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1 Indledning

Fremstilling eller anvendelse af genetisk modificerede organismer er regule-
ret af “Lov om Miljo og Genteknologi”. I denne lov forstds genetisk modifice-
rede organismer som planter, dyr, mikroorganismer, cellekulturer og vira,
hvori der forekommer nye sammenseaetninger af det genetiske materiale, som
ikke opstar pa naturlig made. Loven skal medvirke til at veerne milje og natur,
sa samfundsudviklingen kan ske pd et beeredygtigt grundlag i overensstem-
melse med etiske veerdier og i respekt for menneskers livsvilkar og for beva-
relsen af dyre- og plantelivet. Loven skal desuden medvirke til at beskytte
menneskets sundhed i forbindelse med genteknologi. Loven er primeert base-
ret pa klassisk genmodifikation, hvor oftest fa gener indseettes i et plasmid
eller i kromosomet af en veertsorganisme. Men nye udviklinger har medfert,
at de genetiske modifikationer kan vaere betydeligt mere komplicerede end
de klassiske genmodifikationer; en reekke af disse komplicerede modifikatio-
ner gar under betegnelsen syntetisk biologi.



2 Syntetisk biologi

Syntetisk biologi er en multidisciplineer samlet betegnelse for videnskaber,
som har deres fokus pa nye levende systemer og organismer, hvor man ved
hjeelp af en lang reekke af forskellige metoder arbejder hen imod at udvikle
nye biologiske produkter, udstyr og systemer eller at re-designe eksisterende
systemer, som man kender fra naturen. Der findes ikke nogen egentlig gene-
relt accepteret definition af syntetisk biologi. Den syntetiske biologi er dog
ofte karakteriseret ved en arbejdsmetode som gar under betegnelsen ”Design-
Build-Test-cyklussen” (DBT). Denne arbejdsmetode bestar af tre faser ud over
en problemformuleringsfase: En designfase, hvor en veertsorganisme udveel-
ges, de relevante molekyleere pathways defineres og genetisk modificeres; en
byggefase, hvor de forskellige modifikationer samles og afpreves i forskellige
kombinationer og en testfase, hvor resultaterne af de forskellige modifikatio-
ner og kombinationer testes f.eks. ved kemiske eller andre former for analy-
ser. Efter disse tre faser vil der naturligvis felge en evalueringsfase, hvor det
vurderes, hvad man har lert af den gennemferte DBT-cyclus, og hvordan
man kommer videre, eventuelt ved hjeelp af en ny cyklus. Der er ingen enkelte
metoder, der kendetegner den syntetiske biologi, men den er karakteriseret
ved at bruge en reekke forskellige molekylaerbiologiske verktgjer, begreber
og tilgange, som muligger de enkelte trin i en DBT-cyklus. I designfasen be-
nytter man sig ofte af en reekke forskellige avancerede teknikker, sisom: Au-
tomatiseret biologisk design, design af gener og proteiner eller hele pathway
ved hjeelp af computeralgoritmer, nye “software environments” og “machine
learning”. I byggefasen vil man ofte benytte sig af syntetisk DNA eller RNA,
som kan veere gener, storre genetiske enheder f.eks. pathways eller endog hele
organismer, og kan ogsd involvere xenobiologi, hvor der benyttes elementer,
som ikke findes naturligt i miljeet f.eks. specifikke nukleotider og aminosyrer,
som ikke forekommer naturligt. I testfasen vil man ofte anvende sekventering
til at validere, hvorvidt det er en “korrekt” konstruktion, som er opnaet og
“high-throughput screening”-metoder til at verificere at “konstruktionen”
har de forventede egenskaber (1, 2, 3). En reekke forskellige koncepter, til-
gange og verktgjer praesenteres i tabel 1.



Tabel 1 Oversigt over

koncepter, tilgange og veerktgjer, der anvendes i den syntetiske biologi.

IAutomated DNA as-
sembly

Metoder til automatiseret DNA-sammensaetning arbejder hen imod at facilitere montage af kom-
plekse gen-elementer med en gget praecision og palidelighed.

Bioprospecting

Bioprospektering er udforskning af naturen for naturligt forekommende organismer, som kan an-
vendes i forbindelse med produktion af kommercielle produkter primeaert som en naturlig kilde til
sma eller stgrre molekyler og biokemisk og genetisk information.

Booting genomes

Refererer til "opstarten” af syntetiserede genomer i vira eller celler.

Building chromosomes

Kemisk syntese af kromosomer (se DNA synthesis and assembly)

Building genes

Kemisk syntese af gener (se DNA synthesis and assembly)

Building genomes

Kemisk syntese af genomer (se DNA synthesis and assembly)

Codon optimization

Codon-optimering refererer til eksperimentelle procedurer, som er udviklet til at forbedre codon-
sammensaetningen i et gen uden at forandre aminosyre-sammensaetningen i det protein, som
|genet koder for.

Combinatorial DNA
@assembly

Combinatorial assembly arbejder hen imod “montage” af alle standardelementer (f.eks. promoto-
rer, gener og terminatorer) i forskellige kombinationer i et enkelt klonings-trin.

CRISPR/Cas9

CRISPR, Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic Repeats, ogsa omtalt under navnet
CRISPR-Cas9, betegner en proces, der bruges af adskillige mikroorganismer som en forsvars-
mekanisme bl.a. mod virusangreb, hvorved det fremmede genom gdelaegges. Cas9 er restrikti-
onsenzymet, der betinger processen. CRISPR bruges nu som “den genetiske schweizerkniv”,
fordi det er et meget generelt veerktgj til genmodificering.

De novo protein struc-
ture prediction

Refererer til en computerbaseret (algoritme) proces, hvorved proteiners tertizere struktur be-
stemmes ud fra dets primaere aminosyresekvens.

Directed evolution

Styret evolution er en efterligning af den naturlige udviklingscyklus i et laboratoriemiljg, hvor der
ofte benyttes kunstig mutagenese. Metoden anvendes ofte i proteinteknologien til at styre protei-
ner eller nukleinsyrer mod et brugerdefineret mal.

DNA synthesis and as-
sembly

Syntese af DNA-oligonukleotider og deres sammensaetning til sterre DNA-enheder (gener, path-
ways, hele genomer)

Genetic logic

Med udgangspunkt i den logik, der anvendes til konstruktion af logiske netveerk i computerpro-
grammer eller i elektriske netvaerk, forandres eller introduceres der forbindelser mellem geneti-
ske komponenter, sa nye regulatoriske netvaerk skabes.

Genomics

Genomics er studiet af genomer — en organismes komplette seet af DNA. Deres struktur, funk-
tion, evolution og mulighederne for at andre det.

High-throughput
screening

\Ved High-throughput screening (HTS) er det muligt ved en automatiseret proces at teste et hgijt
antal biologiske eller kemiske forbindelser for en eller flere specifikke egenskaber.

Machine learning

Machine learning, eller automatisk laering, udger en del af “Artificial intelligence”. | den synteti-
ske biologi anvendes den specielt i forbindelse med modifikation af celle- og protein-aktiviteter
0g metaboliske pathways. Machine learning kan anvendes til at forudsige, hvorledes modifikatio-
ner vil pavirke et biologisk system

Metagenomics

Metagenomics er studiet af metagenomer. Metagenomer er samtlige nukleotidsekvenser isoleret|
og analyseret fra en naturlig preve f.eks. en faeces-, jord- eller vandprgve. Metagenomer anven-
des ofte til at studere samfundet af mikroorganismer i prgven og dets egenskaber.

Microbiome engineer-
ing

\Ved Microbiome engineering forsgges det at forbedre gkosystemers funktion ved at manipulere
dets mikrobiologiske sammensaetning.

Multi-input logic cir-
cuits

IArbejder hen mod at udvikle syntetiske logiske porte bestaende af specifkke gener, som kan an-
vendes til en ekstern kontrol af cellefunktioner.

Multiplexed genome

Multiplexed genomredigering er en alsidig metode til at modificere en eller flere loci med en me-

editing get hgj praecision.
(MAGE/CRISPR)
Proteomics Proteomics er studiet af proteomer. Et proteom er et saet af proteiner produceret af en orga-

nisme, en celle eller i en specifik biologisk sammenhaeng.

Transcriptomics

[Transcriptomics er studiet af transcriptomer, som er det komplette saet af messenger-RNA i en
celle ogsa kaldet cellens ekspressionsprofil, da det udger et studie af ekspressionsgraden af
messenger-RNA i de undersggte celler.



https://da.wikipedia.org/wiki/Mikroorganisme
https://da.wikipedia.org/wiki/Virus_(biologi)
https://da.wikipedia.org/wiki/Genom
https://da.wikipedia.org/wiki/GMO

\Whole genome se-
quencing

'Whole genome sequencing (WGS) er en teknik, hvorved det er muligt at bestemme den fulde
sekvens af en organismes genom: der skelnes mellem fulde genomer, hvor den fulde sekvens
for organismens genom er kendt, og lukkede genomer, hvor ikke blot sekvensen er kendt, men
ogsa den indbyrdes raekkefelge af sekvensen pa kromosomet og pa eventuelle ekstrakromoso-
male elementer er fastlagt.

Xenobiology

Xenobiologi refererer til kunstig biologi, som endnu ikke er almindeligt kendt i naturen. | praksis
handler det om nye biologiske systemer, som adskiller sig fra det generelle dogma i den moleky-
lere biologi om, at alt er bygget ud fra et DNA/RNA-20-aminosyre-system. Det ggr xenobiolo-
gien ved f.eks. at benytte sig af nukleinsyre-analoger og aminosyrer, som ikke forekommer na-

turligt i proteiner og derved udfordrer den generelle genetiske kode.

Det omrade hvor der er udviklet mest umiddelbare muligheder for anven-
delse af den syntetiske biologi ligger indenfor “metabolic engineering” af mi-
kroorganismer. Mikrobiel “Metabolic engineering” er defineret som udvik-
ling af nye mikrobielle aktiviteter ved modifikation of enzymatiske forbedrin-
ger af celluleere aktiviteter ved modifikation af enzymatiske, transportmees-
sige, and regulatoriske funktioner af de mikrobielle celler ved hjeelp rekombi-
nant DNA technologi “Metabolic engineering” adskiller sig fra den traditio-
nelle genetiske modifikation ved at indebeere mere omfattende modifikatio-
ner end de enkelte modifikationer som den traditionelle genetiske modifika-
tion har bestdet af. “Metabolic engineering” kan sandsynligvis transformere
mikroorganismer til at kunne fungere som kemiske ”fabrikker” som udferer
organisk kemisk syntese (1,2,3)

Pa trods af, at der ikke findes en generelt accepteret definition af syntetisk
biologi, sa har EU kommissionens videnskabelige komiteer foresldet en ope-
rationel definition, som muligger risikovurdering og som samtidigt er til-
streekkelig bred til at nye metode udviklinger kan inkluderes. Denne defini-
tion lyder: ”Syntetisk biologi er anvendelse af naturvidenskab, teknologi og
ingenigrarbejde til at facilitere og accelerere design, fremstilling og/eller mo-
difikation af genetisk materiale i levende organismer”. (Direkte oversat fra

engelsk)(4).

EU-kommisionens videnskabelige komiteer og den europeeiske fodevaresik-
kerhedsautoritet (EFSA) har beskeeftiget sig indgaende med hvorvidt anven-
delse af syntetisk biologi og de udviklede produkter, med udgangspunkt i
den ovennaevnte definition, kan reguleres ved hjelp af geldende lovgivning
(refs). I seer har de haft fokus pd risikovurdering af mikroorganismer udviklet
ved hjeelp den syntetiske biologi skal finde direkte anvendelse i miljeet. I
mindre udstreekning er der blevet lagt veegt pa deres produktion og anven-
delser til produktion i industrien - de sakaldte indesluttede anvendelser
Denne rapport beskeeftiger sig med denne side af reguleringen (4,5,6,7,8).



3 Risikovurdering af indesluttet anvendelse
af genetisk modificerede organismer

Regulering af de indesluttede anvendelser tager udgangspunkt i ”Bekendtgeo-
relse om godkendelse af produktion med genetisk modificerede mikroorga-
nismer” (BEK nr. 225 af 19/03/2009) i medfer af lov om milje og genteknologi,
jf. lovbekendtggrelse nr. 811 af 21. juni 2007. Det er lovens formal at “med-
virke til at veerne om milje og natur, sd samfundsudviklingen kan ske pé et
beeredygtigt grundlag i overensstemmelse med etiske veerdier og i respekt for
menneskers livsvilkdr og for bevarelsen af dyre- og plantelivet. Loven skal
desuden medvirke til at beskytte menneskets sundhed i forbindelse med gen-
teknologi”.

Risikovurdering af indesluttede anvendelser af genetisk modificerede mikro-
organismer bestar af en gennemgang og analyse af den tilgeengelige viden-
skabelige information om den specifikke genetisk modificerede mikroorga-
nisme for at vurdere sandsynligheden og farligheden af mulige ugunstige ef-
fekter med det formal at bestemme et passende seaet af indeslutnings- og be-
skyttelses-foranstaltninger, som er proportionale i forhold til risiciene ved den
indesluttede aktivitet. Fem overordnede omréder indgar i denne risikovurde-
ring (se ogsa figur 1, bilag 1, side 25):

1. Identifikation af biologiske farer.

2. Bestemmelse af risikoklassen for den genetisk modificerede vaerts-mikroor-
ganisme.

3. Overvejelser i forhold til arten af den indesluttede anvendelse med hensyn
til eksponering for potentielle biologiske farer.

4. Tildeling af en risikoklasse til den specifikke indesluttede aktivitet.
5. Implementering af den anbefalede grad af indeslutning.

I forbindelse med identifikationen af biologiske farer og bestemmelse af risi-
koklassen for den genetisk modificerede veert (ved en veert forstas ifelge lov-
givningen den celle eller organisme, hvori det genetiske materiale indfgres
eller eventuelt fjernes), benyttes de internationalt accepterede fire risikoklas-
ser og lister over mikroorganismer klassificeret ud fra disse, som et udgangs-
punkt for vurderingen. De fire risikoklasser er defineret som:

Risikoklasse 1: Omfatter mikroorganismer, som med meget stor sandsynlig-
hed ikke forarsager sygdom hos mennesker eller hos dyr af veterineer vigtig-
hed. Altsd mikroorganismer med en meget lav sandsynlighed for at forarsage
sygdom hos mennesker eller husdyr.

Risikoklasse 2: Omfatter mikroorganismer, som kan forarsage sygdom hos
mennesker og dyr, men det er usandsynligt at mikroorganismerne vil udgere
en betydelig fare for arbejdere, samfund, husdyr eller milje, da der findes ef-
fektive behandlingsmetoder og andre beskyttende muligheder, og fordi risi-
koen for spredning er meget begraenset. Altsa mikroorganismer med en mo-
derat individuel risiko og en lav samfundsmeessig risiko.



Risikoklasse 3: Omfatter mikroorganismer, som kan fordrsage alvorlig syg-
dom hos mennesker, men som generelt ikke spredes fra smittede individer til
andre. Altsd mikroorganismer med en hgj individuel risiko, men en lav sam-
fundsmeessig risiko.

Risikoklasse 4: Omfatter mikroorganismer, som seedvanligvis forarsager al-
vorlige sygdomme hos mennesker eller dyr, og som nemt spredes fra et indi-
vid til et andet, direkte eller indirekte. Altsa mikroorganismer med en savel
hej individuel som samfundsmeessig risiko.

Disse risikoklasser er direkte relateret til den klassificering af produktion med
genetisk modificerede mikroorganismer, som er angivet i Bekendtgerelse om
godkendelse af produktion med genetisk modificerede mikroorganismer”
(BEK nr. 225 af 19/03/2009), som definerer de fire klasser. I bekendtgerelsen
findes der ogsa en neermere beskrivelse af, hvad de fire niveauer af indeslut-
ning indebeerer:

Indeslutningsklasse:

Klasse 1: Produktion, som ikke indebzerer nogen risiko eller kun en ubetydelig
risiko, dvs. produktion, hvor niveau 1-indeslutning er tilstreekkelig (se bilag
2, side 26) til at beskytte menneskers sundhed og miljget.

Klasse 2: Produktion, som indebeerer lav risiko, dvs. produktion, hvor niveau
2-indeslutning er tilstraekkelig (se bilag 2) til at beskytte menneskers sundhed
og miljoet.

Klasse 3: Produktion, som indebzerer moderat risiko, dvs. produktion, hvor
niveau 3-indeslutning er tilstreekkelig (se bilag 2) til at beskytte menneskers
sundhed og miljoet.

Klasse 4: Produktion, som indebeerer hgj risiko, dvs. produktion, hvor niveau
4-indeslutning er tilstreekkelig (se bilag 2) til at beskytte menneskers sundhed
og miljoet.

Imidlertid er det ikke altid muligt at anvende disse lister over alle mikroorga-
nismer, da mange mikroorganismer endnu ikke er klassificeret. Desuden
kompliceres klassificeringen af, at klassificering og dermed identifikation af
mikroorganismer har eendret sig dramatisk inden for de seneste &r pa grund
af den store udvikling, der er sket inden for DNA- og RNA-sekventeringstek-
nikker og det dermed forbundne ggede kendskab til mikroorganismers slaegt-
skabsforhold (12). Der findes dog andre hjeelpemidler til at tildele en mikro-
organisme en risikoklasse.

Et vigtigt princip i den mikrobiologiske risikovurdering er det sakaldte fami-
liaritets-princip, som oprindeligt blev introduceret i forbindelse med vurde-
ring af genetisk modificerede mikroorganismer af OECD. Ifelge dette princip
skal den mikrobiologiske risikovurdering baseres pd mikroorganismen og
dens egenskaber, specielt dem som har betydning i den konkrete anvendelse,
miljget hvortil mikroorganismen bliver introduceret og interaktionerne mel-
lem mikroorganismen og miljget, og den mulige anvendelse af mikroorganis-
men. Kendskab og erfaring med disse grundelementer udger familiariteten
med det, der skal risikovurderes. Familiaritet udger ikke i sig selv en sikker-
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hed, men udger en viden, som kan anvendes i den mikrobiologiske risikovur-
dering. Familiariteten kan oges ved at indhente mere viden om sével mikro-
organismen, miljget som interaktionerne mellem organismer og milje.

En reekke mikroorganismer har af EFSA fdet en status som kaldes QPS (Quali-
fied Presumption of Safety - en kvalificeret antagelse omkring sikkerhed). Mi-
kroorganismer med denne status kan anvendes uden, at de skal gennemga en
fuld risikovurdering. Denne status er baseret pa en ide om, at der generelt
findes grupper af mikroorganismer, som har veeret anvendt gennem mange
ar, uden de har fordrsaget kendte problemer, og at der for disse mikroorga-
nismer findes en tilstraekkelig generel viden til at vurdere deres sikkerhed.
Mikroorganismerne har faet QPS status efter, at en gruppe af eksperter udpe-
get af EFSA har gennemgaet den tilgeengelige viden om dem og vurderet,
hvorvidt denne viden var tilstreekkelig til at vurdere deres sikkerhed. I denne
vurdering er der specielt blevet lagt vaegt pa (1) mikroorganismernes takso-
nomi og hvorvidt denne entydigt kan afggre organismernes tilknytning til
den gruppe af organismer, som far denne status, (2) familiariteten med grup-
pen og om der med udgangspunkt i den findes tilstreekkelig viden til, at der
kan opnas en konklusion vedrgrende deres sikkerhed, (3) om der findes
kendte mikroorganismer med patogene (sygdomsfremkaldende) egenskaber
indenfor gruppen, og i det tilfeelde, at der gor, om disse er tilstraekkeligt kendt
mht. deres virulens eller toksiske egenskaber til at udelukke patogene stam-
mer fra at fa denne status og (4) pa hvilken made de anvendes, og hvorvidt
denne anvendelse ferer til forekomst i miljoet. Et lignende system findes i
USA under betegnelsen GRAS (Generally Recognized As Safe).

Mange mikroorganismer, som anvendes i industrien til produktion af forskel-
lige produkter - det kan veere i fedevarer eller i den farmaceutiske eller den
kemiske industri - er det man kalder biologisk indesluttede. Det betyder, at
de har egenskaber, som maske gor dem ekstra velegnede til produktionen,
men som goer dem uegnede til at overleve og dele sig ude i miljget. Det kan
skyldes, at de har helt specielle veekstkrav, for eksempel krav om forskellige
aminosyrer eller specifikke vitaminer, eller at de ikke kan danne overlevelses-
stadier som forskellige former for sporer. Det betyder, at saidanne mikroorga-
nismer oftest vil vaere sikre i forhold til de begreensede udledninger, der kan
ske fra produktionen.

For at foretage en fuld miljemeessig mikrobiologisk risikovurdering af en spe-
cifik mikroorganisme er det naturligvis nedvendigt at indhente de tilstreekke-
lige oplysninger til at gennemfgre vurderingen. Emnerne og omfanget af op-
lysninger vil aftheenge af den enkelte mikroorganisme, samt maden hvorpa og
hvorfor den spredes til miljget. Emnerne vil dog i de fleste tilfeelde omfatte
mikroorganismens systematiske placering og besleegtethed med neertstaende
organismer, dens naturlige forekomst i miljeet, dens overlevelse, mulige
vaekst og dens muligheder for spredning. Desuden vil det for mange organis-
mer veere vigtigt at kende til organismens aktivitet over for mal-organismer,
dvs. sige organismer som organismen er beregnet til at veere aktiv overfor,
effekter pa ikke-méal-organismer, altsd organismer som den ikke er beregnet
til at veere aktiv overfor og mulige interaktioner med andre mikroorganismer.

I denne forbindelse er det ogsa vigtigt at fa viden om de mekanismer som
mikroorganismen betjener sig af i forhold til dens aktivitet over for andre or-
ganismer. For andre mikroorganismer vil det veere vigtigt at indhente oplys-
ninger om deres effekter pa mobilisering og fastleeggelse af neeringsstoffer.
Det vil desuden for de allerfleste organismer veere ngdvendigt at finde viden



om deres mulige sygdomsfremkaldende egenskaber over for mennesker, hus-
dyr og afgreder. Det er ogsé afgerende at fa viden om spredningen til miljoet,
sasom dens omfang, dens tidsmeessighed og maden hvorpé den spredes. Med
udgangspunkt i denne familiaritet med mikroorganismen og spredningens
karakter kan farer identificeres og karakteriseres, og med viden om mikroor-
ganismens overlevelse og mulige veekst samt om spredningens omfang og
tidsmeessighed vil eksponeringen kunne vurderes og de eventuelle risici ka-
rakteriseres. (10,11,12,13,14)

Inden for de seneste ti ar er det neermest blevet en standard at fuld-genom-
sekventere mikroorganismer. Det betyder, at der for mange almindelige arter
af mikroorganismer, specielt bakterier, findes mange forskellige stammer,
som er fuldt sekventerede, og hvor data er nemt tilgeengelige fra offentlige
databaser. Der eksisterer et stort hidtil uudnyttet potentiale for at anvende
disse sekventeringsdata i den mikrobiologiske risikovurdering ikke mindst i
forhold til fareidentifikationen. Den potentielle anvendelse vil gore det muligt
at basere en del af fareidentifikationen p&d sammenligninger mellem mange
stammer inden for den samme art pd genom- og protein-niveau, i forhold til
variationer mellem stammer med hensyn til de egenskaber, som er specielt
centrale i forhold til en anvendelse af den specifikke mikroorganisme og i for-
hold til mikroorganismens eventuelle virulens. Andre data af denne karakter
baseret pa metoder som transscriptomics, proteomics og metagenomics vil i
de kommende &r ogsd komme til at spille en afggrende rolle i den mikrobio-
logiske risikovurdering (10). For mange mikroorganismer udviklet ved hjeelp
af syntetisk biologi vil resultater baseret pa disse teknologier veere tilgenge-
lige.

Hvis det ikke er muligt at klassificere mikroorganismen ved hjeelp af ovenfor
naevnte metoder, er det nodvendigt at foretage en konkret vurdering af mi-
kroorganismen baseret pa viden angdende:

¢ Dens mulighed for at forarsage sygdom eller infektion og hvor alvorlige
disse kan veere.

¢ Dens mulige verter (mennesker - husdyr).

¢ Dens potentielle overlevelse og spredning i samfundet og miljoet.

e Mulighederne for at forebygge og behandle i forhold til mikroorganismen.

I forhold til den genetisk modificerede mikroorganisme skal man ved risiko-
vurderingen tage udgangspunkt i det @ndrede DNAs identitet, oprindelse,
lokalisering, funktion og ekspressions-niveau. Med udgangspunkt i denne vi-
den skal det sa vurderes om den genetisk modificerede mikroorganisme har
endrede egenskaber i forhold til veertsorganismen med hensyn til sundheds-
aspekter og miljghensyn, og hvorvidt dette medferer en eendring af klassifi-
ceringen.

Nar man skal vurdere sandsynligheden for, at den modificerede organisme
kan forarsage en fare, sa skal man ikke kun tage hensyn til risikofaktorerne,
der er forbundet til organismen, men ogsa faktorer som er forbundet med den
indesluttede aktivitet. Disse faktorer er for eksempel: omfanget af aktiviteten,
produktionsmeengderne (volumen og koncentration) og potentialet for dan-
nelse af aerosoler (smd, luftbarne partikler eller draber).

I den endelige vurdering tages der udgangspunkt i veerts mikroorganismens
egenskaber, det genetiske materiale, der er eendret og dets egenskaber i den
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genetisk modificerede mikroorganisme og den indesluttede aktivitets karak-
teristika i en afsluttende risikovurdering. Denne vurdering ferer sa til en til-
deling af risikoklasse til den specifikke indesluttede produktionsaktivitet.
Denne klasse vil ofte veere den samme som den oprindelige mikroorganismes
risikoklasse, men den kan ogsé veere lavere eller hgjere.

Risikoklassen for den indesluttede produktionsaktivitet definerer den anbe-
falede grad af dens indeslutning. Hver grad af indeslutning indebeerer en
raekke tekniske krav, specifikt udstyr og arbejdsgange, og andre beskyttelses-
foranstaltninger, som er neermere specificeret i ovenneevnte bekendtgerelse.



4 Eksempler fra den syntetiske biologi

I det felgende vil ni forskellige eksempler pa genetisk modificerede mikroor-
ganismer udviklet inden for den syntetiske biologi blive gennemgéet med
henblik pd en vurdering af, hvorvidt den nuvearende lovgivning vedrerende
indesluttet anvendelse af genetisk modificerede mikroorganismer er anven-
delig i forhold til den syntetiske biologi. Eksemplerne er udvalgt ud fra, at de
repraesenterer nogle vidt forskellige eksempler inden for den syntetiske bio-
logi, som samtidigt er vurderet til at veere eksempler pa modificerede orga-
nismer, som vil skulle produceres ved en indesluttet produktion inden for de
neermeste ar set i en international sammenheeng (8,9,13).

EKSEMPEL 1. Less is more: Toward a genome-reduced cell factory for
“difficult Proteins”. Sudrez, R.A,, Stiilke, J. og van Dijl, J.M. | ACS Synthetic
Biology 8. 99-108, 2019.

Formal: Formalet med eksemplet er at undersgge om en stamme af Bacillus
subtilis 168 med et reduceret genom er velegnet som veert for produktion af
proteiner, som det ellers er vanskeligt at producere ved fermentering. Resul-
taterne viser, at stammen med et reduceret genom gor det muligt at producere
heterologe proteiner, som ikke kan produceres af udgangsstammen. Dette sy-
nes iseer at skyldes en forgget translation og en reduceret proteolyse af de he-
terologe proteiner.

Veartsorganisme: Veertsorganismen er Bacillus subtilis 168, en B. subtilis-
stamme som er blandt de mest studerede gram-positive bakterier og typeor-
ganismen inden for studier af bakterier fra sleegten Bacillus.

B. subtilis er en klasse 1 mikroorganisme (19), den er blandt de ti mikroorga-
nismer, som er faet sakaldt "Industrial large-scale practice” (GILSP)-status i
Danmark (specielt asporogene stammer), og EFSA har givet den QPS-status
under forudseetning af, at den specifikke stamme ikke har et toksigent poten-
tiale forarsaget af surfactin, som kan have en ikke-specific toksicitet over for
celler ved at pavirke celle-membranen.

B. subtilis 168: Den fulde lukkede genomsekvens er kendt, og en TYGS-analyse
bekreefter artsbestemmelsen (20).

Vurdering: Det vurderes, at B. subtilis 168 kan henfores til risikoklasse 1 ud fra
savel Risikoklasse klassificeringen, som dens GILSP og QPS-status (stammen
producerer ikke surfactin).

Genetisk modifikation: De genetiske modifikationer bestar dels af reduktion
af genomets storrelse fra 4.22 Mb til 2.76 Mb opnaet ved hjelp af en reekke
deletions-trin (B. subtilis PG10), dels af indseettelse af gener for forskellige he-
terologe proteiner i amyE pa kromosomet, som er under kontrol af et inducer-
bart hgj-niveau ekspressionssystem. Sekretion af det heterologe protein bliver
drevet af signalpeptidet pa xylanase genet xynA, som er fusioneret med det
heterologe protein-kodende gen.

B. subtilis PG10: Den fulde lukkede genom-sekvens er kendt, og ogsa her be-
kreefter en TYGS-analyse artsbestemmelsen.
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Vurdering: Det vurderes, at disse modifikationer ikke @endrer klassifikationen
af mikroorganismen fra risikoklasse 1. Dette skyldes, at det er meget lidt sand-
synligt, at modifikationerne vil pavirke stammens muligheder for at forarsage
sygdom og dens evne til at overleve i miljoet

Indesluttet anvendelse: I fremtiden er det sandsynligt, at B. subtilis-stammer
med modifikationer som beskrevet i dette eksempel, vil finde anvendelse til
produktion af proteiner, som det ellers en vanskeligt at producere ved fer-
mentering.

Vurdering: En endelig vurdering af klassificering af en indesluttet anvendelse
kan kun gennemfores i forbindelse med en konkret ansggning om produk-
tion.

Regulering af indesluttet anvendelse: ”"Bekendtggrelse om godkendelse af
produktion med genetisk modificerede mikroorganismer” kan anvendes til
regulering af dette eksempel uden problemer.

Udsatning: Den genetisk modificerede organisme beskrevet i dette eksempel
vil blive brugt til indesluttet produktion.

EKSEMPEL 2. Combating antimicrobial resistance with new-to-nature
lanthipeptides created by genetic code expansion. Karbalaei-Heidari,
H.R. og Rezaq, H. Frontiers in Microbiology 11, 590522, 2020.

Formal: Produktion af nye lantipeptider (post-translationelt modificerede
peptider) med egenskaber som er forskellige fra de egenskaber, som kan pro-
duceres ved hjeelp af naturlig evolution, for at forbedre deres farmaceutiske
egenskaber, s de opnar et potentiale for terapeutiske anvendelser.

Vertsorganisme: Ingen specifik veertsorganisme er angivet, men det fremgar,
at der som udgangspunkt vil blive anvendt bakterier af risikoklasse 1.

Vurdering: Athaengig af den specifikke veertsorganisme

Genetisk modifikation: Den genetiske modifikation betyder, at ikke-kanoni-
ske aminosyrer (aminosyrer som ikke er blandt de 20 naturligt forekom-
mende) indseaettes i kendte lantipeptider, som veertsorganismen er modificeret
til at producere under proteintranslationen. Dette resulterer i lantipeptider
med nye egenskaber, som kan betyde en forggelse af den antimikrobielle ak-
tivitet. Indbygningen af de “nye” aminosyrer kan foregd enten ved stop-
codon repression, en proces hvor et ribosom ikke terminerer proteinsyntesen
ved et stop-codon og derfor muligger inkorporering af en ny aminosyre, eller
ved selektivt tryk-inkorporering, hvor man benytter auxotrofe veerts-stam-
mer, som mangler en essentiel aminosyre. I stedet tilseetter man forskellige
strukturelt og kemisk lignende aminosyre-analoger, der sa i stedet bliver gen-
kendt af de korresponderende tRNA-syntetaser og derfor blive inkorporeret
i peptidet.

Vurdering: Der er pa nuverende tidspunkt ikke tilstreekkelig viden, der ger
det muligt at vurdere, hvorvidt sddanne modifikationer vil sendre risiko-
klasse-klassificeringen af mikroorganismen, da der ikke er tilstreekkelig viden
i forhold til xenobiologi til at gennemfere denne vurdering



Indesluttet anvendelse: Engang i fremtiden er det sandsynligt, at bakterie-
stammer med modifikationer som beskrevet i dette eksempel vil finde anven-
delse til produktion af nye antibiotika med ikke-kanoniske aminosyrer ved
fermentering.

Vurdering: En endelig vurdering af klassificering af en indesluttet anvendelse
kan kun gennemfgres i forbindelse med en konkret ansggning om produktion
og en gget viden i forhold til risikovurdering af xenobiologi.

Regulering af indesluttet anvendelse: ”Bekendtgerelse om godkendelse af
produktion med genetisk modificerede mikroorganismer” vil sandsynligvis
kunne anvendes til regulering af dette eksempel.

Udsatning: Den genetiske modificering beskrevet i dette eksempel vil blive
brugt til indesluttet produktion.

EKSEMPEL 3. Improvement of the quality of soy sauce by reducing en-
Zyme activity in Aspergillus oryzae. Ding, C., Meng, M., Jiang, Y. og Hou,
L. Food Chemistry 292, 81-89, 2019.

Formal: Udvikling af en Aspergillus oryzae-stamme som giver et stgrre ud-
bytte og et hgjere indhold af vigtige smagskomponenter i soyasovs.

Vartsorganisme: Vertsorganismen Aspergillus oryzae er en skimmelsvamp
som i et par tusinde ar i Kina og Japan er blevet anvendt til fremstilling af
soyasauce, miso, saké og koji. Den er desuden i adskillige ar blevet anvendt
til industriel produktion af enzymer. Den specifikke vaertsstamme benaevnes
A. oryzae 3.042, en stamme som bliver anvendt til soyasovs fermentering.
Stammen danner mono-nukleare sporer.

Aspergillus oryzae er en klasse 2 mikroorganisme (DSMZ), den er blandt de ti
mikroorganismer, som er faet GIPLSP-status i Danmark (specielt asporogene
stammer), derimod har EFSA ikke givet den QPS-status, da skimmelsvampe
ikke er omfattet af organismer, som kan opna denne status.

A. oryzae 3.042’s fulde genomsekvens er kendt.

Vurdering: Det vurderes, at A. oryzae 3.042 kan henfores til risikoklasse 2 ud
fra Risikoklasse-klassificeringen, og fordi den kan producere sporer.

Genetisk modifikation: Genet, som koder for den regulatoriske promotor
CreA (ogsa fra A. oryzae 3.042), er blevet indsat i kromosom VII. Udtryk af
dette regulatoriske protein péavirker generelt metabolismen, begreenser ud-
trykket af cellulaser og pektinaser og oger arten og meengden af smagskom-
ponenter, specielt alkoholer og estre, i soyasovs ved fermentering.

Vurdering: Det vurderes, at disse modifikationer ikke sendrer klassifikationen
af mikroorganismen fra risikoklasse 2. Dette skyldes, (1) at organismen ikke
er blevet modificeret med nye egenskaber og (2) at det er meget lidt sandsyn-
ligt, at modifikationerne vil eendre stammens muligheder for at forarsage syg-
dom og dens evne til at overleve i miljoet.

Indesluttet anvendelse: I fremtiden er det sandsynligt, at A. oryzae-stammer
med modifikationer som beskrevet i dette eksempel, vil finde anvendelse til
produktion af soyasovs.
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Vurdering: En endelig vurdering af klassificering af en indesluttet anvendelse
kan kun gennemferes i forbindelse med en konkret ansggning om produk-
tion.

Regulering af indesluttet anvendelse: ”Bekendtgorelse om godkendelse af
produktion med genetisk modificerede mikroorganismer” kan anvendes til
regulering af dette eksempel uden problemer.

Udsetning: Soyasovs indeholder ikke aktiv A. oryzae, da de er blevet inakti-
veret i det feerdige produkt, sa de bliver ikke udsat.

EKSEMPEL 4. The industrial yeast Pichia pastoris is converted from a het-
erotroph into an autotroph capable of growth on COz2. Gassler, Y., Sauer,,
M., Gasserm B., Egermeier, M.,Troyer, C., Causon, T., Hann, S., Matta-
novich, D., og Steiger, M.G. Nature Biotechnology 38, 210-216, 2020.

Formal: Formalet er at omdanne en heterotrof mikroorganisme til en autotrof
som er i stand til at vokse pa CO» Det betyder, at mikroorganismen potentielt
set kan optage og lagre CO, og anvende dette til produktion af organiske for-
bindelser og enzymer.

Veartsorganisme: Veertsorganismen er Pichia pastoris (nu re-klassificeret som
Komagataella phaffii); en methylotrof geer som er almindelig anvendt i den bio-
kemiske forskning og i den bioteknologiske industri.

Komagataella phaffii er en klasse 1 mikroorganisme (DSMZ), og EFSA har givet
den QPS-status.

Vertstammen P. pastoris CBS7434 fulde genomsekvens er kendt. Fylogeneti-
ske analyser viser, at stammen skal henferes K. phaffii.

Vurdering: Det vurderes, at P. pastoris CBS7434 kan henferes til risikoklasse 1
ud fra sdvel Risikoklasse-klassificeringen sdvel som dens QPS-status, da dette
ogsa geelder K. phaffii.

Genetisk modifikation: De genetiske modifikationer, hvor der er blevet ind-
sat otte heterologe gener og fjernet tre native gener, har medfert, at metanol-
metabolisme ”pathwayen” er blevet omdannet til en CO»-fikserings-"path-
way”, som minder om Calvin-Benson-Bassham cyklus (en proces bestdende
af en reekke kemiske reaktioner, der foregar i gronkornene hos de organismer,
som har fotosyntese). Den resulterende stamme kan vokse kontinuerligt med
CO: som den eneste kulstofkilde.

Vurdering: Det er ikke muligt med den eksisterende viden at vurdere, hvor-
vidt de genetiske modifikationer sendrer klassifikationen af organismen.
Dette skyldes, at det ikke er muligt at vurdere, hvorvidt modifikationerne vil
endre organismens evne til at overleve og veere aktiv i sdvel miljoet som i
mennesker. Dette vil kreeve at der gennemfores eksperimenter til belysning af
problemstillingerne.

Indesluttet anvendelse: I fremtiden er det sandsynligt, at K. pastoris-stammer
med modifikationer, som beskrevet i dette eksempel, vil finde anvendelse i
indesluttet bioteknologisk produktion.


https://da.wikipedia.org/wiki/Kemisk_proces
https://da.wikipedia.org/wiki/Gr%C3%B8nkorn
https://da.wikipedia.org/wiki/Fotosyntese

Vurdering: En vurdering af klassificering af en indesluttet anvendelse kan kun
gennemfores i forbindelse med en konkret ansggning om produktion, hvor
de ovennaevnte spgrgsmal vedrgrende overlevelse og aktivitet er blevet afkla-
ret.

Regulering af indesluttet anvendelse: ”Bekendtgorelse om godkendelse af
produktion med genetisk modificerede mikroorganismer” kan anvendes til
regulering af dette eksempel uden problemer.

Udsatning: De genetiske modificeringer beskrevet i dette eksempel vil blive
brugt til indesluttet produktion.

EKSEMPEL 5. Toolboxes for cyanobacteria: Recent advances and future
direction. Sun, T, Li, S., Song, X., Diao, J. og Chen, L. Biotechnology Ad-
vances 36, 1293-1307, 2018.

Formal: Udvikling af cyanobakterier som autotrofe chassiser til produktion
af breendstoffer og kemikalier direkte fra COs..

Vertsorganisme: Cyanobakterier som f.eks. Synechocystis spp. og Anabaena
spp er autotrofe mikroorganismer, som far deres energi gennem fotosyntese.
De er almindeligt kendt som bladgrgnalger, men er en gruppe af bakterier.

Cyanobakterier er ikke omfattet af Risikogruppe klassificeringen af bakterier
og er heller ikke omfattet af QPS. Nogle cyanobakterier producerer humane
toksiner.

Vurdering: Cyanobakterier kan ikke umiddelbart henfores til en risikogruppe.
Det er ngdvendigt, at der gennemfores en ”case-by-case”-vurdering af den
enkelte organisme.

Genetisk modifikation: Verktgijer til genetisk modifikation af cyanobakterier
er ikke sd godt udviklet som for mange andre bakteriegrupper. Imidlertid er
en reekke veerktgjer under udvikling, som snart vil gere det muligt at udvikle
nye cyanobakterie-stammer med sendrede egenskaber ved hjelp af syntetisk
biologi til f.eks. biosyntese af nye organiske forbindelser og breendstoffer di-
rekte fra CO..

Vurdering: Kan ikke gennemferes for mere konkrete eksempler kendes.

Indesluttet anvendelse: Cyanobakterier modificeret ud fra den syntetiske bi-
ologi vil i lgbet af nogle ar blive anvendt i den indesluttede produktion.

Vurdering: Kan ikke gennemferes for mere konkrete eksempler kendes.

Regulering af indesluttet anvendelse: ”Bekendtgorelse om godkendelse af
produktion med genetisk modificerede mikroorganismer” kan anvendes til
regulering af genetisk modificerede cyanobakterier, men det kreever, at de er
blevet risikogruppeklassificerede.

Udsetning: Cyanobakterier modificeret ud fra den syntetiske biologi vil pri-
meert blive anvendt til indesluttet bioteknologisk produktion.


https://da.wikipedia.org/wiki/Autotrof
https://da.wikipedia.org/wiki/Fotosyntese
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EKSEMPEL 6. Development of CRISPR interference (CRISPRI) platform
for metabolic engineering of Leuconostoc citreurn and its application for
engineering riboflavin biosynthesis. Son, J., Jang, S.H., Chaq, J.W. og
Jeong, K.J. International Journal of Molecular Sciences 21, 5614, 2020.

Formal: Formalet er at udvikle et CRISPR interference system til at modificere
udtrykket af bioaktive forbindelser i L. citreum. Det udviklede system anven-
des til at modificere produktionen af riboflavin, som er et vandopleseligt vi-
tamin.

Veartsorganisme: Veertsorganismen er Leuconostoc citreum, som er en hetero-
fermentativ (fermentering der producerer mere end et produkt, f.eks. savel
alkohol som meelkesyre) meelkesyrebakterie, som ofte anvendes til fermente-
ring af fedevarer f.eks. ost og sauerkraut.

Leuconostoc citreum CB2567 er en klasse 1 mikroorganisme (DSMZ) og EFSA
har givet den QPS-status.

Veertstammen L. citreum CBS2567 fulde genomsekvens er kendt og en TYGS-
analyse bekreaefter artsbestemmelsen.

Vurdering: Det vurderes, at L. citreum CBS2567 kan henfgres til risikoklasse 1
ud fra savel Risikoklasse klassificeringen, som dens QPS-status.

Genetisk modifikation: Et nyudviklet CRISPR interference system anvendes
til at nedregulere udtrykket af to gener involveret i produktionen af ribofla-
vin. Systemet forte ikke til reduceret vaekst, men medferte en nedregulering
af gener, der heemmer produktionen af riboflavin, hvilket ledte til en aget pro-
duktion af riboflavin. En samtidig co-expression af riboflavin rib operonen
medferte endvidere, at produktionen af riboflavin blev gget 1.5 gang i forhold
til udgangsstammen

Vurdering: Det vurderes, at disse modifikationer ikke sendrer klassifikationen
af mikroorganismen fra risikoklasse 1. Dette skyldes, at det er meget lidt sand-
synligt, at modifikationerne vil pavirke stammens muligheder for at forarsage
sygdom og dens evne til at overleve i miljoet

Indesluttet anvendelse: I fremtiden er det sandsynligt, at stammen L. citreum
med modifikationer som beskrevet i dette eksempel, vil finde anvendelse til
produktion af bioaktive forbindelser.

Vurdering: En endelig vurdering af klassificering af en indesluttet anvendelse
af kan kun gennemferes i forbindelse med en konkret ansggning om produk-
tion.

Regulering af indesluttet anvendelse: ”Bekendtgorelse om godkendelse af
produktion med genetisk modificerede mikroorganismer” kan anvendes til
regulering af dette eksempel uden problemer.

Udsatning: Den genetisk modificerede organisme beskrevet i dette eksempel
vil blive brugt til indesluttet produktion.



EKSEMPEL 7. Metabolic engineering of Lactococcus lactis for high level
accumulation of glutathione and S-adenosyl-L-methionine. Xu, C., Shi,
Z., Shao, J., Yu. C. og Xu, Z. World Journal of Microbiology and Biotech-
nology 35, 185, 2019.

Formal: Formdlet er at udvikle en probiotisk bakterie, Lactococcus lactis, til at
producere gluthation og S-adenosyl methionin - to lever-beskyttende faktorer
som beskytter mod forskellige leverskader og -sygdomme. Bakterien har sam-
tidigt en oget evne til at kolonisere tarmen.

Veartsorganisme: Vertsorganismen er Lactococcus lactis, som er en
meelkesyrebakterie, der ofte anvendes som starterkultur i mejeri-sektoren
f.eks. til produktion af surmeelk og ymer.

Lactococcus lactis er en klasse 1 mikroorganisme (DSMZ), den er blandt de ti
mikroorganismer, som har fdet GILSP-status i Danmark, og EFSA har givet
den QPS-status

L. lactis NZ9000 fulde genomsekvens er kendt, og en TYGS-analyse bekreefter
arts-bestemmelsen.

Vurdering: Det vurderes, at L. lactis NZ9000 kan henfgres til risikoklasse 1 ud
fra savel Risikoklasse-klassificeringen som dens GILSP og QPS-status.

Genetisk modifikation: De genetiske modifikationer blev gennemfert ved at
konstruere adskillige inducérbare vektorer, som blev introduceret til veertsor-
ganismen og dermed muliggjorde optimering af det linezere dosis-respons
forhold mellem inducer og ekspressionsgraden af de indsatte protein-gener.
De indsatte gener er nogglegenerne til produktion af gluthation og S-adenosyl-
methionin samt en adhesions-faktor indsat pa en sidan made, at der sker co-
ekspression af generne. Generne er klonet fra Lactiplantobacillus plantarum, en
risikoklasse 1 mikroorganisme.

Vurdering: Det vurderes, at disse modifikationer sandsynligvis eendrer klassi-
fikationen af mikroorganismen til risikoklasse 2. Dette skyldes primeert, at
modifikationen forbedrer veertsorganismens evne til at kolonisere tarmen.

Indesluttet anvendelse: I fremtiden er det muligt, at L. lactis-stammer med
modifikationer som beskrevet i dette eksempel, vil blive produceret til anven-
delse som probiotika.

Vurdering: En endelig vurdering af klassificering af en indesluttet anvendelse
kan kun gennemfgres i forbindelse med en konkret ansggning om produk-
tion.

Regulering af indesluttet anvendelse: ”Bekendtgorelse om godkendelse af
produktion med genetisk modificerede mikroorganismer” kan anvendes til
regulering af dette eksempel.

Udsatning: Produktet fra den indesluttede produktion vil skulle anvendes
som et humant probiotika. Denne anvendelse er at betragte som en udseetning
og skal derfor ogsa reguleres af udseetningsdirektivet.
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EKSEMPEL 8. Reprogramming bacteriophage host range through struc-
ture-guided design of chimeric receptor binding proteins. Dunne. M.,
Rupf, B, Tala, M., Qabrati,X., Ernst, P., Shen, Y., Sumrall, E., Heeb, L.,
Pliickthun, A., Loessner, M.J. og Kilcher, S. Cell Reports 29, 1336-1350,
2019.

Formal: Formalet er at udvikle bakteriofager (vira) med et gget veerts-spek-
trum til kontrol af forskellige serovarer (varianter) af den patogene bakterie
Listeria monocytogenes.

Veartsorganisme: Organismen er en L. monocytogenes fagPSA WT, som kan
lysere nogle specifikke stammer af denne bakterieart.

Bakteriofager er ikke omfattet af en risikogruppeklassificering og er heller
ikke omfattet af QPS.

Vurdering: Bakteriofager kan ikke umiddelbart henferes til en risikogruppe.
Det er nodvendigt, at der gennemfores en ”case-by-case”-vurdering af den
enkelte bakteriofag.

Genetisk modifikation: Bakteriofagen er modificeret og re-programmeret
ved en kombination af struktur og kunstig intelligens-baseret design af et ki-
meert receptor-bindende protein, som er i stand til specifikt at interagere med
et bredere spektrum af Listeria-serovarer end vildtypen af bakteriofagen. Bak-
teriofagen er efterfolgende blevet modificeret med den genetiske kode for det
kimeere receptor-bindende protein.

Vurdering: Det er ikke muligt med den eksisterende viden at vurdere, hvor-
vidt de genetiske modifikationer vil eendre den case-by-case gennemforte
klassifikation af organismen. Dette skyldes, at det ikke er muligt at vurdere,
hvorvidt modifikationerne vil eendre bakteriofagens evne til at overleve og
veere aktiv i sdvel miljeet som i mennesker. Dette vil kraeve, at der gennemfo-
res eksperimenter til belysning af problemstillingerne.

Indesluttet anvendelse; Bakteriofager kan produceres med specifikke bakte-
rier som veerter under indesluttede omsteendigheder.

Vurdering: En endelig vurdering af klassificering af en indesluttet anvendelse
af kan kun gennemferes i forbindelse med en konkret ansegning om produk-
tion.

Regulering af indesluttet anvendelse: ”Bekendtgorelse om godkendelse af
produktion med genetisk modificerede mikroorganismer” kan anvendes til
regulering af modificerede bakteriofager, men det kreever, at der er sket en
risikogruppe-klassificering af sdvel bakteriofag-vildtypen som den modifice-
rede bakteriofag.

Udsatning: Produktet fra den indesluttede produktion vil skulle anvendes til
kontrol af patogene bakterier i tarmen hos mennesker. Denne anvendelse er
at betragte som en udseetning og skal derfor ogsa reguleres af udseetningsdi-
rektivet.



EKSEMPEL 9. Engineered root bacteria release plant-available phos-
phate from phytate. Shulse, C.N., Chovatia, M., Agosto, C., Wang, G,
Hamilton, M., Deutsch, S., Yoshilkoni, Y. og Blow, M.J. Applied and Envi-
ronmental Microbiology 85, e01210-19, 2019.

Formal: Formalet er at undersoge mulighederne for at frigere opleseligt fosfat
fra naturlige kilder, som findes i jord. Til dette formal blev en reekke fyloge-
netisk forskellige phytase-gener identificeret og undersggt i forhold til deres
fosfat-oplosende egenskaber og deres evne til at stimulere plantevaekst

Veartsorganismer: Tre rod-koloniserende bakterier (Pseudomonas simiae, Pseu-
domonas putida og Ralstonia spp.) blev anvendt i eksperimenterne.

De er alle tre klasse 2 mikroorganismer (DSMZ), ingen af dem har QPS-status.

Vurdering: En endelig klassificering af de tre bakterier er ikke mulig for en
entydig identifikation og deres specifikke anvendelse foreligger.

Genetisk modifikation: Med udgangspunkt i de forskellige phytasers ami-
nosyresekvens er codon-optimerede gener for ekspression i proteobakterier
blevet syntetiseret og integreret ved konjugation i et modificeret locus i de tre
bakteriers genomer.

Vurdering: Kan ikke gennemfgres for mere konkrete enkelte eksempler ken-
des.

Indesluttet anvendelse: De specifikke bakterier vil kunne produceres under
indesluttede omsteendigheder.

Vurdering: En endelig vurdering af klassificering af en indesluttet anvendelse
kan kun gennemfores i forbindelse med en konkret ansggning om produk-
tion.

Regulering af indesluttet anvendelse: ”Bekendtgerelse om godkendelse af
produktion med genetisk modificerede mikroorganismer” kan anvendes til
regulering af modificerede bakterier, men det kreever, at der er sket en risiko-
gruppe-klassificering af savel vildtyperne som de modificerede bakterier.

Udsatning: De modificerede bakterier fra den indesluttede produktion vil
skulle anvendes som bio-stimulanter i landbrugsjord. Denne anvendelse er en
udseetning af en genetisk modificeret organisme og skal derfor ogsa reguleres
af udseetningsdirektivet.
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5 Konklusioner

Det er den overordnede konklusion, at “Bekendtggrelse om godkendelse af
produktion med genetisk modificerede mikroorganismer” vil kunne finde an-
vendelse ved risikovurdering af indesluttede anvendelser af den syntetiske
biologi. Der er dog ogséd udfordringer forbundet med denne anvendelse, idet
en raekke mikroorganismer ikke umiddelbart kan henferes til en risiko-
gruppe. Det geelder f.eks. cyanobakterier og bakteriofager. Desuden geelder
det for nogle typer af modifikationer, at det ikke med udgangspunkt i den
eksisterende viden om risici kan vurderes, om modifikationerne medfarer
endring af klassifikation f.eks. i forhold til xenobiologi, og i tilfeelde hvor mo-
difikationerne medferer store eendringer af mikroorganismen f.eks. ved at
gore den autotrof. Desuden er der mikroorganismer, der er udviklet til inde-
sluttet produktion, som skal finde anvendelse i miljget. Ved vurdering af mu-
lige udledninger fra produktionen til miljget bgr organismernes anvendelse i
miljoet tages med i den indesluttede klassificering.

De gennemgaede eksempler er valgt, sd de er centrale i forhold indesluttet
anvendelse, og hvor eksemplerne har sandsynlighed for at fgre til anvendel-
ser inden for de neermeste ar. Mulighederne med den syntetiske biologi, som
sandsynligvis ikke eller muligvis ferst pa leengere sigt vil finde anvendelse til
indesluttet produktion, er ikke medtaget. Sadanne eksempler ville kunne
veere “mikroorganismer” med et fuldt syntetiseret genom udviklet med ud-
gangspunkt i genomet fra et antal kendte genomer, eller patogene mikroor-
ganismer ogsa med et syntetiseret genom f.eks. baseret ”historiske” epide-
mier; sddanne anvendelser vil kreeve helt selvsteendige og case-specifikke ri-
sikovurderinger (1,2,3).

En side af den syntetiske biologi, som ikke er omtalt her, er celle-frie produk-
tionsplatforme, som nu kan udggre et alternativ til de traditionelle celle-base-
rede platforme til produktion af proteiner og mindre molekyler. Disse plat-
forme kan bruges til at producere f.eks. proteiner ud fra en eller flere genetiske
skabeloner under tilstedeveerelse af aminosyrer, nukleotider, enzymer og de
rette kemiske omsteendigheder, men uden tilstedeveerelse af mikroorganis-
mer. Denne side af den syntetiske biologi er ikke omfattet af genlovgivningen,
da den ikke involverer aktive organismer, hvilket dog ikke nedvendigvis be-
tyder, at risikovurdering ikke kan veere pakreevet (1,2).

Med udgangspunkt i ovenstaende er der péd en reekke omrader, hvor ny viden
og erfaring ville veere seerdeles nyttig i forhold til risikovurdering af indeslut-
tet anvendelse af mikroorganismer.

o Viden til klassifikation af mikroorganismer som ikke allerede er klassifice-
rede, som f.eks. bakteriofager, cyanobakterier og en lang reekke mikroor-
ganismer, som kan isoleres fra miljoet.

e Erfaring i anvendelse af fuld genomsekventering i risikovurdering.

e Viden vedrerende ”omfattende” modifikationers betydning for mikroor-
ganismens overlevelse og aktivitet i miljeet.

e Viden og erfaring i forhold til risikovurdering af ”xenobiologi”.

o Udvikling af risikovurderingsveerktgjer af “nye syntetiserede mikroorga-
nismer”.
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Bilag 1

Figur 1: Biologisk risikovurdering af indesluttet produktion med genetisk
modificerede mikroorganismer

FPotentielle skadelige effekter
af mikroorganismen
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Bilag 2

Skemaet anviser de normale minimumskrav og foranstaltninger, der er nedvendige for hvert enkelt inde-
slutningsniveau. Fra: Bekendtgerelse om godkendelse af produktion med genetisk modificerede mikro-
organismer (BEK nr 225 af 19/03/2009)
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Specifikationer

Indeslutningsniveauer

1 |2

GENERELT

Levedygtige mikroorga-
nismer bgr indesluttes i
1 | et system, som adskiller
processen fra miljoet
(lukket system)

Eventuelt

Ja

Ja

Ja

Kontrol med udsug-
2 | ningsgasser fra det luk-
kede system

Ja, udslip reduceres

Nej mest muligt

Ja, udslip for-
hindres

Ja, udslip
forhindres

Kontrol med aerosoler
under proveindsamling,
tilforsel af materiale til et
lukket system eller over-
forsel af materiale til et
andet lukket system

Ja, udslip reduceres

Eventuelt mest muligt

Ja, udslip for-
hindres

Ja, udslip
forhindres

Inaktivering af store
mangder kulturvaesker
inden fjernelse fra det
lukkede system

Ja, ved validerede me-

Eventuelt toder

Ja. ved valide-
rede metoder

Ja, ved vali-
derede me-
toder

Forseglinger ber udfor-
mes, sa udslip reduceres
mest muligt eller forhin-
dres

Udslip reduceres mest

Ingen specifikke krav muligt

Udslip forhin-
dres

Udslip for-
hindres

Det kontrollerede om-
rade ber udformes, sa det
6 |ved udledning kan
rumme hele indholdet af
det lukkede system

Eventuelt Eventuelt

Det kontrollerede om-
rade skal kunne forseg-
les for at muliggare des-
infektion

Nej Eventuelt

Eventuelt

Ja

UDSTYR

8 | Adgang via luftsluse

Nej Nej

Eventuelt

Ja

Overfladerne skal vare
resistente over for syrer,
alkalier, oplgsningsmid-
ler, desinfektionsmidler,
dekontamineringsagen-
ser samt lette at rense

Ja,

Ja, (eventuelt bord) (eventuelt bord

Ja,
(eventuelt
bord, gulv)

Ja,
(eventuelt
bord, gulv,
loft, vaegge)

Serlige foranstaltninger
til at sikre tilstraekkelig
udluftning af det kon-
trollerede omrade, sa
luftkontaminering redu-
ceres mest muligt

10

Eventuelt Eventuelt

Eventuelt

Ja

Det kontrollerede om-
rade skal have undertryk
i forhold til den umid-
delbare omgivelse

11

Nej

Eventuelt

Ja

Luftind- og udsugning
fra det kontrollerede om-
rade skal veere HEPA-fil-
treret

12

Nej Nej

Ja, (luftudsug-
ning, valgfrit
for luftindsug-
ning)

Ja, (luftind-
og udsug-

ning)
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ARBEJDSSYSTEM

Lukkede systemer skal
veere beliggende inden

13 for et kontrolleret om- Nej Eventuelt Ja Ja
rade
Kun adgang for specielt .
14 udpeget personale Nej Ja Ja Ja
15 S‘k§lte om biologiske ri- Nej Ja Ja Ja
sici
Personalet skal tage bru-
16 | sebad inden de forlader |Nej Nej Eventuelt Ja
det kontrollerede omrade
Fuldstaen-
dig om-
17 Personalet skal baere be- |]Ja,(arbejdsbeklaed- Ja,(arbejdsbeklaed- Ja kledning
skyttelsesbekleedning ning) ning) inden ud-
gang og
indgang
AFFALD
Inaktivering af genetisk
modificerede mikroorga-
18 | nismer i spildevand fra | Nej Nej Eventuelt Ja
héindvaske og brusere el-
ler lignende spildevand
Inaktivering af genetisk
modificerede mikroorga- d vali d
nismer i kontamineret Ja, med validerede Ja, med vali- ].a, med va-
19 . Eventuelt derede meto- |liderede
materiale og affald, her- metoder d
er metoder

under processpildevand
inden endelig udledning

I skemaet betyder »eventuelt, at brugeren kan gennemfore, disse foranstaltninger pa grundlag af den
konkrete vurdering. Myndighederne kan ogsa, efter den konkrete vurdering, stille krav om, at de foran-
staltninger, der i skemaet er angivet som »eventuelle« skal anvendes.
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