Sicherheit in der Biotechnologie
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Gentechnologie und Biorisiken

Gefahrdung des Menschen

Pathogene Organismen fir den Menschen: Viren, Bakterien, Pilze und Parasiten; Toxine
Veranderung von Pathogenitat und Virulenz, Ubertragung von Resistenzfaktoren

Frage: KOnnen apathogene oder opportunistische Organismen durch genetische
Rekombination pathogen werden oder eine erhohte Virulenz erlangen?

Gefahrdung des Okosystems

Etablierung von gentechnisch veranderten Organismen in der Umwelt oder horizontaler
Gentransfer

Veranderung von Stoffkreislaufen, Verdrangung natdrlicher Populationen, Transfer
unerwinschter Eigenschaften

Frage: Konnen sich gentechnisch veranderte Organismen in der Natur etablieren? Kann
von gentechnisch veranderten Organismen, welche bewusst oder unbeabsichtigt
freigesetzt werden, ein erfolgreicher Transfer von Genen auf natirlich vorkommende
Arten stattfinden? Ware ein solcher Transfer Gberhaupt ein Schaden und kdnnten wir
ihn feststellen?
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Horizontaler Gentransfer

Als Horizontaler Gentransfer (HTG) oder Lateraler Gentransfer
(LTG) wird eine Ubertragung von Genen auRerhalb der
geschlechtlichen Fortpflanzung (Gentbertragung bei
geschlechtlicher Fortpflanzung wird Vertikaler Gentransfer genannt)
und Uber Artgrenzen hinweg bezeichnet.

Er bildet in der Evolutionstheorie eine Mdglichkeit zur Erklarung von Spriingen
iIn der Entwicklung vor allem von Mikroorganismen

Ebenfalls gegentber dem horizontalen Gentransfer lasst sich die vertikale
Transmission abgrenzen, bei der Virenerbgut von einer ,infizierten®
Generation an ein andere weitergegeben wird.

Er bildet in der Gentechnologie eine wichtige Methode, transgene Organismen
zu erzeugen. Far Prokaryoten und Eukaryoten sind jeweils unterschiedliche

Methoden erfolgreich in Gebrauch:

Bei Prokaryoten: Konjugation, Transduktion, Transformation
Beil Eukaryoten: Transformation, Transfektion
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Gefdhrdung des Menschen

Das Risiko durch die Gentechnologie wird vermutlich
Uberschatzt (erkannte aber nicht analysierte (oder
nicht analysierbare) Risiken werden in der Regel
Uberschéatzt) (Gerd Gigerenzer: Risiko; C. Bertelsmann Verlag)

Abwagungen:

1. Fur einen ,erfolgreichen® Krankheitserreger braucht es
mehr als nur die Teile (z.B. Gene flr Pathogenitat,
Virulenz etc.), die Teile missen auch noch ein
funktionsfahiges Ganzes ergeben.

2. Alle Pathogenitats- und Virulenzfaktoren kommen in
der Natur ohnehin schon vor (mit der Gentechnologie
wurden sie nur neu kombiniert).

3. Ein horizontaler Genaustausch - wenn auch ungezielt
und wesentlich langsamer - findet auch in der Natur statt.

4. Die gefahrlichsten Krankheitserreger wurden bis
jetzt von der Natur geschaffen (die Natur hat mehr Zeit
und Moglichkeiten um zu ,probieren®. <<Survival of the
fittest >> (Darwinsche Evolutionstheorie)
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Gefdhrdung des Okosystems

Direkte Einfllsse
» Veranderung von Stoffkreislaufen
 Verdrangung natdrlicher Populationen

* Veranderungen in der Nahrungskette und im
Energiefluss kdnnten zu einer schadlichen Veranderung
des Okosystems flhren.

Indirekte Einflisse

 Transfer unerwinschter Eigenschaften (horizontaler
Transfer)

« Empfangerzelle konnte wesentlich bevorteilt werden
(Folgen s. direkte Einflisse).

Dr. Gerhard Mehrke



Vereinfachte Darstellung Nahrungskette und
Energiefluss in einem Okosystem

Dr. Gerhard Mehrke



Schicksal von genetischem Material
(DNA) in der Umwelt

7~ - )
- Viren ‘ senen Systemen
- Mikroorganismen

- Pflanzen
2 Tiere 4
DNA-Pool
L (Gene, Plasmide, <
DNA-Fragmente
etc.)
Adsorption an
Abbau Partikel

Ubertragung auf
andere Organismen <
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Untersuchungen zum Gentransfer und zur
Freisetzung von DNA aus transgenen Pflanzen

,DNA persistiert GUber Monate hinweg im Boden und steht damit
prinzipiell fur eine Aufnahme durch Mikroorganismen zur Verfugung.
Eine haufige Integration in das Genom von Bakterien oder gar die

Realisierung der aufgenommenen genetischen Information
ist jedoch wenig wahrscheinlich.”

rekombinante DNA

e VAN Durch Biomonitoring wurde die
Entlassung rekombinanter DNA aus
Pollen und Wurzeln lebender
transgener Kartoffelpflanzen
nachgewiesen.

(www.biosicherheit.de/de/sicherheitsforschung)
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Risiken der Gentechnologie sind nicht so
einfach von der Hand zu weisen ...

Obwohl:

« Gesundheitsschaden -

» Okologische Schaden -
« Okonomische Schaden -

bis jetzt im Zusammenhang mit der industriellen
Anwendung keine bekannt geworden sind.

Erkrankungen und sogar Todesfalle in

Forschungslabors sind allerdings vorgekommen

beim Umgang mit pathogenen Mikroorganismen

und Vektoren, die Onkogene enthielten HARD HArS
(= Arbeitssicherheit und Gesundheitsschutz). [

ON THIS SITE
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Unterschiede zu chemischen und
radiologischen Risiken

Eine Risikoanalyse im klassischen Sinn ist nicht mdglich:

Chemie
Radiologie Intensitat,
Freguenz und
Dauer probabilistisch
bestimmbar Diverse
bekannt probabilistisch probabilistisch deterministisch Erfahrungswerte

; Freisetzun . " Dosis-Wirkungs-
Gefahrenpc-tenh@—b Leck 9 1 ] Ausbreitung —m= Exposition — beziehungeﬁ — =l  Schaden

R

unbekannt probabilistisch wenig bekannt Intensitat, nur fir Pathogene weitgehend
Frequenz und bekannt, . T. schwer unbekannt
Dauer bestimmbar
Biotechnologie probabilistisch
bestimmbar

Strategie zur Verminderung des Biorisikos:

» Herabsetzung der Wahrscheinlichkeit einer Freisetzung durch
physikalisches Containment.

» Herabsetzung der Ausbreitungs- und
Expositionswahrscheinlichkeit durch Verminderung der
Lebensfahigkeit der rekombinanten Organismen und der Mobilitat

der Genkonstrukte. 11
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Gefdhrdung der Umwelt: Analogie zu
importierten Pflanzen

Seit dem 16. Jh. eingefuhrt:

*Auf den britischen Inseln 32 000!
Pflanzenarten ?”*“
In Europa 12 000 Pflanzenarten
-Jede Hunderste setzte sich in der
freien Natur fest.

g ows -Jede Tausendste weilst

8 ’“*i unerwinschte Eigenschaften auf.

Kanadlsche Ggld[
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Schuld der Wissenschaftler/-innen?

Zur Verantwortung der Wissenschaftler
hat DUrrenmatt in seinen 21
Anmerkungen zu den »Physikern«
festgehalten:

»16  Der Inhalt der Physik geht die Physiker
an, die Auswirkung alle Menschen.

»17 Was alle angeht, konnen nur alle
|0sen.

»18 Jeder Versuch eines einzelnen, flr
sich zu l6sen, was alle angeht, mul3
scheitern.
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Gesetze — Regelungen —

@ Selbstkontrolle

Urspringliche Fassung vom: 20. Juni 1990 (BGBI. | S. 1080)

Gesetz zur Inkrafttreten am: 24. Juni 1990 bzw. 1. Juli 1990
Regelung der Neubekanntmachung vom: 16. Dezember 1993
Gentechnik (BGBI. | S. 2066)

Letzte Anderuna durch: Art. 1 G vom 9. Dezember 2010

(Gentechnikgesetz — SR (BBl 1S 1939)

15. Dezember 2010
Gen TG) :Qg,;f:r;:]edne?uer:g_ (Art. 42 Abs. 1 G vom 9. Dezember
_ ' 2010)
Verordnung Uber die
Sicherheitsstufen und >
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. . . 7
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gentechnischen Anlagen éﬁ/ o D
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Sicherheitsverordnung =N, =




Gentechnikgesetz (GenTG)

Gentechnik-Sicherheitsverordnung
(GenTSV)

Gentechnik-
Aufzeichnungsverordnung
(GenTAufzV)

Gentechnik-Verfahrensverordnung
(GenTV1V)

Gentechnik-Anhérungsverordnung
(GenTANhV)

ZKBS-Verordnung (ZKBSV)

Gentechnik-
Beteiligungsverordnung
(GenTBetV)

Gentechnik-Notfallverordnung
(GenTNotfV)

Rechtsgrundlagen
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Ein Service des Bundesministeriums der Justiz in
Zusammenarbeit mit der juris GmbH - www juris.de

Verordnung Uber die Sicherheitsstufen und
Sicherheitsmafnahmen bei gentechnischen
Arbeiten in gentechnischen Anlagen
(Gentechnik-Sicherheitsverordnung - GenTSV)

GenTsV

Austertigungsdatum: 24.10.1%%90

Vollzitat:

“Gentechnik-8icherheitsverordming in der Fassung der Bekanntmachung vom 14. Marz 1995

{(BGB1. I 5. 297), zuletzt gedndert durch ArtiXel I der Verordnung vea 6. Marz 2007
{(BGB1. I S. 261)"

Stand: Neugefasst durch Bek. v. 14. 1.1895 I 297,
zuletzt geindert durch Art. 3 V v, 6.3.2007 I 261

Fufinote

Textnachwels ab: 4.11.1990




* Bundesministerium
&9 der Justiz

Rechtsgrundlagen
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Verordnung Uber die
gute fachliche Praxis w |aunam-msmn-um

bei der E ot ..
gentechnisch- http://bundesrecht.juris.de/gentpflev/

veranderter Pflanzen

| Startseite Verordnung iiber die gute fachliche Praxis bei der Erzeugung gentechnisch veranderter Pflanzen

| Gesetze [ Verordnungen

|p°«k‘[ualitétendienst

|TitE|SUChE & 1 Anwendungsbereich

§ 2 Beqriffsbestimmungen
3 Mitteilungspflicht
§ 4 Anpassungspflicht
5 Anfragepflicht
_ §6 Lagerung
_ § 7 Beférderung
§ 8 Bewirtschaftungsmanahmen
|Tastenk0mbinati0nen | _ 8§ 9 Fingesetzte Gegenstande
_ & 10 Durchwuchs
& 11 Aufbringen von Stoffen
§ 12 Aufzeichnungen
§ 13 Ubergangsregelung
_ & 14 Inkrafttreten
Schlussformel

Anlage (zu&2MNr 1. §4 §5 §10Abs 1 Satz 1. § 12 Abs_ 1 Satz 1)
- Pflanzenartspezifische Vorgaben

| Volltextsuche

|Trans|ati0ns

|Hinweise

|
|
I _ Eingangsformel
|
|
|
|

|Impressum

Verwaltungsvorschriften im
Internet -
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EU-Verordnungen

Gesetz zur Durchfithrung der Verordnungen der Europaischen Gemeinschaft oder der
Europaischen Union auf dem Gebiet der Gentechnik und iiber die Kennzeichnung ohne
Anwendung gentechnischer Verfahren hergestellter Lebensmittel

| Starizeite

| Gesetze /| Verordnungen

|p°«k‘[ualitétendienst

|Tite|suche

| Volltextsuche

|Trans|ati0ns

|Hinweise

§ 2 Aufgaben des Bundesministeriums fiir Ernahrung. Landwirtschaft und Verbraucherschutz

& 3 Beteiligung anderer Behérden des Bundes

§ 3a Voraussetzungen fiir die Kennzeichnung ohne Anwendung gentechnischer Verfahren
hergestellter | ebensmittel

|Impressum

|
|
|
I _ &1 Aufgaben des Bundesamtes fiir Verbraucherschutz und [ ebensmittelsicherheit
|
|
|

§ 3b Nachweise fiir die Kennzeichnung ohne Anwendung gentechnischer Verfahren hergestellter
Lebensmittel

§ 4 Uberwachung

|Tastenk0mbinati0nen

Verwaltungsvorschriften im
Internet

Dr.

§ & Mitwirkung von Zollstellen

§ 6a Erlass von Rechtsverordnungen
§ 6 Strafvorschriften
& 7 Bulkgeldvorschriften

Anlage (zu & 3a Abs_4 Satz 2)
Zeitraum vor Gewinnung des | ebensmittels . innerhalb dessen eine Verfiitterung von genetisch
veranderten Futtermitteln unzuldssig ist
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ZKBS
Zentrale Kommission fiir die
biologische Sicherheit

ROBERT KOCH INSTITUT

X

(central comission flr biological safety)

Ein Expertengremium am Robert-Koch-Institut. Die Zentrale Kommission fir die
Biologische Sicherheit (ZKBS) wurde 1978, mit der Schaffung von Richtlinien zum
Schutz vor Gefahren durch in-vitro neukombinierte Nukleinsauren, eingerichtet.

Sie hat seither als Sachverstandigen-Kommission die Aufgaben,
Sicherheitsbewertungen gentechnischer Arbeiten vorzunehmen, den Bund, die Lander
und mit gentechnischen Arbeiten befasste Institutionen in Fragen der Sicherheit in der
Gentechnik zu beraten und Empfehlungen auszusprechen. Dies betrifft alle Bereiche,
in denen mit gentechnisch veranderten Organismen umgegangen wird: experimentelle
Forschungsarbeiten im Labor, Arbeiten zu Produktionszwecken in
Fermentationsanlagen der Industrie, aber auch die Freisetzung und das
Inverkehrbringen gentechnisch veranderter Pflanzen und Mikroorganismen.

Mit dem Inkrafttreten des Gentechnikgesetzes (GenTG) im Jahr 1990 wurde die ZKBS
institutionalisiert. Unterstltzung findet die ZKBS durch ihre Geschéftsstelle, die im

Zentrum Gentechnologie angesiedelt ist.
18
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http://www.rki.de/GENTEC/ZKBS/ZKBS.HTM
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ZKBS
Zentrale Kommission fiir die
biologische Sicherheit

Personen W W " 12 Sachverstandige

Dieses Expertengremium pruft und bewertet sicherheitsrelevante Fragen, gibt hierzu
Empfehlungen und berat die Bundesregierung und die Lander.

Die Zentrale Kommission fir die Biologische Sicherheit setzt sich zusammen aus

12 Sachverstandigen aus den Bereichen Mikrobiologie, Zellbiologie, Virologie, Genetik,
Pflanzenzucht, Okologie, Toxikologie, Hygiene und Sicherheitstechnik sowie

8 sachkundige Personen aus den Bereichen Gewerkschaft, Wirtschaft, Landwirtschatft,
Arbeitsschutz, forschungsférdernde Organisationen, Umwelt- und Naturschutz und
Verbraucherschutz

sowie deren Stellvertreter.
Die Mitglieder der Kommission sind unabhangig und nicht an Weisungen gebunden.

Die Zentrale Kommission flr die Biologische Sicherheit berichtet jahrlich der
Offentlichkeit tiber ihre Arbeit. Diese Berichte werden im Bundesgesundheitsblatt
veroffentlicht.

19
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Das 6enTG unterscheidet drei Formen des
Umganges von GVO

Gentechnische Arbeiten, diese umfassen den Umgang mit GVO in geschlossenen Anlagen, die
als gentechnische Anlagen angemeldet bzw. genehmigt sein missen. Gentechnische Anlagen
konnen sein Laboratorien, Produktionsanlagen (z. B. zur Herstellung von Arzneimittel mit Hilfe
von GVO), Tierstalle und Gewachshauser. Um die notwendige Sicherheit zu gewahrleisten,
werden gentechnische Anlagen entsprechend den Sicherheitsstufen 1 bis 4 zugeordnet, dabei
bezeichnet 1 die niedrigste und 4 die hochste Sicherheitsstufe. Gentechnische Anlagen und
gentechnische Arbeiten bedtrfen der Genehmigung bzw. Zustimmung durch die zustandigen
Landesbehotrden. Die beim BVL eingerichtete Zentrale Kommission fur die Biologische
Sicherheit ist an der Sicherheitsbewertung der gentechnischen Arbeiten beteiligt.

Freisetzung, dies sind zeitlich und raumlich begrenzte Freilandversuche mit GVO. Sie werden
typischer Weise mit gentechnisch veranderten Pflanzen durchgeftihrt, die zunachst in
gentechnischen Anlagen hergestellt wurden und im Freilandversuch hinsichtlich ihrer
Eigenschaften Gberprift werden. Durch geeignete MalRnahmen wird dabei die zeitliche und
raumliche Begrenzung des Freilandversuches sichergestellt. Freisetzungen durfen nur nach
Genehmigung durch das BVL durchgefiihrt werden.

Inverkehrbringen von GVO oder Produkten, die GVO enthalten, bezieht sich auf die Abgabe von
GVO an Dritte und das Verbringen von GVO in den Geltungsbereich des GenTG, soweit diese
nicht fir gentechnische Arbeiten in gentechnische Anlagen oder genehmigte Freisetzungen
bestimmt sind. Auch fur das Inverkehrbringen von GVO gemald GenTG bedarf es einer
Genehmigung. Diese Genehmigungen haben EU-weite Geltung. Bei den
Genehmigungsverfahren werden die zustandigen Behorden aller EU-Mitgliedslander beteiligt.
Fur Deutschland obliegt diese Aufgabe dem BVL.

* Bundasamt fiir
L 1 Verbraucherschutz und
Lebensmittelsicherheit

20
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http://www.bvl.bund.de/cln_027/nn_491798/DE/06__Gentechnik/091__GentechAnlagen/gentechAnlagen.html
http://www.bvl.bund.de/cln_027/nn_491798/DE/06__Gentechnik/093__ZKBS/zkbs.html
http://www.bvl.bund.de/cln_027/nn_491798/DE/06__Gentechnik/093__ZKBS/zkbs.html

Begriffsbestimmungen

GENTECHNISCHE ARBEITEN

Erzeugung gentechnisch veranderter Organismen,
Verwendung, Vermehrung, Lagerung, Zerstérung oder Entsorgung
sowie der innerbetriebliche Transport

(wenn keine Freisetzungs- oder InverkehrbringungsGenehmigung
vorliegt)

ORGANISMUS

Jede biologische Einheit, die fahig ist, sich zu [
vermehren oder genetlsches Material zu Ubertragen; |

somit auch Viren, Viroide und Zellkulturen.

GENTECHNISCH VERANDERTER ORGANISMUS (GVO)

Organismus, dessen genetisches Material in einer Weise verandert
worden ist, wie sie unter nattrlichen Bedingungen durch Kreuzen
oder natiirliche Rekombination nicht vorkommit.

21
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Keine gentechnischen Arbeiten:

- Verwendung von aufgereinigter DNS
- In vitro Befruchtung

- ,natirliche* Konjugations- Transformations- und |_
Transduktionsverfahren

- Polyploidie - Induktion
- Mutagenese

- Zell- und Protoplastenfusionen von pflanzlichen Zellen,
wenn die dadurch entstehenden Pflanzen auch durch
herkommliche Zichtungstechniken erzeugbar sind.

Voraussetzungen:
- als Spender oder Empfanger werden keine GVOs
verwendet

22

Dr. Gerhard Mehrke



Keine gentechnischen Arbeiten:
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-Erzeugung von Hybridomazellen

-Selbstklonierungen bei nicht-pathogenen,
naturlich vorkommenden Organismen

Voraussetzungen:

-als Spender oder Empfanger werden keine
GVOs verwendet

23
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Vom Gentechnikgesetz ausgenommen ist:

die Anwendung der
Gentechnik am
Menschen.

Aber:
beg
Arb
die

Die meisten
eitenden
eitsschritte wie z.B.

Herstellung,

Lagerung oder
Entsorgung von
therapeutischen GVOs
unterliegen dem
Gentechnikgesetz

Dr. Gerhard Mehrke
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Sicherheit in der Biotechnologie

Definition

Identifikation

Implementation

Inspektion

Schutzziele

Gefahrdung

SicherheitsmalRnahmen

Kontrolle

Dr. Gerhard Mehrke

Arbeitssicherheit
Umweltsicherheit
Produktsicherheit

Gefahrdungsgruppen der
biologischen Systeme:
Spenderorganismus,
Ubertragener Genabschnitt,
Empfangerorganismus

bauliche und technische
Sicherheitsmassnahmen
organisatorische

Sicherheitsmassnahmen

Checklisten
Kurzbericht und evtl.
Risikoermittlung
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Gefdhrdung: Gruppen von Organismen

Die Organismen werden in vier Gruppen eingeteilt. Mal3geblich ftr die
Einteilung ist das Risiko, das sie nach dem Stand der Wissenschatft
aufweisen,

d. h. die schadigenden Eigenschaften, insbesondere die Pathogenitat fur
Menschen, Tiere oder Pflanzen, und die Wahrscheinlichkeit, dass diese
Eigenschaften zur Wirkung kommen.

Die Gruppen werden wie folgt umschrieben:

Gruppe 1: Organismen, die kein oder ein vernachlassigbar
kleines Risiko aufweisen;

Gruppe 2: Organismen, die ein geringes Risiko aufweisen;
Gruppe 3: Organismen, die ein maldiges Risiko aufweisen;

Gruppe 4: Organismen, die ein hohes Risiko aufweisen.

26
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European Economic Community (DIRECTIVE
93/88/EEC, Oct, 1993)

(1) Group 1 biological agent means one that is unlikely to cause
human disease;

(2) Group 2 biological agent means one that can cause human
disease and might be a hazard to workers; it is unlikely to spread
to the community; there is usually effective prophylaxis or
treatment available;

(3) Group 3 biological agent means one that can cause severe
human disease and present a serious hazard to workers; it may
present a risk of spreading to the community, but there is usually
effective prophylaxis or treatment available;

(4) Group 4 biological agent means one that causes severe human
disease and is a serious hazard to workers; it may present a high
risk of spreading to the community; there is usually no effective
prophylaxis or treatment available.

27



http://wake24.de/uploads/pics/eu-flagge.jpg

Gefdhrdung: Klassen von Tatigkeiten

Systemen werden nach ihrem Risiko fur den
Menschen und die Umwelt in vier Klassen
eingetellt. Die Klassen werden wie folgt
umschrieben:

Klasse 1: Tatigkeit, bei der kein oder ein vernachlassigbar
kleines Risiko besteht;

Klasse 2: Tatigkeit, bei der ein geringes Risiko besteht;
Klasse 3: Tatigkeit, bei der ein maldiges Risiko besteht;
Klasse 4: Tatigkeit, bei der ein hohes Risiko besteht.
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Risikobewertung

Wer mit gentechnisch
veranderten oder
pathogenen Organismen N /

In geschlossenen S A~
Systemen umgeht, muss ‘ ‘
vorher die moglichen . ﬁ“’”
Schaden fiir den LG,
Menschen und die \mwvm
Umwelt, das Ausmal3 s

Wahrscheinlichkeit, mit SRSRNNURISRRR
der diese eintreten,

bewerten

(Risikobewertung).

der Schaden sowie die SRRARIGARRAR }ﬁ"“jﬁ“
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Zusammenhang Gefdhrdungsgruppe — allg.
Zielsetzung baulich/technischer
Sicherheitsmassnahmen

Biologisches System Labor/Anlage
Klasse Gefahrdungspotenzial Sicherheitsmassnahmen
1 vernachlassigbar Sorgfalt, Hygiene
2 gering Emissionen minimieren
3 mafig Emissionen verhindern
4 hoch Emissionen verhindern
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Biologische Sicherheitsmafnahmen

Biologische Sicherheitsmalinahmen nach den verschiedenen Gesichtspunkten:
« Arbeitssicherheit
* Umweltsicherheit
* Produktsicherheit
Umweltsicherheit: z.B.:

» thermophile Produktionsstamme

« auxotrophe Produktionsstamme

» Vektorsystem mit beschranktem Wirtsbereich (keine Schaukelvektoren!)
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Schaukelvektoren

Schaukelvektoren fur Hefe und E.-Coli
beispielsweise

enthalten zwei Startpunkte fur die DNA-
Replikation, von denen der eine in den
eukaryotischen Hefezellen und der
andere in den Prokaryotenzellen von E.-
Coli wirksam Ist.

Synonym: Shuttle-Vektor
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Die gentechnische .,Anlage”

rrrrrrrrrrrrrrrr
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Flr den Betrieb einer gentechnischen
Anlage werden benétigt:

ein definierter Betreiber
geeignete Raume
ein qualifizierter Projektleiter

ein Beauftragter fur die Biologische
Sicherheit

34
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Gentechnische Arbeiten diirfen nur in
gentechnischen Anlagen durchgefiihrt
werden.

Ausnahme: Freisetzungen

Verordnung uber die Sicherheitsstufen und "
Sicherheitsmal3inahmen bei gentechnischer
Arbeilten in gentechnischen Anlagen

GenTSV

— Gentechnik-Sicherheits-
verordnung
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A, -
N ‘&/’(’ Gentechnische Anlage
0N a iy

= Eine gentechnische Anlage ist eine Einrichtung, in der

gentechnische Arbeiten im geschlossenen System

w~durchgefuhrt werden. Die Begrenzung des Kontaktes der
verwendeten Organismen mit Mensch und Umwelt
erfolgt durch die Verwendung von - physikalischen
Schranken, ggdf. in Verbindung mit - chemischen
Schranken - oder einer Kombination von biologischen
und chemischen Schranken.

Physikalische Schranken:

z.B. bauliche Abtrennung Labor- bzw.

Produktionssicherheitsmaldinahmen
Chemische Schranken:

z.B. Inaktivierung durch Chemikalien
Biologische Schranken:

Verwendung von anerkannten

biologischen Sicherheitsmalinahme
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Unterschiede bei der Einstufung gentechnischer
Arbeiten im Produktionsbereich oder zu
Forschungszwecken

Im Gegensatz zu friher unterscheidet das neue Gentechnikgesetz
nicht mehr zwischen Arbeiten zu gewerblichen und zu
Forschungszwecken. Es wird aber unterschieden zwischen

Arbeiten im Produktionsbereich und
Arbeiten zu Forschungszwecken.

Typische Kriterien fur eine ,Produktionsarbeit”

* Vermehrung (nicht Herstellung) von GVOs oder Gewinnung von
Substanzen mit Hilfe von GVOs und

e grof3er Mal3stab und

« wiederkehrende, weitgehend gleiche Durchfiihrung,

* in weitgehend geschlossenen Apparaturen

P

0y,
Bei gentechnischen Arbeiten im Produktionsbereich sind zusatzlich aufzuzeichnen: M
1. Darstellung des Prinzips der Herstellung und Aufarbeitung, soweit zum Schutz der in § 1 Nr. 1 des ; \
Gentechnikgesetzes bezeichneten Rechtsguter erforderlich, einschlielich Beschreibung des durch die \ x
gentechnischen Arbeiten herzustellenden Erzeugnisses, \\\ &
2. die bei der Herstellung zu verwendenden Geréte, die zur laufenden Kontrolle wahrend der _ \

Herstellung (InprozeRkontrolle) zu verwendenden Verfahren und Gerate und
3. Anzahl der Ansétze einschlielflich der einzelnen Produktionsvolumina. —GHEEE SR 37
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Beispiele fiir das Gefdhrdungspotential
gentechnischer Arbeiten

S1: Kein Risiko
Backerhefe, E. coli K12, Bakteriophagen,
Baculoviren

S2: geringes Risiko
Staphylococcus aureus, Salmonella typhimurium,
Rhinovirus, Influenzakus Tollwutvirus

S3: maldiges Risiko (hohes individuelles, geringes
Verbreitungsrisiko)

Mycobacterium tuberculosis, Gelbfiebervirus, HIV,
Hepatitis-C-Virus

S4: hohes Risiko (hohes individuelles, hohes

Verbreitungsrisiko) G
Lassavirus, Marburgvirus, Pockenvirus, gdaul- uub
Maul- und Klauenseuche Virus
gnlauen[eudie.
Bre. :
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http://upload.wikimedia.org/wikipedia/commons/1/11/Maulklauenseuche.jpg

Gefdhrdungspotential & Eg\.»

Von zentraler Bedeutung flr die Zuordnung q\ ~O—)
einer gentechnischen Arbeit zu einer \fj
Sicherheitsstufe ist das Gefahrdungspotential \ /
ﬂer G\ﬁOs mit denen man umgeht, bzw. die man
erstellt.

Das Gefahrdungspotential ergibt sich:

- aus den Eigenschaften des Spenderorganismus bzw.
der verwendeten DNA

- aus den Eigenschaften des Vektors

- aus den gentechnischen Veranderungen der
verwendeten DNA (z.B. gezielte Mutagenese)

- aus den Eigenschaften des Empfangerorganismus

- aus neuen Eigenschaften, die sich aus der Kombination
von Spender und Empfangerergeben konnen
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Einstufungskriterien fiir Organismen

Wirtsbereich

Mindestinfektionsdosis A

natdrliche Virulenz el

Toxizitat fir Mensch und Umwelt =
Widerstandsfahigkeit Hepatitis B Virus

Kolonisierungskapazitat

Art der Ubertragung

Verfugbarkeit von Therapeutika/Impfstoffen
epidemiologische Situation

Beteiligung an Umweltprozessen

Fahigkeit zur Besiedelung der Umwelt AT R
Auswirkungen auf das Okosystem

40
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Wﬂ Ubertragene Nukleinsdure h%

Subgenomische Nukleinsaureabschnitte, die das
Gefahrdungspotential bestimmen

Bewertung immer gleich wie Spender

Andere subgenomische Nukleinsaureabschnitte
Bewertung evtl. niedriger als Spender

Dabel sind zu berucksichtigen:

1. Informationsgehalt

2. Reinheitsgrad

3. Gefahrdung durch Genprodukte
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Beispiel:

Kultivierung von E.coli (WT)
v

DNA Isolierung
v
Subklonierung eines DNA
Fragments in einen Vector
v

v

Transformation von
E.coli: DH5

Dr. Gerhard Mehrke
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Beispiel: Charakterisierung des T-Zellrezeptors
in HCV-infizierten Patienten

Spender Menschliches Material mit HCV- | Risikogruppe 3
Infektion (T-Lymphozyten aus Blut
mit HCV kontaminiert)

Empféanger E. coli K12 Risikogruppe 1
Vektor PCR 1000 (pBR 322-Derivat) Risikogruppe 1
GVO E.coli K12 mitT - Risikogruppe 1

Zellrezeptorsequenzen

Einstufung der Arbeit Sicherheitsstufe 1

Begriindung fiir die Eingruppierung des GVO und die Sicherheitseinstufung der gentechnischen Arbeit:
Mit Hilfe spezifischer PCR-Primer werden aus genomischer DNA rearrangierte T-Zellrezeptorsegmente
isoliert und sequenziert. Der Spenderorganismus ist zwar der Risikogruppe 3 zugeordnet, bei der
benutzten Methodik (genomische DNA, spezifische Primer) kann aber ausgeschlossen werden,
dass das HCV-Virus (RNA-Virus ohne reverse Transkriptase und somit ohne DNA-
Zwischenstufen) in infektiéser Form aus dem gentechnisch verédnderten Organismus entsteht.
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Expression des menschlichen p53 Gens in Hela-

Zellen mit

Hilfe eines amphotrophen Retrovirus

Spender

Mensch

Risikogruppe 1

Empféanger 1

E. coli K12

Risikogruppe 1

GVO 1

E. coli K12 mit Rekombinationsvektor mit
p53 Gen

Risikogruppe 1

Empfénger 2 = GVO 2

Rekombinationszelllinie

Risikogruppe 1

Rekombinationszelllinie mit

DLE Rekombinations-vektor mit p53 Gen RELCY e

GV04 Defektes Retrovirus mit p53 Gen Risikogruppe 2

Empféanger 3 HelLa Zellen Risikogruppe 1
HeLa Zellen unmittelbar nach der Infektion g

DS mit dem rekombinanten Retrovirus RELCUIERREE

GV05 Nach der ersten Passage Risikogruppe 1

Einstufung der Arbeit

S1und S2

Dr. Gerhard Mehrke
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124
OO
(o]

ﬁ Risikogruppe 3
Risikogruppe 3**

Einige Organismen der Risikogruppe 3 sind mit **
gekennzeichnet (sog. ,,3**-Organismen”).

Besonderheit hier: Diese biologischen
Arbeitsstoffe

sind nicht Gber den Luftweg Ubertragbar.
Das Infektionsrisiko fur die Beschéaftigten ist
begrenzt, ebenso die Ausbreitung.

Dr. Gerhard Mehrke
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Risikogruppe 3

Risikogruppe 3** - Beispiele

* Viren

— HI-Virus

— Hepatitis B-Virus

— Zentraleurop. Zeckenenzephalitisvirus
 TSE-Erreger (Prionen)

— BSE

— Creutzfeld-Jacob Erkrankung

46
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Gemeinsame Verwendung von bestimmten
Empfangerorganismen und Vektoren mit
gefahrenmindernden Eigenschaften

Empfangerorganismen:

* Wissenschaftliche Beschreibung und
taxonomische Einordnung

* Vermehrung nicht auf3erhalb gentechnischer
Anlagen

« Keine Eigenschaften, die Krankheiten
hervorrufen oder die Umwelt gefahrden

« geringer horizontaler Genaustausch

Biologische SicherheitsmaBnahme

Dr. Gerhard Mehrke



Biologische Sicherheitsmafinahme

Vektoren:

generell:

* ausreichende Charakterisierung der
Nukleinsauresequenz —

* begrenzte Wirtsspezifitat
beil Bakterien und Pilzen:

« kein eigenes Transfersystem
« geringe Cotransferrate

« geringe Mobilisierbarkeit
bel viralen Vektoren flr eukaryotlsche Zellen

« keine eigenstandige Infektiositat

« geringer Transfer durch endogene Helferviren

Dr. Gerhard Mehrke
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Biologische
Sicherheitsmafr
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Wichtige Begriffe:

Transfersystem =

Ein Satz von Genen (tra-Gene), der fur die Ubertragbarkeit
von Plasmiden von Zelle zu Zelle verantwortlich ist. Das
Transfersystem besteht aus Transfer- und
Mobilisierungsgenen (mob-Gene) und
Mobilisierungssequenzen.

Co- Transferrate / Mobilisierbarkeit

Ausmall der Einschleusung eines Plasmids ohne tra-Gene
In eine Zelle unter Vermittlung eines anderen Gens oder
Plasmids.
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Unterschiede bei der Einstufung
gentechnischer Arbeiten im
Produktionsbereich oder zu Forschungszwecken

Speziell bei der Einstufung in die Sicherheitsstufe 1 werden an die

Sicherheit der Organismen und der Vektoren im Produktionsbereich
deutlich hohere Anforderungen gestellt. Naheres regelt der 87
GenTSV

Beispiele:
Arbeiten zu Forschungszwecken

Gentechnische Arbeiten mit Mikroorganismen und Zellkulturen
zu Forschungszwecken sind der Sicherheitsstufe 1
zuzuordnen, wenn sie

die folgenden Voraussetzungen erflllen:
Die Empfangerorganismen sind
Organismen der Risikogruppe 1 nach 8§ 5 Abs. 1 Satz 1

Bei Arbeiten der Sicherheitsstufe 1 ist eine vorlaufige Bewertung
des vermutlichen Risikos des GVO ausreichend.
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Unterschiede bei der Einstufung
gentechnischer Arbeiten

Produktionsbereich:

Gentechnische Arbeiten mit Mikroorganismen und Zellkulturen im
Produktionsbereich sind der Sicherheitsstufe 1 zuzuordnen, wenn
sie folgende Voraussetzungen erflllen:

Die Empfangerorganismen sind

Organismen der Risikogruppe 1 nach § 5 Abs. 1 Satz 1 mit
experimentell erwiesener oder langer sicherer Verwendung oder mit
eingebauten biologischen Sicherheitsmalinahmen, die die
Uberlebens und Replikationsfahigkeit in der Umwelt begrenzen.

Bei Arbeiten ab der Sicherheitsstufe 1 ist eine vorlaufige Bewertung
des

vermutlichen Risikos des GVO nicht ausreichend.
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Gentechnische Arbeiten der Sicherheitsstufe
1 im Produktionsbereich

Die genannten Voraussetzungen bedeuten eine
hohere Anforderung an die Organismen und
Vektoren, als dies bei den Arbeiten zu
Forschungszwecken der Fall ist.

Die Voraussetzungen fur die Einstufung
gentechnischer Arbeiten im Produktionsbereich
In die Sicherheitsstufe 1 werden in jedem Fall
von den als biologische Sicherheitsmal3inahme
anerkannten Vektor/Empfanger-Systemen
erfullt.
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Biologisches Risiko und Sicherheitsbewertung
beim Umgang mit hoheren Organismen und
Zellkulturen

Sonderfalle

Arbeiten mit onkogener DNA

Als gefahrlich gelten:

1. Virale Onkogene und ihre zellularen Homologe

2. DNA-Sequenzen, die im Tierversuch Tumore erzeugen

3. DNA-Sequenzen, die in-vitro Saugerzellen transformieren, z.B.:
« Seguenzen, die eine Immortalisierung von Zellen hervorrufen

« Sequenzen, deren Genprodukte durch die Expression von
Wachstumsfaktoren, inren Rezeptoren oder Komponenten der
Signaltransduktion zu einer Deregulation des Zellwachstums fuhren.

* Nukleinsauren, die nach dem Einbringen in Zellen entweder zum
Verlust der Kontaktinhibition dieser Zellen oder sonst zur
Tumorgenitat dieser Zellen im Tierversuch flhren.
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Biologisches Risiko und Sicherheitsbewertung beim
Umgang mit hoheren Organismen und Zellkulturen

Sonderfalle
Arbeiten mit onkogener DNA

Arbeiten mit onkogener DNA sind grundséatzlich nach S1 einzustufen,
da vom GVO in der Regel keine Gefahr ausgeht (Arbeiten mit
nackter DNA fallen nicht unter das GenTG!).

Es ist aber erforderlich, dass eine biologische
SicherheitsmalRnahme angewendet wird.

Gemal einer Stellungnahme der ZKBS sollen bei diesen Arbeiten

aulRerdem besondere Sicherheitsmal3inahmen eingehalten werden.

Diese sollen den betreffenden Mitarbeitern zur Kenntnis gegeben
und den Betriebsanleitungen beigefligt werden.

Begrindung: ,Im Tierexperiment konnte fur eine Reihe von
Nukleinsauren mit onkogenem Potential gezeigt werden, dass
entweder nach dem Auftragen dieser Nukleinsauren auf die
verletzte Haut der Tiere oder nach Injektion solcher Nukleinsauren
unter die Haut sich Tumore entwickeln, die besonders auf die
Transformation von Endothelzellen zurtckzufthren sind.”

Dr. Gerhard Mehrke

o4



Arbeiten mit onkogener DNA

Empfehlungen fir den Personenschutz:

1. Bei Arbeiten mit Nukleinsauren mit dem o.g. Gefahrdungspotential sollen
Einmalhandschuhe getragen werden.

2. Der Gebrauch von scharfen, spitzen oder zerbrechlichen
Laborgegenstanden soll nach Mdéglichkeit vermieden werden.

3. Laborplatz und Laborgerate, die mit diesen Nukleinsauren in Berthrung
kommen, sollen nach Beendigung der Tatigkeit sorgfaltig gereinigt werden.

4. Laborabfalle, die solche Nukleinsduren enthalten, sollen durch
Autoklavieren oder chemisch denaturiert werden.

5. Personen mit erheblichen Hautverletzungen (offene Ekzeme, Wunden und
Infektionen) oder mit einer ausgepragten Verrucosis (Warzenausbildung)
sollten keine Arbeiten mit diesen Nukleinsauren durchfthren.

Es wird darauf hingewiesen, dass die Verwendung von chemischen oder
physikalischen kanzerogenen Faktoren bei gleichzeitigem Umgang mit
Nukleinsauren von Onkogenen ein erhohtes Risiko darstellen kann.
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Biologisches Risiko und Sicherheitsbewertung beim
Umgang mit héheren Organismen und Zellkulturen

Grundsatzlich sind gentechnische Arbeiten mit hGheren
Organismen und Zellkulturen in die Sicherheitsstufe 1
einzustufen, sofern durch die gentechnische Veranderung nicht
gezielt Organismen einer hdoheren Sicherheitsstufe entstehen.
Es gibt jedoch eine Reihe von Besonderheiten, die fur die
Praxis bedeutsam sind.

Typische S1-Arbeiten

1. Transfektion von Genen ohne Gefahrdungspotential in etablierte
Zelllinien, sofern die Zellen vor und nach der gentechnischen
Veranderung keine S2-Organismen abgeben (haufige
Sonderfalle: Epstein-Barr-Virus immortalisierte B-Zellen;
Herstellung rekombinanter Retroviren).

2. Einbringung von Genen ohne Gefahrdungspotential in die
Keimbahn von Mausen, sofern die Mause vor und nach der
gentechnischen Veranderung keine S2-Organismen abgeben
(maoglicher Sonderfall: Mause mit endogenen Retroviren).
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DNA -Immunisierung

Biologisches Risiko und Sicherheitsbewertung beim
Umgang mit hoheren Organismen und Zellkulturen

Gemal einer Stellungnahme der ZKBS gilt die DNA-
Immunisierung in der Regel nicht als gentechnische

Arbeit.
Annahme: Die injizierte DNA gelangt nicht in die Keimbahn.

Deshalb:

,Falls das Ziel der Arbeiten die stabile Integration der eingebrachten DNA in
Keimbahnzellen d. h. die Erzeugung transgener Tiere ist, so sind diese Arbeiten als
Verfahren der Veranderung genetischen Materials gemafl GenTG anzusehen.”

Des weiteren:

,Eine Prufung und Bewertung sicherheitsrelevanter Aspekte halt die ZKBS insbesondere
dann fur erforderlich, wenn in Tiere

Nukleinsaureabschnitte eingebracht werden, die in diesen Tieren die Entstehung neuer
Organismen (z.B. Viren) erwarten lassen.

Dieses kann besonders dann zutreffen, wenn virale oder bakterielle
Nukleinsdureabschnitte in solche Tiere eingebracht werden, die aufgrund von
Infektion oder genetischer Veranderung Mikroorganismen der Risikogruppe 2-4
abgeben, und wenn vollstandige Virusgenome eingebracht werden.

Diese Arbeiten sind ebenfalls als Verfahren der Veranderung genetischen Materials
gemal GenTG anzusehen.”
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Einbringung von mRNA

Gemal einer Stellungnahme der ZKBS qilt die Einbringung von mRNA
iIn hohere Organismen und etablierte Zellkulturen in der Regel nicht

als gentechnische Arbeit.

Begrindung:

,Bei eukaryoten mRNAs handelt es sich nicht um Erbgut. Nach
Injektion in das Zytoplasma von Xenopus-Oocyten oder
somatischen eukaryoten Zellen werden eukaryote mRNAs lediglich
translatiert; reverse Transkription von mRNAs und Integration in das
Genom erfolgen weder in Xenopus-Oocyten noch in somatischen
eukaryoten Zellen. Diese Arbeiten sind daher keine Verfahren der
Veranderung genetischen Materials.”

Aber:

,Diese Stellungnahme gilt nicht fur Arbeiten, die die Entstehung
gentechnisch veranderter Viren erwarten lassen wie die Injektion
rekombinanter Genome von RNA- Viren (z.B. von Picornaviren) in
somatische eukaryote Zellen, oder die Herstellung von
rekombinanten Semliki-Forest-Viren.”

58
Dr. Gerhard Mehrke



arm, l..
RN A -uw nsF1 | nsFE | nsFI | nsPe Qg T
L 4

Zur Expression grol3er Mengen

heterologer RNA und Proteine in v Trarsbiipon
eukaryoten Zellen werden |

zunehmend EXxpressionssysteme S

eingesetzt, die sich vom Semliki- e = =5

Forest-Virus (SFV) oder Sindbis : i
Virus (SIN) ableiten.

Beide Viren besitzen unter
Laborbedingungen ein breites
Wirtsspektrum. Sie kbnnen
kultivierte Sauger-, Vogel-, Reptilien-
sowie Insektenzellen infizieren und in
diesen replizieren.

Picornaviren bilden eine Virusfamilie, dessen Name sich ableitet von
pico (=klein) und RNA. Zu den Picornaviren zahlen Enteroviren
(verursachen u. a. Diarrhoe oder Meningitis), Rhinoviren
(Schnupfenerreger), Poliovirus und das Hepatitis-A-Virus.

ZKBS empfiehlt: S3 s
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Arbeiten mit primdaren Zellkulturen von Vertebraten

Begriffsbestimmung ,,primare Zellen* :

Als primére Zellen werden direkt aus’ rperﬂﬁss‘lg
oder aus Ko ergeweben ge e xplasit

vielzelligen ©Orgamisi t. Pritnare Z
sind in Kultu Oimmene p a. geZeflen bis zu
% =
o

ureh
ste%

Passage.
Problem:
Gefahrdungen durch Ze Ilku I é/nd I"ﬂOQlICh wenn die
2rn kontaminiert sind. Im

.« Kultur It Krankheltserrec

| I gut charakterisierten, etablierten
nen beim Umgang mit primaren Zellen =~ %
rganismen durch nicht bekannte '

Kontaminationen Risiken desUbertragung von
Krankheitserregern auf ichaftigten bestehen.

1k;




Zellkultur

Merke:
Zellen und Zelllinien werden als Spender- und Empfangerorganismen
In Risikogruppe 1 eingestuft, wenn sie keine Organismen einer

hoheren Risikogruppe abgeben.
Enthalten sie Organismen hoherer Risikogruppen, werden sie in die

Risikogruppe dieser Organismen eingestuft.

Konsequenz:
Wegen der besonderen Situation moglicher nicht bekannter _
Kontaminationen priméarer Zellen mit viralen Krankheitserregern ist

vorsorglich zu prifen, ob

der Spender frei von Krankheitssymptomen und/oder serologisch
negativ flr bestimmte Viren ist, um die grundsatzliche Einstufung in
Risikogruppe 1 flr den Einzelfall beizubehalten.
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Arbeiten mit primdren Zellkulturen von Vertebraten

Bei der Abschatzung des Gefahrdungspotentials primarer
Zellen ist es sinnvoll, zwischen Mensch, anderen Primaten,
Chiroptera und sonstigen Vertebraten zu unterscheiden.

Humane Zellen

Primare Zellen aus klinisch unauffalligen Spendern sind in die Risikogruppe 1
einzuordnen, wenn durch immunologische Tests die Seronegativitat des Spenders fur
HIV, HBV und HCV nachgewiesen ist oder durch andere Verfahren gezeigt ist, dass
die Zellen frei von diesen Viren sind. Im Einzelfall, wenn ein begrindeter Verdacht
auf das Vorhandensein eines bestimmten Virus einer hoheren Risikogruppe in den zu
verwendenden Zellen besteht, ist das primare Gewebe auf Abwesenheit dieses Virus

zu Uberprufen.

Sind Spender oder Zellen nicht auf Abwesenheit der 0.g. Viren Uberprift, so sind die
primaren Zellen - in Anlehnung an die Erfahrung bei der Handhabung diagnostischer
Proben in der Medizin grundséatzlich der Risikogruppe 2, bei der Verwendung als
Spenderorganismen ggf. der Risikogruppe 1 zuzuordnen.

Stammen primare Zellen aus Gewebe oder Korperflissigkeiten, bei denen aufgrund von
Erkrankungen des Spenders bzw. aufgrund der Art des erkrankten Gewebes eine
Abgabe viraler Erreger zu erwarten ist, erfolgt eine Einstufung des Materials
entsprechend der Risikogruppe des Virus. Als Beispiel wird hier das Burkitt-Lymphom
genannt, bei Patienten mit solchen Tumoren enthélt Blut und lymphoides Gewebe
(Knochenmark, Thymus, Milz, Lymphknoten) Epstein-Barr-Viren (EBV).
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Nicht-Humane Primatenzellen

Zellmaterial, das Primaten aus kontrollierten
Zuchten entnommen wird, ist aufgrund der
weiten Verbreitung Interspezies-
Ubertragbarer Viren der Risikogruppe 2
zuzuordnen.

Fur Zellmaterial von Primaten aus
Wildfangen ist eine auf den Einzelfall
bezogene Risikoabschatzung vorzunehmen,
wobel mindestens von einer Zuordnung in
die Risikogruppe 2 auszugehen ist.
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Vertebratenzellen (auer Primaten)

Primare Zellen von Chiroptera, die nicht auf die Abwesenheit von
Rabies-Viren getestet sind, werden der Risikogruppe 2
zugeordnet. (In Flederméausen, die keine Krankheitssymptome
zeigen, kann sich das humanpathogene Tollwut-Virus finden.)

Primare Zellen aus Chiroptera, die nachweislich frei von Rabies-Viren
sind, sowie andere primare Zellen aus Vertebraten (aul3er Primaten)
sind in die Risikogruppe 1 einzuordnen, wenn die Tiere keine
Krankheitssymptome zeigen. Diese Zuordnung gilt fUr Tiere aus
veterinarmedizinisch tberpruften Bestanden.

Im Einzelfall, wenn auch bei einem gesund erscheinenden Spender ein
begrundeter Verdacht auf das Vorliegen viraler Zoonose-Erreger im
primaren Gewebe besteht, erfolgt eine Einstufung entsprechend der
Risikogruppe des Erregers

Wenn primare Zellen verwendet werden, die aus Geweben oder
Korperflissigkeiten stammen, bei denen aufgrund von
offensichtlichen Erkrankungen des Spenders bzw. aufgrund der Art
des erkrankten Gewebes eine Abgabe von humanpathogenen
viralen Erregern zu erwarten ist, sind ebenfalls
Sicherheitsmallnhahmen entsprechend der Risikogruppe des

Krankheitserregers zu treffen. Y
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Einstufung der gentechnischen Arbeiten

Werden primare Zellen als Empfangerorganismen verwendet, so sind die
gentechnischen Arbeiten in die Sicherheitsstufe einzustufen, die der
Risikogruppe der primaren Zellen entspricht, sofern die tiberfuhrten
Nukleinsauren soweit charakterisiert sind, dass die gentechnisch
veranderten Organismen nach einer vorlauflgen Sicherheitsbewertung nach
8 5 GenTSV das Gefahrdungspotential der verwendeten primaren Zellen
nicht Gberschreiten.

Bei der Verwendung priméarer Zellen als Spenderorganismen ist fur die
Sicherheitseinstufung entscheidend, welche Arbeiten durchgefiihrt werden
und um welche Zellen es sich handelt.

Bei der Erstellung einer Genbank werden primare Zellen, bei denen ein
begrindeter Verdacht auf die Infektion mit einem Virus besteht, der
Risikogruppe des erwarteten Virus zugeordnet.

Primare humane Zellen von klinisch unauffalligen Personen sind dagegen in
die Risikogruppe 1 einzuordnen, wenn durch immunologische Tests die
Seronegativitat der Spenderperson fur HIV, HBV und HCV nachgewiesen
ist oder durch andere Verfahren gezeigt ist, dass die Zellen frei von diesen
Viren sind (nur gefordert fur primare humane Hepatozyten oder priméare
humane Zellen des hamotopoetischen Systems). Andere primare humane
Zellen, primare Zellen von Chiroptera, die nachweislich keine Rabies-Viren
enthalten sowie andere primare Vertebratenzellen (auf3er nichthumane
Primaten) sind der Risikogruppe 1 zuzuordnen.
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Baulich/technische
Sicherheitsmassnahmen

Betrachtete Aspekte:

Bauausfiihrung:
Luftfihrung:

Abfallbehandlung:

Technische Apparaturen:

Emissionswege:

Abluft

Abwasser

feste Abfalle

Personal

Dichtigkeit, Offnungen, Sterilisierbarkeit, Kennzeichnung
Be- und Entliftung, Abluftbehandiung
Lagerung, Inaktivierung

Ausfuhrung und Einsatz, konstruktive Mafinahmen, Vermeidung
von Aerosol- und Staubbildung, Auffangvorrichtungen

66
Dr. Gerhard Mehrke



Einfluss der gesetzlichen Bestimmungen auf

die Auslegung einer Anlage

Sicherheitsmallhahmen

Sicherheitsstufe

1 2 3
Nr. Gebaude
1 Arbeitsbereich abgetrennt - i i
2 Kennzeichnung + i i
3 Arbei_tsb_ereich so abgedichtet, dass Begasung I N N
maoglich ist
4 Warnzeichen ,Biogefahrdung* - + +
S Zugang zum Arbeitsbereich eingeschrankt - o &
5 Sichtfenster oder andere Vorri_chtung zur ] N
Beobachtung des Arbeitsbereichs (1)
7 Atmospharischer Unterdruck des Arbeitsbereichs - +
8 Zu- und Abluft zum Arbeitsbereich HEPA-gefiltert - + Abluft
Mikroorganismen mussen in einem primaren
9 geschlossenen System gehalten werden, das den ] N N

Prozess physikalisch vom Ubrigen System
abgetrennt

(1) Regelungen entsprechend der Arbeitsschutzverordnungen ev. strenger

b [
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Rechtssystematik - welche Gesetze sind zu
beachten?

,.Natiirliche biol. Arbeitsstoffe* GVOs

TRBA: Technische Regeln fiir Biologische Arbeitsstoffe
IfSG: Infektions-Schutz-Gesetz

Dr. Gerhard Mehrke
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Bau und Ausstattung von S1-Laboratorien

Anhang Il A. Ziffer I Nr.2 GenTSV /8§ 9 Abs. 3 GenTSV:

Die Arbeiten sollen in abgegrenzten

und ausreichend grol3en Raumen bzw. Bereichen
durchgefuhrt werden.

In Abhangigkeit von der Tatigkeit ist eine ausreichende
Arbeitsflache fur jeden Mitarbeiter zu gewahrleisten.

Dr. Gerhard Mehrke
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Sicherheitsstufe 1

Allgemeiner Laborstandard.

Kennzeichnung des Laboratoriums als
Gentechnik-Arbeitsbereich S1.

Wand-. Decken- und Bodenflachenbestandigkeit
gegenuber den verwendeten Sauren und
Laugen sowie der eingesetzten Reinigungs- und
Desinfektionsmitten ist zu prufen.

Mindestens ein Waschbecken mit Augendusche
muss vorhanden sein.
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Sicherheitsstufe 1

Organisatorisch

- Betriebsanweisungen

- Unterweisung der Beschaftigten

- GMT (=gute mikrobiologische Technik)
- Identitat der Organismen regelmaliig prufen

- Kennzeichnung gentechnischer
Sicherheitsbereich

- Hautschutzplan

Personenbezogen
- Laborkittel oder andere Schutzkleidung 7
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'”b Sicherheitsstufe 2
e

Kennzeichnung des Laboratoriums mit dem Symbol
,2Biogefahrdung®. Zugangsbeschrankung.

Daruber hinaus sind die Fenster sind wahrend der Arbeit
permanent geschlossen zu halten.

An den Handwaschbecken zur Personenreinigung missen
Desinfektionsmadglichkeiten und Einmalhandttcher in
Direktspendern vorhanden sein.

Sicherheitswerkbanke der Klasse 2 missen vorhanden
sein, diese Reinraumgeréate bieten Versuchs-, Personen-

und Umgebungsschutz.

Alle Oberfachen missen leicht zu reinigen und
dekontaminieren sein. Sie miussen wasserundurchlassig
sein und ihre Widerstandsfahigkeit gegeniber den
verwendeten Sauren und Laugen ist zu prifen.
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Schema: Labor Sicherheitsstufe 1/2

51

Fenster
wahrend

geschlossen

Sicherheitswerkbank
Klasse | oder I

Genlabor
kontaminierter *
Abfall
Taren
kontaminiertes geschlossen
Abwasser haltent| .~
1 Wasch-
becken |\
v
Inaktivierungseinrichtung Abwasser
(alternativ auBerhalb der Abfall
Anlage) >
Ausnahme: l:_ - - Autoklav
§ 13 Abs. 2 GenTSV (alternativ
im Gebaude
vorhanden)
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Schema: Labor Sicherheitsstufe 2/3

Fenster wahrend
Arbeit goachiossen (S2)

Auswahl von baulich-lechnischen Massnahmen f0r die AusrOstung von Labora-
forien dar Sicherheltssiufen 2 und 3 2ur Reduktion baw, der Verhinderung des
Ausiritts des biclogischen Systems. Die grau unterlegten Elemente beziehen
sich auf die in Klammen angegebenen Sicherhedssiufen,
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Sicherheitsstufen

Dr. Gerhard Mehrke
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Sicherheitsstufe 3

Bei der Sicherheitsstufe 3 sind die Fenster generell ver- und abgeschlossen. Die
raumliche Abgrenzung des Laboratoriums und des Sicherheitsbereiches ist
erforderlich.

Innerhalb der Schleuse ist ein Handwaschbecken mit beriihrungsloser Steuerung zu
installieren. Die Schleusentiren sind gegenseitig zu verriegeln.

Zum Einbringen grofl3erer Gegenstande kann eine (sonst verschlossene) Labortir
vorhanden sein. Diese Labortdr ist mit einem von innen entriegelbaren
Panikverschluss zu verriegeln.

Abluftleitungen mussen durch Hochleistungs-Schwebstoff-Filter geftihrt werden.

Es ist ein permanenter Unterdruck von mindestens 30 Pa aufrecht zu halten und zu
uberwachen. Bei Unterschreitung muss ein Alarm erzeugt werden.

Arbeiten mit infiziertem Material missen in einer Sicherheitswerkbank, oder einem
geeigneten (Isolier-) Raum ausgefiuhrt werden.

Nicht nur die Arbeitsflachen, auch die Béden mussen leicht zu reinigen und
dekontaminieren sein, sie mussen wasserundurchlassig sein und ihre
Widerstandsfahigkeit gegentber den verwendeten Sauren und Laugen ist sicher zu
stellen.

Der Bodenbelag sollte mit einer Hohlkehle tGibergangslos an die Wand anschliel3en,
Einrichtungselemente sind komplett zum Boden, Wand und Decke hin abzudichten,
so dass keine undefinierten Hohlraume entstehen.

Im S3-Labor ist fir ausreichend Sterilisierkapazitat zu sorgen.
Das Abwasser ist zu sterilisieren.
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Abwasser- und Abluftbehandlung

TITI L K GO, SRR st
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Abb, 5.9: Abluftkonzept 1Or aine biotechnologische Anlage.
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S3/L3 Laborbereich

Technik- und Kulturraum

vmk'leidebereich

(]
o
=
o
oo
(@]
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S3 Laborbereich

FRAUNHOFER-INSTITUT FUR BIOMEDIZINISCHE TECHNIK IBMT
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Sicherheitsstufe 4

Bei der Sicherheitsstufe 4 muss ein eindeutig abgetrennter Bereich geschaffen
werden, am besten ein gesondertes Gebaude.

Die Fenster sind generell bruchsicher, ver- und abgeschossen, sowie abgedichtet.

Schleuse, Dusche, Desinfektionsmadglichkeit und Waschbecken missen in/vor
jedem Raum vorhanden sein.

Der Arbeitsplatz muss zu Dekontaminationszwecken hermetisch abzuriegeln sein.
Eine eigene und separate Luftungsanlage ist erforderlich und diese ist an die
Notstromversorgung anzuschliel3en.

Zuluftleitungen mussen durch Hochleistungs-Schwebstoff-Filter geftihrt werden.

Abluftleitungen mussen zweistufig durch Hochleistungs-Schwebstoff-Filter gefuhrt
werden.

Ein Beobachtungsfenster ist zu installieren.
Es ist ein permanenter, abgestufter Unterdruck aufrecht zu halten.

Nicht nur die Arbeitsflachen und Boden, auch alle exponierten Flachen missen
leicht zu reinigen und dekontaminieren sein, sie mussen ebenfalls
wasserundurchlassig sein und ihre Wlderstandsfahlgkelt gegeniber den
verwendeten Sauren und Laugen ist sicher zu stellen.

Zur Sterilisation ist ein Durchreiche-Autoklav im Grenzbereich erforderlich.
Generell gelten alle Anforderungen der jeweils niedrigeren Sicherheitsstufe.
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Hochsicherheitslabor - BSL-4-Labor.

Hochste Sicherheitsstufe in Marburg: Das
bundesweit modernste
Hochsicherheitslabor (BSL 4) hat am
5.12.2007 an der Philipps-Universitat
seine Arbeit aufgenommen.

Nur in Biologielaboren mit der
Bezeichnung

BSL 4 durfen gentechnisch veranderte
tddliche und hoch ansteckende Viren
untersucht werden.

Labors mit dem S4 Sicherheitsstandard gibt
es in Deutschland in:

Hamburg Bernhard-Nocht-Institut
fur Tropenmedizin (BNI)

Insel Riems Friedrich-Loeffler-Institut
(Inbetriebnahme 2010)

Marburg Philipps-Universitat
Marburg

Berlin Robert Koch-Institut

(Inbetriebnahme 2011)
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Gentechnische Anlagen

Spatestens 6 Wochen vor der geplanten Inbetriebnahme
gentechnischer Anlagen hat dies der Betreiber unter
Beachtung der besonderen Regelungen und

Absprachen der Genehmigungsbehorde anzuzeigen.
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8§ 14 GenTSV: Verantwortlichkeiten des
Projektleiters

Der Projektleiter fuhrt die unmittelbare Planung, Leitung oder Beaufsichtigung der gentechnischen
Arbeit oder der Freisetzung durch.

Er ist verantwortlich:

1. fur die Beachtung der Schutzvorschriften der 88 8 bis 13 sowie der seuchen-, tierseuchen-,
tierschutz-, artenschutz- und pflanzenschutzrechtlichen Vorschriften,

2a. dafir, dass die gentechnische Arbeit erst begonnen wird, wenn die Frist gemal 8 8 Abs. 2 in
Verbindung mit 8 12 Abs. 5, 8 9 Abs. 2 in Verbindung mit 8 12 Abs. 5 des Gentechnikgesetzes
abgelaufen ist oder die Zustimmung nach § 12 Abs. 5 des Gentechnikgesetzes oder die
Genehmigung nach 8§ 8 Abs. 1 Satz 2, Abs. 2 Satz 2 oder Abs. 3 oder 4, 8 9 Abs. 2 Satz 2 oder
Abs. 3 oder 4 des Gentechnikgesetzes vollziehbar ist,

2b. dafir, dass die Freisetzung erst begonnen wird, wenn die Genehmigung nach 8 14 Abs. 1 Nr. 1
Gentechnikgesetz vollziehbar ist,

3. fur die Umsetzung von behoérdlichen Auflagen und Anordnungen,

4. fur die ausreichende Qualifikation und Einweisung der Beschaftigten,

5. fur die Durchfiihrung der Unterweisungen flir die Beschéaftigten gemald § 12 Abs. 3 sowie die
Veranlassung der arbeitsmedizinischen Vorsorgeuntersuchungen und jeweils deren
Protokollierung sowie die Protokollierung der eventuell auftretenden Unfalle,

6. fur die ausfihrliche Unterrichtung des Beauftragten oder des Ausschusses fur die Biologische
Sicherheit Uber die gentechnischen Arbeiten und die nach den 88 8 bis 13 notwendigen
Vorkehrungen oder Uber die Freisetzung,

7. dafuir, dass bei Gefahr fur die in 8 1 Nr. 1 Gentechnikgesetz genannten Rechtsgiter geeignete
Mal3nahmen zur Abwehr dieser Gefahr unverztglich getroffen werden,

8. dafiir, dem Betreiber unverziglich jedes Vorkommnis anzuzeigen, das nicht dem erwarteten Verlauf
der gentechnischen Arbeit oder der Freisetzung entspricht und bei dem der Verdacht einer
Gefahrdung der in 8 1 Nr. 1 Gentechnikgesetz bezeichneten Rechtsguter besteht,

9. dafir, dass bei Freisetzungen eine sachkundige Person regelmafiig anwesend und grundsatzlich
verflugbar ist.
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GenTAufzV - Gentechnik-
Aufzeichnungsverordnung
Verordnung lber Aufzeichnungen bei
gentechnischen Arbeiten und bei
Freisetzungen

Vom 4. November 1996
§ 1 Anwendungsbereich

Wer gentechnische Arbeiten oder
Freisetzungen durchfthrt, hat nach
Mal3dgabe dieser Verordnung
Aufzeichnungen zu fahren,
aufzubewahren und der zustandigen
Behorde auf ihr Ersuchen vorzulegen.
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Gentechnik in den Bundesldandern -
Gentechnische Anlagen

Zustandig fur Anmeldungen und Genehmigungen gentechnischer Anlagen
in Deutschland sind die Bundeslander. 828 des Gentechnikgesetzes
regelt, dass die Behorden der Bundeslander das BVL uber die im Vollzug
des Gesetzes getroffenen Entscheidungen unterrichten.

Angezeigte, angemeldete oder genehmigte gentechnische Anlagen

in Deutschland (Stand: Dezember 2012)

Stufe Anzahl
51 4525
52 1450
53 99
S4 4*

4*: Von den vier genehmigten gentechnischen Anlagen mit Sicherheitsmalinahmen
der Stufe 4 ist eine Anlage in Betrieb und bei einer Anlage 15t der Betrieb

genehmigt. Fir die beiden anderen Anlagen wurde die Errichtung genehmigt.
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Gentechnische Anlagen

Gentechnische Anlagen
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http://www.bvl.bund.de/cln_007/nn_494450/DE/Home/homepage__node.html__nnn=true

Zentrale Kommission fur Biologische Sicherheit

Vektor—und Zelllinienliste
Mit Hilfe von Vektoren konnen beliebige, auch

artfremde, DNA-Abschnitte in
Mikroorganismen, Zelllinien und héhere
Lebewesen transportiert werden. Sie sind ein
wichtiges Hilfsmittel fir Gentechniker.

Fur die im Folgenden aufgeflihrten Vektoren
und Zelllinien sind bei der ZKBS und der
Geschaftsstelle ausreichend Informationen
vorhanden.

Die nachfolgenden Listen sind als
Informationsquellen fir Projektleiter und
Genehmigungsbehorden gedacht.

Bei einem Antrag auf Sicherheitsseinstufung ist
es entbehrlich, der ZKBS detaillierte Angaben
zu diesen Vektoren und Zelllinien, wie z.B. in
Form ausgefullter Formblatter, vorzulegen. Es
ist flr die ZKBS hinreichend, wenn diese
Vektoren und Zelllinien in der
Projektbeschreibung benannt werden.

Dr. Gerhard Mehrke

Links und Dokumente:

*TransGen: Informationen rund um
die Gentechnik durch die
Verbraucherinitiative e.V.
*Biosicherheit.de: Informationen
zur biologischen
Sicherheitsforschung — gefordert
durch das Bundesministerium fur
Bildung und Forschung

*OECD - Biotrack: Informationen
zur internationalen Gentechnik-
Regelungen
(Englisch/Franzdsisch)
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$ Bundesamt fir
Ly o Verbraucherschutz und

wemsanet Thtigkeitsberichte der ZKBS féﬁ.

2011: Auszug:

Tabelle 2 Angezeigte, angemeldete oder genshmigte gentechnische Anlagen
in Deutschland (Stand: Dezember 2011)

Betreiber Stufe Anzahl
offentlich-rechtlich 51 3609
affentlich-rechtlich 52 1282
affentlich-rechtlich 53 93
affentlich-rechtlich 54 4*
privatrechtlich 1 908
privatrechtich 52 204
privatrechtlich 53 12

Angezeigte, angemeldete oder genehmigte gentechnische Anlagen in Deutschland (Stand: Dezember 2011)

*Von den vier genehmigten gentechnischen Anlagen mit Sicherheitsmaflinahmen der Stufe 4 ist eine Anlage in Betrieb
und bei einer Anlage ist der Betrieb genehmigt. Fir die beiden anderen Anlagen wurde die Errichtung genehmigt.
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» Transport Anlagen und
gentechnisch Anzeige der Erweiterung einer Anlage flr gentechnische Arbeiten der Sicherheitsstufe 1 Arbeiten
veranderter & laufenden Betrieb®
Organismen ®] Word-Version (176 KB) gentechnischer

; Anlagen
» Freisetzung B pPDF-Version (49 KB) g
» Rachtiiche = Aufzeichnung von

. : . . . : ; gentechnischen
Regelungen Anzeige einer weiteren gentechnischen Arbeit der Sicherheitsstufe 2 Arbaton
» Statiatik S : >
& Internet | Geschtitzter Modus: Aktiv o v R125% ~

www.rp-tuebingen.de/serviet/PB/menu/1117134/index.html

91
Dr. Gerhard Mehrke




Informationen der Ldnder

@ www.stmuv.bayern.de/umwelt/gentechnik/sicherheit/massnahmen.htm Tv Q| * gentechnik sicherheit
9'5 INIg > Startseite Sitemap Kontakt Impressum Datenschutz
A % Bayerisches Staatsministerium fiir }7‘, 8
@ = {i
w ; Umwelt und Verbraucherschutz
-
. .

/@
1y ERWN g MINISTERIUM PRESSE UMWELT VERBRAUCHERSCHUTZ AKTIONEN SERVICE

Abfall Boden Gentechnik Klima Larm Luft Nachhaltigkeit Natur Reaktorsicherheit Strahlenschutz Umwelt & Wirtschat Wasser

Startseite >> Umwelt >> Gentechnik »»> Sicherheit [ € Vorlesen®  Suchbegriff =

SicherheitsmaRnahmen fur gentechnische
Arbeiten in gentechnischen Anlagen

Themenibersicht GENTECHNIK

Grundlagen der Gentechnik RS

Anforderungen an den Sicherheitsstandard fir die Errichtung und ;'
den Betrieb von gentechnischen Anlagen sind in der Gentechnik-

Sicherheitsverordnung definiert. Gentechnik in Bayern

Die Anwendung von spezifischen EinschlieBungsmalinahmen
begrenzt den Kontakt der verwendeten gentechnisch veranderten
Organismen mit Mensch und Umwelt und gewahrleistet ein dem *
Gefahrdungspotenzial angemessenes Sicherheitsniveau.

Sicherheit und Uberwachung

Aufwand und Durchfihrung der Sicherheitsmafnahmen hangen von der Sicherheitsstufe der e Ubers&cht‘ , . e
jeweiligen gentechnischen Arbeit ab. o Gentgchmsche /ibeitert Und gertechiischie
Anlagen

Grundsatzlich kénnen Sicherheitsmalinahmen technischer, organisatorischer, den Arbeitsschutz = Sicherheitsstufen fiir gentechnische Arbeiten
betreffender und biologischer Art sein. Die ersten drei Kategorien zahlen zu den traditionellen in gentechnischen Anlagen
Sicherheitsmalinahmen. « Einstufung gentechnischer Arbeiten in
Technische SicherheitsmaRnahmen Sicherheitsstufen

« Zentrale Kommission fiir die Biologische
_...richten sich gegen ein unkontrolliertes Entweichen von gentechnisch veranderten Organismen Sicherheit

und sorgen fiir eine Verringerung des Risikos beim Umgang mit gentechnisch veranderten

: : » Sicherheitsmafnahmen fiir gentechnische
Organismen am Arbeitsplatz:

Arheiten in_nentechnischen Anlanen

www.stmuv.bayern.de/umwelt/gentechnik/sicherheit/massnahmen.htm
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Akzeptanz von Gentechnik

Anteil der Deutschen, die folgenden Argumenten gegen die Gentechnik zustimmen

Von der Gentechnik gehen
unkalkulierbare Auswirkungen
auf die Natur aus

81%

Genfood sollte man grund-
sdtzlich ablehnen

Yon der Gentechnik gehen
gesundheitliche Cefahren
aus

Jeder Eingriff in die naturliche
Schopfung sollte aus ehtischen
Criunden abgelehnt werden

0% 10% 20% 30% 40% 50% 0% 70% 80% 905

Anteil der Befragten

Weitere Informationen: Quellen:
Deutschland; Forsa; 1.005 Befragte; ab 18 |ahre Bundesverband deutscher Banken; Slow Food Deutschland
© Statista 2014
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Alternative (molekulargenetische)
Techniken in der Pflanzenziichtung

Tilling (, Targeting Induced Local Lesions In
Genomes”) basiert im Grunde auf einer
schon lange verwendeten Methode: Der
Mutagenese . Die Pflanzen werden mit
chemischen Substanzen oder
Rontgenstrahlen behandelt, die im Erbgut
ungerichtet Punktmutationen erzeugen. Das
Neue beim Tilling ist lediglich die
Verknipfung mit einem DNA -Analyse-
Verfahren, mit denen aus tausenden von
mutagenisierten Pflanzen diejenigen
herausgesucht werden, die Mutationen in
einem gewlinschten Gen aufweisen. Solche
Mutationen kdnnen z.B. dazu fuhren, dass
das entsprechende Gen ausgeschaltet wird.

- Keine GVOs

Dr. Gerhard Mehrke

Bei Smart Breeding (,Selection
with Markers and Advanced
Reproductive Technologies”) wird
das flr eine bestimmte Eigenschaft
verantwortliche Gen mittels
molekularbiologischer Verfahren
(DNA-Sequenzierung, PCR)
identifiziert. Die Nachkommen
einer Kreuzung konnen dann, noch
bevor das eigentliche Merkmal am
auBeren Erscheinungsbild zu
erkennen ist, auf das
Vorhandensein der eingekreuzten
Gene untersucht werden. Nur die
Organismen, die das gewtinschte
Gen enthalten, werden

weiterkultiviert. Sy



MaBnahmen

Mehr Detalls und neueste Vorschriften nach
GenTSV

In den folgenden Fachvortragen.
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