Experiment durchzuführen. Dabei sollen Plasmide, 
welche für Farbproteine codieren, in einen E. coli K12 Sicherheitsstamm eingebracht wer-
den. Werden diese Bakterien im Anschluss auf einem Nährboden ausgestrichen, bilden sich 
farbige Kolonien, wodurch sich quasi „malen“ lässt (siehe Abbildung 2). 

 
Abbildung 2: Bakterienmalkasten der Firma „Amino Labs“: Bild links: Auf Nährboden ausgestrichene Bakterien, 
welche mit Plasmiden transformiert wurden, die wiederum für verschiedene Farbproteine codieren.                                
Bild rechts: Platte aus dem linken Bild unter UV Licht 
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Die Analyse der einzelnen Kit-Komponenten (Plasmide und Bakterienkultur) am LGL ergab, 
dass die Herstellerangaben korrekt waren, und dass das vom Hersteller angegebene Expe-
riment mit dem Kit durchgeführt werden kann. Bemerkenswert war, dass der Kit erst ausge-
liefert wurde, nachdem das LGL nachgewiesen hatte, über die entsprechenden Genehmi-
gungen mit gentechnischen Arbeiten zu verfügen. Außerdem wird in der beigefügten Kit-
Anleitung darauf hingewiesen, dass ggf. spezifische nationale Regulierungen hinsichtlich der 
Durchführung des Kits existieren und dass hier unter Umständen eine Rücksprache mit den 
lokalen Behörden erforderlich sei.  
Anzumerken ist an dieser Stelle, dass die ZKBS ein Fokusthema zur „Do-it-yourself-Biologie 
- Gentechnik für jedermann?“ auf ihrer Internet Seite veröffentlicht hat. Auf dieser werden un-
ter nachfolgenden Link unter anderem auf die gesetzlichen Rahmenbedingungen in Deutsch-
land bezüglich dieses Themas eingegangen: 
http://www.zkbs-online.de/ZKBS/DE/03_Fokusthemen/DIY-Biologie/DIY-
Biologie_node.html;jsessionid=5A8DF5895C1868ADA4BF5E7E84DE8B47.2_cid332 
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