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Gentechnisch verdnderte Lebensmittel
sind Lebensmittel, die aus gentech-
nisch veranderten Organismen (GVO;
Pflanzen, Tieren, Pilzen oder Mikroor-
ganismen), hergestellt werden, daraus
bestehen oder diese enthalten. Anders
als Lebensmittel aus konventionellen Or-
ganismen, deren Verzehr aus Erfahrung
als sicher gilt, diirfen sie in der Europi-
ischen Union (EU) und vielen anderen
Lindern erst auf den Markt gebracht
werden, wenn die Organismen, aus
denen sie hergestellt wurden, ein Zulas-
sungsverfahren mit Sicherheitspriifung
durchlaufen haben. In der EU ist das
Inverkehrbringen von GVO und daraus
hergestellter Lebens- und Futtermittel
durch die Verordnung (EG) 1829/2003
und die Freisetzung bzw. der Anbau
von gentechnisch verindertem Saatgut
durch die Richtlinie 2001/18/EG gere-
gelt [1, 2]. In diesem Rahmen hatte das
wissenschaftliche Gremium fiir gentech-
nisch verdnderte Organismen (GMO-
Panel) der European Food Safety Aut-
hority (EFSA) im Jahr 2011 die aktuell
giiltige Leitlinie zur Risikobewertung
von Lebens- und Futtermitteln aus gen-
technisch verdnderten (GV) Pflanzen
veroffentlicht, in welcher auch die An-
forderungen an die Bewertung der Aller-
genitit dieser Produkte beschrieben sind
[3]. Ein Jahr zuvor hatte das Gremium in
einer wissenschaftlichen Stellungnahme
Aspekte von Lebensmittelallergien und
Lebensmittelallergenen, die fiir die Be-
wertung von gentechnisch veridnderten
Lebensmitteln eine Rolle spielen kon-
nen, diskutiert und einen umfassenden
Uberblick iiber dafiir geeignete wis-
senschaftliche Methoden gegeben bzw.
deren Grenzen aufgezeigt [4].
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Zurzeit werden die Leitlinien zur
Bewertung der Allergenitit von GVO
und daraus hergestellten Produkten von
einer Expertengruppe des GMO-Panels
erneut {iberarbeitet, um die Bewertungs-
strategien neuesten wissenschaftlichen
Anforderungen anzupassen. Gleichzeitig
etabliert die EFSA neue Strategien zur
Einbindung von Interessengruppen in
den Bearbeitungsprozess, um eine mog-
lichst grole Offenheit und Transparenz
zu gewdhrleisten. Das GMO-Panel der
EFSA hatin diesem Zusammenhang eine
Pilot-Fokus-Gruppe von Vertretern aus
EU-Mitgliedsstaaten und verschiedenen
Interessengruppen eingerichtet, die die
Aktualisierung der Leitlinien begleiten
soll. Im Rahmen dieses Projekts fand am
17.Juni 2015 in Briissel ein ,Workshop on
allergenicity assessment of GM plants®
statt, auf dem neue Entwicklungen in
der Methodik der Allergenititsbewer-
tung gentechnisch verdnderter Pflan-
zen und der von ihnen exprimierten
Fremdproteine vorgestellt und diskutiert
wurden. Da erst vor drei Jahren, kurz
nach Verabschiedung der heute noch
giiltigen Leitlinie des GMO-Panels der
EFSA, im Bundesgesundheitsblatt eine
umfassende Darstellung der Allergeni-
tatsbewertung gentechnisch verdnderter
Pflanzen und der in jhnen enthaltenen
rekombinanten Proteine erschien [5],
sollen an dieser Stelle vor allem das
Bewertungsverfahren rekapituliert und
im gegenwirtigen Aktualisierungspro-
zess nach sich abzeichnenden neuen
Entwicklungen gesucht werden.

Sicherheitsbewertung
gentechnisch veranderter
Pflanzen

GV-Pflanzen unterscheiden sich von
ihren konventionellen Vorldufern meist
durch die Expression rekombinanter
Proteine, die von Desoxyribonukle-
insdure(DNA)-Sequenzen abgelesen
werden, die in vitro aus dem Erbgut
unterschiedlicher Organismen mithilfe
gentechnischer Methoden konstruiert
wurden. Auch wenn im Einzelfall Pro-
teine nicht neu exprimiert, sondern
manche Proteine auch in ihrer Expres-
sion unterdriickt werden, besteht das
dafiir notwendige Konstrukt in der Re-
gel aus rekombinanter DNA. Da das
gentechnische Konstrukt in das Erbgut
von Pflanzen eingebettet ist, deren si-
chere Verwendung als Lebensmittel auf
historischer Erfahrung beruht, folgt die
Sicherheitsbewertung von GV-Pflanzen
einem Konzept, das auf dem Vergleich
der GV-Pflanze mit jhrer unmittelbaren
Elternlinie bzw. einer genetisch sehr
nahe verwandten Linie derselben Art
- einer sogenannten nah-isogenen Ver-
gleichslinie — beruht (Konzept der sub-
stanziellen Aquivalenz) [6]. Dabei wird
zundchst auf der Basis molekularbiolo-
gischer und bioinformatischer Analysen
des Integrationsortes des rekombinan-
ten Konstruktes in das Pflanzengenom
kombiniert mit einer umfangreichen
Inhaltsstoffanalyse festgestellt, ob die
Zusammensetzung der GV-Pflanze un-
ter Beriicksichtigung der biologischen
Variabilitit der konventionellen Ver-
gleichslinie (bis auf die beabsichtigte
Verinderung) vergleichbar ist, oder ob
sich unbeabsichtigte Verdnderungen in
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Tab. 1

Ubersicht iiber die in der EU zur Herstellung von Lebens- und Futtermitteln zugelassenen

gentechnisch veranderten Pflanzen (aktualisiert nach [5] Stand: 07.11.2015)

Pflanzenart  Herbizid- Insekten- Herbizidtoleranz + Weitere Amylopektin-
toleranz  resistenz Insektenresistenz  Eigenschaften Stdrke

Mais 3 6 18 1 (Trockentoleranz)

Baumwolle 5 3 2

Raps 5 (davon zwei mit zusatzlicher mannlicher Sterilitét)

Sojabohnen 7 1 2 2 (mit veranderten Inhalts-

stoffen)

Zuckerriiben 1

Starkekartoffel

°Bis zu einem Anteil von 0,9 % in Lebens- und Futtermitteln zugelassen

ihrer Zusammensetzung ergeben haben.

Sofern Ersteres der Fall ist, steht im

Fokus der weiteren Bewertung die neue

Eigenschaft, also die Bewertung der

ernidhrungsphysiologischen, toxischen

und allergenen Eigenschaften des neuen

Proteins bzw. der neuen Proteine.
Insgesamt werden zum Zweck der Si-

cherheitsbewertung:

a. sowohl die Organismen, aus denen
die einzelnen genetischen Sequenzen
stammen, als auch die Empfinger-
pflanze charakterisiert,

b. die gentechnische Modifikation und
Einbettung in das Empfingergenom,
ihre funktionellen Konsequenzen
sowie ihre Stabilitit beschrieben,

c. die phénotypischen und agronomi-
schen Eigenschaften der GV-Pflanze
sowie

d. die substanzielle Zusammensetzung
in Relation zur konventionellen
Vergleichslinie untersucht,

e. die potenzielle Toxizitit und All-
ergenitt der neuen Genprodukte
und der GV-Pflanze (ggf. auch von
daraus abgeleiteten Produkten) durch
anerkannte Testsysteme gepriift,

f. der zu erwartende Verzehr und
dessen Einfluss auf die Erndhrung
von Mensch und Tier abgeschitzt
und

g. Einfliisse auf die Verarbeitung und
Lagerung der aus der GV-Pflanze
hergestellten Produkte betrachtet.

Die erforderlichen Analysen und Studien
werden vom Antragsteller durchgefiihrt,
der die Informationen in einem struktu-
rierten Antrag bereitstellt, der wiederum
vom GMO-Panel der EFSA in Zusam-
menarbeit mit den zustindigen Bewer-

tungsbehoérden der Mitgliedsstaaten ge-
prift wird.

Die Zulassung einer GV-Pflanze
durch die EU-Kommission kann nur
erfolgen, wenn das Ergebnis der Un-
tersuchungen gezeigt hat, dass sich die
aus den gentechnisch verdnderten Pflan-
zen hergestellten Lebens- und Futter-
mittel - einschliefSlich des allergenen
Potenzials — von den aus vergleichbaren
konventionell geziichteten Pflanzen her-
gestellten Erzeugnissen hinsichtlich der
Lebensmittelsicherheit nicht wesentlich
unterscheiden (siehe @ Tab. 1).

Strategien der Allergenitats-
bewertung

Als Allergie wird ein pathologischer Zu-
stand bezeichnet, in dem durch eine Im-
munreaktion auf eine spezifische Sub-
stanz, die in Individuen, die durch be-
stimmte genetische Dispositionen und
Umwelteinflusse gegen die Substanz sen-
sibilisiert sind, klinische Symptome bis
hin zum Tod verursachen kénnen. Dabei
hingen die Haufigkeit und die Schwere
der Symptome sowohl von der Disposi-
tion des Individuums als auch von der
Art und Menge des Auslosers ab.
Lebensmittelallergien konnen durch
verschiedene Mechanismen ausgelost
werden, jedoch werden die meisten von
ihnen durch spezifische Antikorper der
Immunglobulin-E-Klasse (IgE) gegen
Proteine, die mit den Lebensmitteln ver-
zehrt werden, verursacht. Der Verlauf
der Erkrankung spielt sich in zwei Phasen
ab, die zeitlich weit auseinanderliegen
konnen. In der ersten Phase, der Sensibi-
lisierungsphase, bildet der Korper nach
Allergenkontakt die spezifischen IgE-
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Antikorper, die an das jeweilige Allergen
binden konnen und selbst von Rezep-
toren auf Effektorzellen, z. B. Mastzellen
und Granulozyten, gebunden werden.
In dieser Phase treten keine Symptome
auf, aber das betroffene Individuum ist
nun gegen das Allergen sensibilisiert.

Durch erneuten Allergenkontakt wird
die zweite Phase ausgel6st, in der die
Antikorper, die sich auf der Oberfliche
der Effektorzellen befinden, das Allergen
binden und die Zellen zur Ausschiittung
von Histaminen und anderen Effektme-
diatoren veranlassen, die die typischen
Symptome der allergischen Reaktion ver-
ursachen.

Da nahezu alle bekannten Aller-
gene Proteine sind, stehen im Fokus
der Allergenititsbewertung von GV-
Pflanzen die in ihnen exprimierten re-
kombinanten Proteine. Diese miissen
sowohl hinsichtlich ihrer Fihigkeit, die
IgE-Neubildung zu veranlassen (Sensi-
bilisierung), als auch hinsichtlich ihrer
Fahigkeit, mit bereits vorhandenen IgE-
Antikorpern reagieren zu konnen (Aus-
l16sung von Kreuzreaktivitdt durch IgE-
Antikorper gegen strukturdhnliche Pro-
teine), bewertet werden. Dariiber hinaus
sind rekombinante Proteine aus GV-
Pflanzen nicht nur Kandidaten fir die
Auslosung von Nahrungsmittelallergien,
sondern kommen prinzipiell tiber die
Pollenbildung auch als Ausléser von
Atemwegsallergien in Frage.

Die Allergenitit ist keine inhdrente Ei-
genschaft eines Proteins, die vollstindig
vorhersehbar ist. Sie zeigt sich erst in der
Interaktion mit dem genetisch und in-
dividualhistorisch vorgepriagten Immun-
system eines Individuums. Die verfiig-
baren Untersuchungsmethoden zur Be-
wertung der Allergenitit eines Proteins
bilden daher in der Regel nur ausgewéhl-
te Aspekte der komplexen allergischen
Reaktion ab. Auch liefern die Methoden
zur Bewertung der Sensibilisierungsfa-
higkeit eines Proteins nur unzureichen-
de Informationen. Das GMO-Panel der
EFSA empfiehlt daher fiir jede GV-Pflan-
ze eine Gesamtbewertung aller Informa-
tionen (weight of evidence approach),
die tiber die exprimierten rekombinan-
ten Proteine zur Verfiigung stehen [3].
Dabei soll zunichst festgestellt werden,
ob die Pflanze selbst als Auslser von Al-
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lergien bekannt ist. Ist das nicht der Fall,
kann die Bewertung auf die beabsichtigt
exprimierten neuen Proteine fokussiert
werden (siche @ Tab. 2), wobei in jedem
Fallauch die Eigenschaften putativer Pro-
teine und Peptide, die sich ggf. aus den
oben erwihnten bioinformatischen Ana-
lysen des Integrationsortes des rekombi-
nanten Konstruktes in das Pflanzenge-
nom ergeben haben, einbezogen werden
miissen.

Handelt es sich bei der GV-Pflanze
jedoch um eine Pflanzenart, die bereits
in konventioneller Form als Lebensmit-
telallergen bekannt ist, wie z. B. die Soja-
bohne, dann ist zusitzlich die Allergeni-
tat der kompletten Pflanze zu priifen. In
diesem Zusammenhang wird festgestellt,
ob sich durch die gentechnische Modifi-
kation das endogene Allergenmuster und
die IgE-Reaktivitit im Vergleich zur kon-
ventionellen Pflanze verdndert haben.

In die aktuell noch giiltigen Leitli-
nie des GMO-Panels zur Sicherheitsbe-
wertung von GV-Pflanzen wurden ge-
geniiber den Vorlauferdokumenten zwei
Aspekte in die Allergenititsbewertung
aufgenommen. Wenn die rekombinanten
Proteineaus Weizen, Roggen, Gerste oder
Hafer stammen, sind sie auf Ahnlichkei-
ten mit Gliadin- und Gluteninproteinen,
die fur die Auslosung von Zoliakie (ei-
ner T-Zell-vermittelten glutensensitiven
Enteropathie) bei dafiir sensitiven Perso-
nen verantwortlich sind, zu priifen. Zum
anderen sind die rekombinanten Prote-
ine auch hinsichtlich ihrer Fahigkeit, die
Immunreaktion in einer Weise zu ver-
starken, wie es fir Adjuvanzien typisch
ist, zu bewerten.

Methodische Grundlagen der
Allergenitatshewertung - Stand
und neue Aspekte

Bioinformatische Methoden

Die fiir die Bewertung erforderlichen
bioinformatischen Studien beruhen vor
allem auf dem Vergleich und der Ana-
lyse von Protein- bzw. DNA-Sequenzen.
Die verwendeten Algorithmen (FAS-
TA oder BLAST) liefern Informationen
iiber den Grad der Ahnlichkeit des
untersuchten Proteins mit bereits be-
kannten Allergenen [7], die sich in
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Zusammenfassung

Das Inverkehrbringen gentechnisch veran-
derter Pflanzen als Lebens- und Futtermittel
in den Mitgliedsstaaten der Europdischen
Union (EU) bedarf einer Genehmigung der
Europdischen Kommission. Der Genehmigung
geht eine Sicherheitsbewertung nach
Leitlinien der Europdischen Lebensmittelsi-
cherheitsbehorde EFSA voraus. Wesentlicher
Bestandteil der Sicherheitsbewertung

ist die Bewertung der Allergenitét von
gentechnisch veranderten Pflanzen sowie
der von ihnen gebildeten neuen Proteine.
Gegenwartig werden die Leitlinien zur
Bewertung der Allergenitat tiberarbeitet.
Dazu wurde in Briissel am 17. Juni 2015 eine
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Arbeitssitzung von Experten durchgefiihrt,
auf der methodische Verbesserungen

in der Bewertung zdliakieauslésender
Eigenschaften von Proteinen sowie die
Verwendung komplexer Modelle fiir den
In-vitro-Verdau von Proteinen diskutiert
wurden. Mithilfe solcher Methoden kann eine
Verfeinerung des bestehenden bewdhrten
Systems zur Allergenitdtsbewertung von
gentechnisch veranderten Pflanzen erfolgen.

Schliisselworter

Lebensmittel - Sicherheitsbewertung -
Allergenitdt - Gentechnik - Gentechnisch
verdnderte Pflanzen

Abstract

Approval by the European Commission is
mandatory for placing genetically modified
plants as food or feed on the market in
member states of the European Union
(EU). The approval is preceded by a safety
assessment based on the guidance of the
European Food Safety Authority EFSA. The
assessment of allergenicity of genetically
modified plants and their newly expressed
proteins is an integral part of this assessment
process. Guidance documents for the
assessment of allergenicity are currently
under revision. For this purpose, an expert
workshop was conducted in Brussels on

Genetically modified food and allergies - an update

June 17, 2015. There, methodological
improvements for the assessment of coeliac
disease-causing properties of proteins, as
well as the use of complex models for in vitro
digestion of proteins were discussed. Using
such techniques a refinement of the current,
proven system of allergenicity assessment of
genetically modified plants can be achieved.

Keywords

Food - Safety assessment - Allergenicity -
Genetic engineering - Genetically modified
plants

Kombination mit Ergebnissen aus wei-
ter unten erwédhnten biochemischen In-
vitro-Analysen als Hinweise fiir eine
mogliche Kreuzreaktion des Proteins
mit vorhandenen IgE-Antikérpern so-
wie als schwacher Indikator fiir ein
mogliches  Sensibilisierungsvermogen
interpretieren lassen. Die Proteinse-
quenzen bekannter Allergene, sowie
auch die iiblichen notwendigen Werk-
zeuge zur Sequenzanalyse, werden z. B.
in der FARRP(Food Allergy Research
and Resource Program)-Allergen-Pro-
tein-Datenbank ,,Allergen-online“ be-
reitgestellt (http://www.allergenonline.
com). Wenn im Zuge dieser Analysen
in Abschnitten von jeweils mindestens
80 Aminosiuren Ubereinstimmungen

von mindestens 35% zwischen einem
rekombinanten Protein und einem All-
ergen gefunden werden, kann von einer
moglichen Kreuzreaktion ausgegangen
werden.

Ein bioinformatischer Sequenzver-
gleich mit bekannten Allergenen auf
Basis aktueller Datenbanken wird fiir
die Bewertung jedes rekombinanten
Proteins verlangt. Die unabsichtlich ent-
standenen kodierenden Sequenzen fiir
putative Peptide, die moglicherweise bei
DNA-Sequenzanalysen des Integrations-
ortes des rekombinanten Konstruktes in
das Pflanzengenom identifiziert wurden,
sind jedoch in der Regel kiirzer. In diesen
Fillen ist der Sequenzvergleich daher
auf die Identifizierung von acht aufein-
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Tab.2 Ubersichtiiberdieindenzugelassenengentechnischverénderten Pflanzen exprimierten

neuen Proteine. (Aktualisiert nach [5] Stand: 07.11.2015)

Inhibitor

Phanotyp/ Protein Gen Spenderorganismus
Funktion
Insektenresistenz Delta-Endotoxine cry1Ab cry2Ab2  Bacillus thuringiensis
crylAb2  cry3A
cry1 A.105 cry3Bb1
crylAc cry34Ab1
caylF cry35Ab1
Herbizidtoleranz  5-Enolpyruvylshikimat- cpdepsps Agrobacterium sp.
3-phosphat-synthase Stamm CP4
(PC4 EPSPS) mepsps Zea mays
Herbizidtoleranz  Phosphinothricin-Acetyl- pat Streptomyces virido-
transferase (PAT) chromogenes
bar S. hygroscopicus
Herbizidtoleranz ~ Glyphosat-Oxidoreduktase gox Achromobacter sp.
(GOX) Stamm LBAA
Herbizidtoleranz ~ Glyphosat-Acetyltransferase  gat4621 Bacillus licheniformis
(GAT4621)
Herbizidtoleranz ~ Acetohydroxyazidsynthase csrl-2 Arabidopsis thaliana
(mutiert)
Herbizidtoleranz Dicamba dmo Stenotrophomonas
Monooxygenase maltophilia
Trockenresistenz  Kalteschockprotein B cspB Bacillus subtilis
Selektionsmarker Neomycin-Phosphotransferase nptll Escherichia coli
(NPTII)
Selektionsmarker Phosphomannose-Isomerase pmi E. coli
(PMI)
Stoffwechsel Delta-6-Desaturase pj.d6 d Primula juliae
Stoffwechsel Delta-15-Desaturase nc.fad3 Neurospora crassa
Ribonuklease Barnase Barnase Bacillus amylolique-
faciens
Ribonuklease- Barstar Barstar B. amyloliquefaciens

anderfolgenden, mit dem Vergleichspro-
tein identischen Aminoséduren gerichtet,
die auf mogliche IgE-Bindungsepitope
schlieflen lassen. Neben dem Sequenz-
vergleich werden bioinformatische Ana-
lysen auch zur Identifizierung von Be-
reichen, in denen Proteine modifiziert
werden konnen, verwendet. So koénnen
z.B. potenzielle Glykosylierungsstellen
identifiziert werden.

Bioinformatische Analysen zur Iden-
tifikation von Sequenzihnlichkeiten sind
zurzeit das einzige Instrument, das fir
die Bewertung der Ahnlichkeit rekombi-
nanter Proteine mit gliadin- und glute-
nindhnlichen Proteinen sowie bekannten
Adjuvanzien eingesetzt wird. Auf dem
»Workshop on allergenicity assessment
of GM plants“am 17. Juni 2015 in Briissel
bildeten Entwicklungen, die die Vorher-

sage von zoliakieauslosenden Proteinei-
genschaften verbessern konnen, daher
einen Schwerpunkt. Vorgestellt wurde
eine Reihe toxischer T-Zell-Peptide aus
Weizengliadinen, die nach Modifikati-
on durch die Gewebstransaminase und
partiellem Abbau in der Darmmukosa
Bindungspartner fir HLA-DQ2/DQ8-
Molekiile antigenprisentierter Zellen
sein konnen [8]. Diese Peptide, deren
Entstehung auch von der Spezifitit der
Transaminase fiir bestimmte Prolinmus-
ter in der Sequenz von Gluteninen und
Gliadinen abhéngt, sind fiir die Entste-
hung der T-Zell-vermittelten Immun-
antwort gegen die Darmmukosa, die die
Z6liakie kennzeichnet, entscheidend [9].
Aus diesen Informationen entwickelte
bioinformatische Algorithmen konnten
erfolgreich zur Vorhersage der Bildung
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toxischer Peptide aus Roggen-, Gerste-
und Hafer-Gliadinen getestet werden.

Weiterhin wurde die Entwicklung ei-
nes neuen Algorithmus vorgestellt, der
auf der Basis von 68 zoliakieinduzie-
renden Proteinen die Identifizierung ei-
ner moglichen Bildung toxischer Peptide
aus Vergleichsproteinen erlaubt und der
bereits in das Arsenal der FARRP-Da-
tenbanken implementiert wurde. Einer
Aufnahme dieses erweiterten bioinfor-
matischen Vorhersagewerkzeuges in die
zu aktualisierende Leitlinie stiinde damit
nichts entgegen.

Angesprochen wurde auch die Frage,
ob Produkte aus Hafer, die von vielen
Zoliakiepatienten vertragen werden, zu
den zoliakieauslosenden Lebensmitteln
gezdhlt werden miissen oder nicht. Da
sich durchaus Einzelfdlle finden, in de-
nen Produkte aus Hafer Zoliakiesympto-
me verursachen, lassen sich diesbeziig-
lich noch keine eindeutigen Schlussfol-
gerungen ziehen [10].

In-vitro-Methoden zur bioche-
mischen und immunologischen
Charakterisierung einzelner
Proteine

Allergene Proteine gehoren unterschied-
lichen Proteinklassen an. So wurden
hydrolytische und nichthydrolytische
Enzyme, Enzyminhibitoren, regulato-
rische Proteine, Lipidtransferproteine,
Stressproteine und Speicherproteine als
Allergene identifiziert. Bei der Mehrheit
der bekannten Allergene handelt es sich
um relativ kleine Proteine (10-70 kDa),
die gut loslich und héufig glykosyliert
sind [11, 12]. Dariiber hinaus weisen sie
hiufig eine relativ grof3e Stabilitit gegen-
iiber Verdauungsenzymen, die sich im
sauren Milieu des Magens, aber auch im
Darm befinden, auf [12]. Strukturell sind
Allergene zwar nicht von anderen Anti-
genen unterscheidbar, trotzdem tragen
Informationen und Untersuchungen zur
Struktur und Funktion, zum Molekular-
gewicht und zu den physikochemischen
Eigenschaften sowie zur Konzentration
des Proteins in den als Lebensmittel
genutzten Pflanzenteilen zum Vergleich
mit typischen Lebensmittelallergenen
bei.



Die biochemische Charakterisierung
rekombinanter Proteine erfolgt in der
Regel mittels Gelelektrophorese und
Western-Blotting-Technik, wobei fiir
den Glykosylierungsnachweis Lektine
anstelle von spezifischen Antikdrpern
gegen das Protein verwendet werden.
MALDI-TOF- und LC-ESI-Massen-
spektroskopie sowie Sequenzierung der
N- und C-Termini der Proteine geben
Aufschluss tber mogliche, beispiels-
weise durch die Reinigung verursachte
Verdnderungen der Aminosiuresequenz
oder iiber chemische Modifikationen
am Protein wie z. B. Deamidierung oder
Sulfoxidation. Wenn in den In-vitro-
Studien ein Protein verwendet wird, das
bakteriell produziert wurde, muss tber
die oben genannten Techniken auch
nachgewiesen werden, dass dieses Pro-
tein mit dem in Pflanzen exprimierten
Protein identisch ist.

Die Stabilitdt der neuen Proteine ge-
geniiber proteolytischen Enzymen wird
in validierten Testsystemen mit kiinstli-
chem Magensaft und kiinstlichem Darm-
saft gepriift. Dabei werden die Zusam-
mensetzung der Korperfliissigkeiten und
die Dauer des Kontakts des Proteins mit
den jeweiligen Verdauungsmilieus in vi-
tro nachgestellt [13]. Nach jedem Ver-
dauabschnitt wird anhand von Proben,
die in definierten zeitlichen Abstinden
entnommenen werden, das Abbauver-
halten des Proteins mittels Gelelektro-
phorese und ggf. auch Western Blotting
uberpriift.

Sofern die Quelle eines rekombi-
nanten Proteins als allergieauslosender
Organismus bekannt ist, muss die All-
ergenitit des Proteins in einem IgE-
Bindungsassay iiberpriift werden. Da-
zu eignen sich Verfahren wie Radio-
Allergo-Sorbent-Tests (RAST), Enzyme-
linked Immunosorbent Assays (ELISA)
und Immunoblots mit Seren von All-
ergikern mit gut charakterisierter und
klinisch manifestierter Reaktion auf den
allergenen Organismus. IgE-Bindungs-
studien sind ebenfalls erforderlich, wenn
die bioinformatischen Analysen Hinwei-
seaufdie Ahnlichkeit des rekombinanten
Proteins mit einem bekannten Allergen
erbracht haben. In diesem Fall miissen
Seren von Allergikern gegen die dem
Protein dhnlichen Allergene verwendet

werden. Jedes Serum sollte individuell
getestet werden, und es miissen geeignete
Negativkontrollen mitgefiihrt werden.
Die Entwicklung und Standardisie-
rung zellbasierter In-vitro-Tests und
In-vivo-Tests an Modelltieren werden
als Erganzung des derzeit verfiigbaren
Methodenspektrums zur Allergenitits-
bewertung neu exprimierter Proteine
empfohlen. Validierte Studienprotokolle
liegen hierzu jedoch bisher nicht vor.
Die verwendeten In-vitro-Methoden
zur Verdaubarkeit der Proteine bilden
die Realitat nur teilweise ab [14]. So sind
die gastrointestinalen Enzyme in den ar-
tifiziellen Systemen gegeniiber dem re-
kombinanten Protein in groflem Uber-
schuss vorhanden, da sich keine weiteren
Nahrungsbestandteile im System befin-
den. Auch steigt der pH-Wert des Ma-
gens in vivo durch die verzehrte Nah-
rung in Abhéngigkeit von den verzehrten
Mengen und ihrer Zusammensetzung an.
Weiterhin sind individuelle Unterschie-
de im Verdauungsgeschehen, die durch
verschiedene Entwicklungsstadien (z. B.
Kinder) oder pathologische Bedingun-
gen (z. B. die Einnahme von magenséure-
hemmenden Medikamenten) verursacht
werden, mit den verwendeten Model-
len ebenso wenig erfassbar wie Effek-
te der Lebensmittelmatrix, mit der das
rekombinante Protein verzehrt wird. So
kénnte die in vitro ermittelte Pepsinre-
sistenz mancher Proteine durch einfa-
ches Ausfallen im sauren Milieu verur-
sacht sein und im Nahrungskontext gar
nicht auftreten. Bisher ist daher noch un-
Kklar, ob die Pepsinresistenz eines Prote-
ins tatsdchlich auch eine Verdauungsre-
sistenz widerspiegelt [15]. Die Diskussi-
on der Grenzen der verwendeten Ver-
daumodelle, die gegeniiber der Physio-
logie stark vereinfacht sind, sowie die
Anforderungen an entwickelte Metho-
den des In-vitro-Verdaus bildeten da-
her einen weiteren Schwerpunkt auf dem
» Workshop onallergenicity assessment of
GM plants®. In diesem Zusammenhang
wurden zum Teil hochkomplexe Modelle
vorgestellt, die sowohl die mechanische
Zerkleinerung der Nahrung als auch die
Dynamik der Darmperistaltik mit abbil-
den. Geeignete In-vitro-Verdaumodelle
sollen auch das Mischungs- und Flie3-
verhalten des gastrointestinalen Trakts

(GIT), die dynamischen pH-Bedingun-
gen und Enzymkonzentrationen entlang
des GIT sowie den Abbau ganzer Lebens-
mittel und Mahlzeiten besser simulieren.
Gleichzeitig sollen sie einfach zu handha-
ben, zwischen verschiedenen Laboratori-
en reproduzierbar und am menschlichen
Verdauungsprozess validiert sein. Unter
den vorgestellten Modellen erschien ein
Modell, das zwischen 2011 und 2015 im
internationalen Projekt INFOGEST ent-
wickelt wurde [16], am ehesten geeignet,
in zukiinftige Leitlinien aufgenommen
zu werden. Das statische Modell simu-
liert den Verdauprozess ganzer Lebens-
mittel von Mund bis zum Diinndarm.
Die einzelnen Schritte wurden standar-
disiert und zwischen sieben Laboratorien
validiert. Zur erleichterten Anwendung
des Modells wurde eine Reihe von Videos
produziert, die im Internet frei verfiigbar
sind.

Methoden zur Bewertung eines
veranderten Gehalts endogener
Allergene

Bei Pflanzen mit bekanntem allergieaus-
losendem Potenzial stellt sich die Fra-
ge, ob durch die Integration rekombi-
nanter DNA in das Genom bzw. durch
die Expression rekombinanter Proteine,
die selbst keine Allergene sind, eine un-
beabsichtigte Veranderung der Expressi-
on endogener Allergene erzeugt wurde.
Uberpriifen lisst sich das durch einen
qualitativen und quantitativen Vergleich
des endogenen Allergenmusters der GV-
Pflanze mit dem der Ausgangspflanze.
Dazu eignet sich zum einen eine zwei-
dimensionale Gelelektrophorese zur Se-
parierung der aus der GV-Pflanze und
der Ausgangspflanze extrahierten Prote-
ine, gefolgt von Immunoblots mit Se-
rumproben von Allergikern, die nachge-
wiesenermaflen auf Produkte aus der je-
weiligen Ausgangspflanze, beispielsweise
Sojabohnen, allergisch reagieren. Ange-
sichts nur begrenzt verfiigbarer humaner
Seren wird ein Vorabscreening mit Se-
ren von Tieren empfohlen, die mit den in
der vergleichenden Analyse identifizier-
ten relevanten endogenen Allergenen ex-
perimentell sensibilisiert wurden. Auch
hier eignen sich ELISA-Techniken mit
Serumproben von Allergikern fiir einen
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Vergleich der IgE-Reaktivitat einer GV-
Pflanze mit der Vergleichspflanze. Ne-
ben dem Immunoblotting sind nach 2-D-
Elektrophorese auch massenspektrome-
trische Methoden zur Identifizierung der
Allergene anwendbar.

Die Bewertung verdnderter Allergen-
muster in GV-Pflanzen wird durch natir-
liche Schwankungen in der Biosynthese
von Proteinen, die zu deutlichen Unter-
schieden im Expressionsniveau der Al-
lergene fithren kann, sowie durch die ho-
he Variabilitit der allergischen Reaktion
der betroffenen Individuen erschwert. Es
existieren bisher nur wenig Daten iiber
dienatiirliche Variabilitit der Allergenex-
pression in konventionellen Nahrungs-
pflanzen, die von schwankenden klima-
tischen Bedingungen, unterschiedlichen
Nihrstoffangeboten sowie durch parasi-
tischen oder abiotischen Stress beein-
flusst wird. Diese Kenntnis ist jedoch
Grundlage des vergleichenden Bewer-
tungsansatzes, nach dem auf der Basis
der Variabilitit von konventionellen Ver-
gleichspflanzen Identitits- und Aquiva-
lenzkriterien fiir die Bewertung der GV-
Pflanze abgeleitet werden [17]. Bereits
in der Scientific Opinion des GMO-Pa-
nels der EFSA [4] wurde daher die Ent-
wicklung von Omics-Methoden, die ein
Profiling der Allergenexpression erlau-
ben, diskutiert. Auf dem ,Workshop on
allergenicity assessment of GM plants“
bildete diese Fragestellung einen dritten
Schwerpunkt, der anhand von Erfahrun-
gen mit der Quantifizierung von Soja-
bohnenallergenen diskutiert wurde. Die
Firma Monsanto hat Expressionsdaten,
die mittels Allergen-ELISA erhoben wur-
den, fiir acht Sojabohnenallergene, die
von 624 Sojabohnensamen aus 41 Varie-
taten Uiber finf Jahre von 26 unterschied-
lichen Standorten aus den USA und Siid-
amerika gesammelt wurden, hinsichtlich
der biologischen Variabilitit ausgewer-
tet. Dabei zeigten sich grof3e Schwankun-
gen (5- bis 40-fach, abhingig vom All-
ergen) der Allergenkonzentration, wo-
bei Umweltbedingungen und Genotyp
als stirkste Einflussfaktoren identifiziert
wurden.

Auf dem oben genannten Workshop
wurde zusitzlich die Frage gestellt, ob
GV-Pflanzen auch hinsichtlich jhres Po-
tenzials zur Auslosung von nicht-IgE-

vermittelten Lebensmittelunvertréglich-
keiten, wie z.B. der eosinophilen Oso-
phagitis, des nahrungsproteininduzier-
ten Enterocolitissyndroms (FPIES) oder
der Weizenhypersensivitit, gepriift wer-
den miissten. Fiir diese Erkrankungen
lasstsichjedoch der Zusammenhang zwi-
schen den Symptomen und konkreten
Lebensmitteln nicht immer herstellen,
weshalb es an klaren Bewertungskrite-
rien mangelt.

Im Kontext der Betrachtung endoge-
ner Allergene in GV-Pflanzen kann au-
Berdem tiber die erste klinische Priifung
einerallergenreduzierten GV-Pflanzebe-
richtet werden. In der Apfelsorte Elstar
wurde mittels RNAi-Technologie die Ex-
pression des Allergens Mal D 1.02 unter-
driickt und die so entwickelte GV-Linie
an 21 Apfelallergikern getestet. Der Ver-
zehr von Apfelstiickchen aus den Friich-
ten der GV-Linie fithrte im Vergleich
zur Elternlinie bei den untersuchten Pro-
banden zu signifikant weniger klinischen
Symptomen [18].

Fazit

In Bezug auf die Allergenititsbewer-
tung zeichneten sich auf dem Workshop
methodische Verbesserungen fiir die Be-
wertung z6liakieauslosender Eigenschaf-
ten von Proteinen sowie ein Trend zu
realistischeren Verdaumodellen ab. Mit
der Pilot-Fokus-Gruppe aus Vertretern
von Mitgliedsstaaten und Interessen-
gruppen bindet die EFSA vor allem die
Nutzer in die Aktualisierung der Emp-
fehlungen zur Allergenititsbewertung
von GV-Pflanzen und der in ihnen ex-
primierten rekombinanten Proteine ein.
Dadurch soll die Leitlinienaktualisierung
an Transparenz gewinnen und benut-
zerfreundlich gestaltet werden. Da mit
diesem Vorgehen kommunikatives Neu-
land betreten wird, bleibt abzuwarten,
inwieweit sich die Arbeit der Fokus-
gruppe auch inhaltlich widerspiegeln
wird.

Der Zuwachs an Genehmigungsent-
scheidungen fiir gentechnisch verin-
derte Mais-, Baumwoll-, Soja-, Raps-,
Zuckerriiben- und Kartoffelsorten in der
Europédischen Union ist gegeniiber dem
Stand vor drei Jahren [5] iiberschaubar
geblieben (sieche @ Tab. 1). Unter den gen-
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technischen Modifikationen dominieren
weiterhin die Herbizidtoleranz und inte-
grierter Insektenschutz. Daher mussten
auch nur wenige neue Proteine beziiglich
ihrer Allergenitit bewertet werden (siehe
B@Tab. 2). In der Gesamtbewertung der
durchgefithrten Untersuchungen gab es
nur einen Fall, in dem sich Hinweise auf
die erhohte Allergenitit der jeweiligen
GV-Pflanze gegeniiber der konventio-
nellen Vergleichslinie ergeben hatten.
Dabei handelte es sich um einen Mais,
der eine hitzetolerante alpha-Amylase
besaf}, die aus drei Genen unterschied-
licher Bakterienstimme der Gattung
Thermococcales zusammengesetzt war.
In dem Enzym wurde eine Identitdt
von acht Aminosduren mit dem Per a 3-
Allergen einer amerikanischen Schaben-
art (Periplaneta americana) identifiziert,
weshalb das GMO-Panel der EFSA auf
Unsicherheiten beziiglich der Sensibi-
lisierungsfahigkeit des Proteins schloss
[19]. Der Mais wurde von der EU-
Kommission daher nicht zugelassen.
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