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Einleitung und Ausgangssituation

Bis 2004 waren in der wissenschaftlichen Primarliteratur nur Kurzzeitstudien Uber
wenige Wochen bzw. wenige Monate zum Einsatz von gentechnisch verandertem
Mais MON810 bekannt. Es bestand grundsatzlicher Klarungsbedarf, ob bei einer
langfristigen Fatterung Auswirkungen bei Lebensmittel liefernden Tieren auftreten
konnen.

Die vergleichenden Studien, die als Originalarbeiten in referierten Journalen
publiziert waren, bezogen sich vorrangig auf die Prifung der Nahrstoffaquivalenz und
auf Leistungsdaten, wie Milchproduktion oder Wachstum, sowie auf die
Tiergesundheit. Bezuglich des Abbaus transgener Komponenten stand die
rekombinante DNA im Vordergrund, und es zeigte sich, dass beim Abbau nicht
transgener DNA-Bereiche und rekombinanter DNA keine Unterschiede bestehen.
Demgegenulber existierten weniger solide Daten zum Abbau des Cry1Ab-Proteins,
dem Protein, das als FraRschutz gegen den Maiszlnsler in den Zellen des
transgenen Mais direkt produziert wird. Mais der Sorte MONB810 ist resistent gegen
den Maiszunsler. Dies wurde durch die Integration des crylAb-Gens in das
Maisgenom erreicht, was die Maispflanze dazu befahigt, das insektizid wirkende
Cry1Ab-Protein zu produzieren.

Das aktive Cry1Ab-Protein bindet an Rezeptoren auf dem Mikrovilisaum des
Darmepithels der Maiszunslerlarven. Das Cry1Ab-Protein  perforiert die
Epithelmembran und infolge eines erhdhten Kationenaustausches zwischen
Darminhalt und Epithelzellen kommt es zu einem gestorten elektrischen Potential
und einer Beeintrachtigung des lonen- und pH-Gradienten. Die Epithelzellen quellen
bis zum Platzen durch den erhohten osmotischen Druck. Der Darminhalt gelangt in
die Hamolymphe und die Larve verendet nach wenigen Stunden.

In Maiszlnsler-Befallsregionen, zu denen auch niedrig liegende Maisanbaugebiete
Bayerns gehodren, kann der Anbau von Mais der Sorte MON810 den Einsatz

klassischer Insektizide vermeiden.



Ziele der Studie

- Anbau, Produktion und Konservierung von isogenem und transgenem Mais
mit aquivalenter Qualitat

- Untersuchungen zu den langfristigen Auswirkungen des Einsatzes von
gentechnisch verandertem Mais in der Milchviehfitterung

- Erfassung von Milchleistungsparametern, Stoffwechsel und Tiergesundheit

- Aufbau einer validen hoch-sensitiven Analytik fur alle transgenen
Komponenten gemal der Kriterien der EU Kommissions Richtlinie
2002/657/EC

- Erfassung der Metabolisierung der ,rekombinanten DNA* und des ,Cry1Ab-
Proteins®

- Vergleichende Bewertung der produzierten Milch

Ein besonderer Schwerpunkt der Analytik sollte auf die Verbesserung der
Nachweisgrenze aller rekombinanten Komponenten sowie auf die Zuverlassigkeit der

Methodik gelegt werden.

Maisanbau und -konservierung

Der Anbau der isogenen Maislinie sowie der korrespondierenden transgenen
Maislinie und die Futterkonservierung — mit der gesamten dazugehdrigen
Qualitatssicherung — erfolgte unter der Leitung der fachkundigen Wissenschaftler der
Bayr. LfL an verschiedenen Standorten in Bayern. Dabei wurde beachtet, dass die
Bedingungen fur die Pflanzenentwicklung, wie Aussaat, Boden, Nahrstoffversorgung,
Erntezeitpunkt etc, flir beide Maislinien jeweils aquivalent waren, um Ernten und
Futter gleicher Qualitdt zu erhalten. Die Belastungen mit Mykotoxinen lagen unter
den empfohlenen Orientierungswerten. Die Konservierung erfolgte als Silage,
Maiscobs und Koérnermais.

Die eingesetzten Maisprodukte unterschieden sich ausschlie3lich im Vorhandensein
bzw. Fehlen von Cry1Ab-Protein und der crylAb-DNA. Wahrend der Silierung
wurden Cry1Ab-Protein und crylAb-DNA stark abgebaut und der Eintrag transgener

Komponenten in das Futter erfolgte zu einem wesentlichen Teil Uber Maiscobs.



25-monatige Fitterungsstudie mit Milchkihen

Die Studie wurde mit 36 Milchkihen der Rasse bayrisches Fleckvieh an der LfL
Versuchsstation Grub durchgefuhrt. Die Einteilung in zwei Gruppen erfolgte unter
Berucksichtigung gleichen Alters, gleicher Milchleistung und guter Gesundheit.

Im Versuch wurden im Prinzip 2 Betriebe mit je 18 Kuhen verglichen — das
experimentelle Prozedere erfolgte unter gleichen Bedingungen, nur der Genotyp des
Mais (iso- bzw. transgen) war unterschiedlich. Wegen Krankheit oder Unfruchtbarkeit
abgehende Tiere wurden durch Jungkuhe ersetzt. In beiden Gruppen wurden je 9
Tiere in den 25 Monaten ausgetauscht. In der Gesamtauswertung wurden jedoch alle

Tiere und alle Datensatze berucksichtigt.

Futterung und Nahrstoffaquivalenz

Beginnend im Mai 2005 wurden die 36 Kihe mit Rationen mit maximal sinnvollem
Anteil maisbasierter Futtermittel bedarfsgemal® geflttert. Neben Strukturtragern
(Grassilage, Stroh), Eiweildtragern plus Mineralfutter in gleicher Weise fur alle Tiere,
erhielten 18 Tiere ausschliel3lich isogenen Mais, und 18 Tiere erhielten nur
transgenen Mais des Typs MON810. In Abhangigkeit vom Laktationsstadium wurden
die Rationen bedarfsgemal® zusammen gestellt und der Maisanteil des Futters
lieferte im Mittel etwa 2/3 der Gesamtenergie. Es wurde sichergestellt, dass beide
Gruppen mit Futter gleicher Energie sowie auch sonst gleicher Qualitat und
Zusammensetzung versorgt wurden. Die Uberpriifung von rekombinanter DNA und
Cry1Ab-Protein in den Ausgangsfuttermitteln sowie in den Mischrationen bestatigte
durchgehend die korrekte Handhabung der Futtermittel, und gewahrleistete, dass
nach allen Vermahlungen und Mischungserstellungen die jeweiligen Gruppen auch
mit dem vorgesehenen Futter versorgt wurden. Bei einer durchschnittlichen taglichen
Futteraufnahme von ca. 16 kg Trockenmasse an Grundration wurden von den Kiihen
der Gruppe, die mit transgenem Mais gefuttert wurde, taglich ca. 5,3 mg Cry1Ab-
Protein aufgenommen — hinzu kamen kleinere Mengen aus dem bedarfsgemal}
gefutterten Leistungsfutter.

Wahrend der Futterungsperiode von insgesamt 25 Monaten wurden monatlich
Proben von Blut, Milch und Exkreten sowie vom jeweiligen Futter genommen. Von
den gemerzten Tieren, so wie am Ende der Studie von den geschlachteten Kihen,
wurden zusatzlich Proben vom Magen-Darm-Trakt und von den inneren Organen

gezogen.



Milchleistung
Uber die gesamte Versuchszeit betrug die Milchleistung ohne die nicht erfasste

Biestmilch 7.420 kg Milch je Kuh und Jahr in der isogen gefutterten Gruppe und
7.460 kg in der mit transgenen Maisprodukten gefltterten Gruppe.

In  Zusammenschau mit der aufgeflihrten wissenschaftlichen Literatur ist
festzuhalten, dass der Einsatz von Bt-Mais bei Gewahrleistung gleicher
Maisqualitaten zu keinen Differenzen in der Futteraufnahme und der tierischen
Leistung flihrt. Die angenommene substanzielle Aquivalenz ist aus dieser Sicht somit
als gegeben zu erachten.

Dies zeigte sich neben der Futteraufnahme und Milchleistung auch in den Daten zur
Lebendmasse und zur Korperkondition. Niveau und Entwicklung waren vergleichbar
fur beide Tiergruppen. Die Tiere hatten eine fur Fleckviehkihe passende
Kdrperkondition und Ruckenfettdicke. Insgesamt waren die Tiere beider Gruppen

energetisch gut versorgt.

Stoffwechselparameter, Tiergesundheit und Fruchtbarkeit

Im Versuch lag ein Hauptaugenmerk auf der Erfassung eventueller
Beeintrachtigungen von Gesundheit und Fruchtbarkeit durch die Verfitterung von Bt-
Mais. Neben der Erfassung von Krankheitsdaten erfolgte daher eine intensive
Untersuchung des Stoffwechselgeschehens Uber Untersuchungen in Blutplasma und
Harn. Zur Beurteilung der Fruchtbarkeit wurden erganzend die Gehalte an

Progesteron in der Milch ermittelt.

Die zu prufende Ausgangshypothese des Versuchs war, dass Bt-Mais Uber das
Cry1Ab-Protein auf das Stoffwechselgeschehen und die Gesundheit einwirken kann.
Unter den im Versuch vorliegenden Bedingungen war eine Beeintrachtigung von
Stoffwechselgeschehen, Gesundheit und Fruchtbarkeit nicht ersichtlich. Es bestehen
keine Hinweise auf Anderungen der Funktionen wesentlicher Organe, wie Magen-
Darm-Trakt, Leber, Niere, Milchdrise etc. Bezlglich der Haufigkeit von
Einzelerkrankungen und der Fruchtbarkeit ergaben sich keine signifikanten
Veranderungen; hier ist die beschrankte Aussage auf Grund der Tierzahlen zu
beachten. Die Versorgung mit Makro- und Mikronahrstoffen war bei beiden

Tiergruppen als gut balanciert zu erachten



Fazit der 25-monatigen Futterungsstudie mit Milchkiihen

Mit dem vorliegenden Futterungsversuch ist es gelungen, langfristig hohe Mengen an
Bt-Mais unter vergleichbaren Bedingungen an gut leistende Milchkihe einzusetzen.
Durch den Einsatz von Maiscobs und Maiskdrnern in Erganzung zur Maissilage war
eine hohe Aufnahme an Cry1Ab-Protein und crylAb-DNA gewahrleistet. Etwaige
Beeintrachtigungen im Bereich der Futteraufnahme, der Milchleistung, des
Stoffwechselgeschehens, der Gesundheit und der Fruchtbarkeit hatten sich somit
zeigen konnen. Trotz der relativ hohen Aufnahme an Cry1Ab-Protein waren
Veranderungen in der Bt-Maisgruppe unter den gewahlten Bedingungen nicht
ersichtlich.

Die Tiere zeigten insgesamt eine gute Leistung, waren energetisch ausgefuttert und
stoffwechselstabil. Auf Grund der beschrankten Tierzahl und dem erforderlichen
Tieraustausch Uber die gewahlte lange Versuchsdauer ergeben sich teils
Unterschiede in den Leistungsdaten, die aus den kaum vermeidbaren Unterschieden
zwischen Tiergruppen und der normalen Streuung im Versuch erklarbar sind. Fur die
eigentliche Versuchsfrage der Beeintrachtigung von Leistung, Gesundheit und
Stoffwechsel sind diese jedoch von geringer Relevanz.

Der Versuch liefert einen guten Ansatz zur Beurteilung eines eventuellen Ubergangs
von Cry1Ab-Protein und crylAb-DNA in Milch sowie den Exkrementen, da uber
lange Zeit hohe Mengen mit dem Bt-Mais verfuttert werden konnten. Die Tiere
wurden im Versuch gezielt nach Empfehlung versorgt. Wie sich eventuelle
Stresssituationen, die Uber die aufgetretenen Erkrankungen hinausgehen oder sich
durch massive Fehlversorgung ergeben, auswirken wuirden, kann anhand der
vorliegenden Daten nicht beurteilt werden.

Insgesamt passen sich die Daten gut in die bisherige Literatur ein. Fur Bt-Mais
MONS810 wird die Hypothese der substanziellen Aquivalenz bestatigt. Nach
umfangreicher Datenanalyse ergeben sich bislang keine Hinweise auf maligebliche

Unterschiede in Futterverwertung, Milchleistung und Tiergesundheit.

Neue Entwicklungen in der Analytik
In friheren Futterungsstudien lag der Schwerpunkt der Analytik auf der Erfassung
der rekombinanten DNA. Erganzend sollte in dieser Studie die Analytik fir das

Cry1Ab-Protein aufgebaut werden. Weitere Schwerpunkte sollten auf die Validierung



der Quantifizierungen sowie auf die Verbesserung der Nachweisgrenze und die

Zuverlassigkeit der Methodik gelegt werden.

Entwicklung und Validierung sensitiver Verfahren fiir crylAb-DNA

Fir Futtermittel, Blut, Exkrete und Milch wurden spezielle DNA-Extraktionsverfahren
entwickelt. Hier ist zu betonen, dass die DNA-Isolierung jeweils aus dem
Gesamtmaterial — also auch aus Vollmilch — erfolgte, um Verluste bei einer
Vorfraktionierung zu vermeiden. Die quantitative Bestimmung der crylAb-DNA wurde
mittels  hoch-spezifischer sensitiver real-time qPCR durchgefihrt. Die
Gehaltsbestimmung erfolgte anhand von Eichkurven, die regelmafige ldentifizierung
der Amplifikate Uber deren Schmelzkurven. Die Spezifitat wurde weiterhin durch Gel-
Elektrophorese und Resequenzierung der Amplicons gezeigt. Fur Milch wurde eine
zuverlassige Bestimmungsgrenze von 100 Kopien pro Mikroliter erreicht. Aus der
bisherigen Literatur sind uns derart sensitive Bestimmungsgrenzengrenzen nicht

bekannt.

Entwicklung und Validierung sensitiver Verfahren fiir Cry1Ab-Protein

Vor Beginn dieser Studie war uns aus der Literatur kein Immunoassay zur Detektion
immunoaktiver Fragmente des Cry1Ab-Proteins in tierischen Geweben oder
Flissigkeiten bekannt, der nach den Kriterien der EU Kommissions Richtlinie
2002/657/EC validiert war.

Da gegenwartig mit Immunoassays die besten Sensitivitaten fir einzelne Proteine
erreicht werden konnen, wurde ein sensitiver ELISA fur die Detektion von Cry1Ab-
Protein entwickelt und gemal der Richtlinie validiert. Ein spezifischer Antikorper
gegen das Cry1Ab-Protein wurde in Kaninchen generiert und maturiert. Mittels einer
eigens entwickelten Immuno-Affinitats-Chromatochraphie konnte nach Vorreinigung
bei hoher Stringenz ein hoch-affiner sehr spezifischer Antikorper isoliert werden — als
wesentliches Schlusselreagenz fur einen neuen ELISA mit einer absoluten
Nachweisgrenze von 16 Attomol Cry1Ab-Protein.

Der unterste Messbereich dieses Assays in komplexen Matrizes liegt bei
Futtermitteln, Exkreten und Blut im unteren ppb-Bereich (Nanogramm pro Gramm)
und fur Milch war der Test noch um eine GroRenordnung sensitiver mit Werten
unterhalb des ppb-Bereiches. Der CCa betrug 0,25 ng/mL und der CCp lag bei 0,4



ng/mL Milch. Die Wiederfindungsrate fur Cry1Ab-Protein betrug durchschnittlich
97%.

Definitionen gemal EU Kommissions Richtlinie 2002/657/EC:
CCa = decision limit = Entscheidungsgrenze

CCp = detection capability = Nachweisvermogen (Bestimmungsgrenze)

Metabolisierung von rekombinanter DNA und Cry1Ab-Protein in der Milchkuh

In allen Futtermittelproben der mit transgenem Mais erstellten Rationen wurde
crylAb-DNA und Cry1Ab-Protein nachgewiesen und in geringerer Konzentration in
den entsprechenden Facesproben. Untersuchungen mittels ,western-blot* von
Proben des Darminhalts geschlachteter Kiihe sowie von Facesproben zeigten, dass
beim Abbau von Cry1Ab-Protein ein Fragment etwa des halben Molekulargewichtes
als Zwischenprodukt auftritt.

Nach Verfutterung von MON810-Mais ergaben sich aus der Analyse von keiner der
insgesamt 450 Blutproben Hinweise auf den Transfer von crylAb-DNA oder Cry1Ab-
Protein in das Blut bzw. in den Organismus der Kuh.

In fast allen Urinproben waren crylAb-DNA und Cry1Ab-Protein ebenfalls nicht
nachweisbar; einige wenige schwach positive Befunde im Urin sind durch

Kontamination mit Kot bei der Probennahme erklarbar.

Befunde zum Lebensmittel Milch

Aus der Untersuchung der insgesamt 900 Milchproben beider Gruppen ergaben sich
keine Hinweise auf den Transfer von crylAb-DNA oder Cry1Ab- Protein in die Milch.
Milch von Kuhen nach Verfutterung von isogenem Mais oder transgenem Mais ist zu
keinem Zeitpunkt unterscheidbar — auch nicht mit der gegenwartig besten

Technologie.



Geschwindigkeit des CrylAb-Protein Abbaus bei der Verdauung in der
Milchkuh

In einer kleinen separaten Studie wurde die Konzentration bzw. die Verdaulichkeit
des Cry1Ab-Proteins im Vergleich zum Gesamtprotein erfasst. Die Untersuchungen
zeigten, dass der Anteil des Cry1Ab-Proteins im Futter am hochsten (9,4
Mikrogramm Cry1Ab-Protein pro Gramm Gesamtprotein der Mischration) und in den
Facesproben der Anteil etwa halbiert war (4,2 Mikrogramm Cry1Ab-Protein pro

Gramm unverdautes Gesamtprotein).

Resimee und Schlussfolgerungen

In dieser Studie wurden von den 36 Tieren insgesamt ca. 30 000 Einzelbefunde zu
den Themenkomplexen Futterung, Nahrstoffaquivalenz, Milchleistung, Stoffwechsel,
Tiergesundheit und Fruchtbarkeit erhoben. Hinzu kommen ca. 8 000 Einzelbefunde
zu den Themenkomplexen Metabolisierung von crylAb-DNA und Cry1Ab-Protein.
Die Bewertungen von MON810 basieren somit auf der Gegenuberstellung von

jeweils ca. 19 000 Einzelbefunden, die pro Fltterungsgruppe erhoben wurden.

Die Analytik zur Metabolisierung von crylAb-DNA und Cry1Ab-Protein wurde
wesentlich verbessert bzw. vdllig neu entwickelt und in hochrangigen, streng
referierten wissenschaftlichen Journalen publiziert. Die Qualitat der Daten ist damit

als auRerordentlich solide zu erachten.

Nach 25-monatigem Einsatz in der Milchviehfutterung ergibt sich eine Aquivalenz
des Futterwertes von isogenem Mais und transgenem Mais des Typs MON810.

Stoffwechsel, Tiergesundheit und Leistung sind nicht beeinflusst.

Die Bewertungen der Cry1Ab-Protein Metabolisierung kennzeichnen keine
spezifische Persistenz sondern eine schnelle Abbaubarkeit im Verdauungssystem
analog zu anderen Proteinen. Der Anteil an unverdautem Gesamtprotein ist eher

hoher als der Anteil an unverdautem Cry1Ab-Protein.

Auch bei hoher Beprobungsintensitat und extrem sensitiver Nachweisgrenze bis in

den ppt-Bereich (Picogramm pro Milliliter) existieren keinerlei Hinweise auf einen
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Transfer transgener Komponenten in das Lebensmittel Milch. Milch von Kiihen nach
Verfutterung von isogenem Mais oder transgenem Mais ist zu keinem Zeitpunkt

unterscheidbar.
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