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CRISPR-muterad backtrav

Sammanfattning

Jordbruksverket gor den tolkningen att era vaxter som bar pd T-DNA omfattas
av kravet pé tillstdndsplikt i bestdmmelserna i 13 kap. Miljébalken och
forordning (2002:1086) om utséttning av genetiskt modifierade organismer i
miljon och att de inte omfattas av undantagen fran reglering. Ni maste stka
tillstand for faltférs6k med dessa vixter.

Era vixter som inte bir pa T-DNA, och 4r muterade pa det sétt som ni beskriver,
bedomer Jordbruksverket inte omfattas av kraven pa tillstindsplikt med mer i
samma bestdmmelser. Ni behdver inte soka tillstind for att gora faltforsok med
dessa vixter.

Det finns idag ingen gemensam uttolkning av definitioner och undantag i
lagstifiningen p& EU-niva och Jordbruksverkets tolkning kan komma att éndras
nér en sédan finns.

Arendet

Ni frdgade den 17 juni 2015 om ni behdver anséka om tillstind for att genomfora
faltforsok med backtrav som ni har muterat med hjélp av metoden
CRISPR/Cas9. Ni frégade ocksd om ni behdver soka tillstdnd for att genomfora
faltforsok med sadana muterade véxter dér en sekvens av DNA:t har tagits bort
med hjdlp av metoden och dir egenskapen sedan har aterstillts genom
transformation med hjélp av Agrobacterium, sa kallad komplementering.

Ni beskriver en transformering dér ni med hjélp av Agrobacterium for in ett T-
DNA som kodar {or nukleas Cas9 och en sekvens som kodar for ett (single
guide) sgRNA. Detta CRISPR/Cas9-system orsakar ett platsspecifikt
dubbelstridngsbrott i vixtens DNA, som repareras av cellens egna byggstenar.
Vid denna reparation kan vissa mutationer uppsté. Ni anvénder inte exempelvis
en mall-oligonukleotid eller en sa kallad gene targeting(GT)-kassett i T-DNA:t
vid muteringen. Det gor att dubbelstringsbrottet i viixtens DNA resulterar i
aterligering av kromosomindarna med hjélp av cellens egna system utan att en
fraimmande DNA-sekvens inkorporeras. Malsekvensen i vixtens DNA kan
dérfor endast muteras med hjélp av cellens reparationssystem, genom s.k. non-
homologous end-joining. En eller ett par baser kan forloras eller adderas. Om tva
dubbelstringsbrott induceras kan hela den mellanliggande DNA-sekvensen
forloras. Ni kommer att leta efter och endast vélja véaxter dar DNA har forlorats.
Dels en forlust om 1-2 baser, dels en om 3-4 baser och dels en om 30kb,
producerad genom att initiera tv& dubbelstriangsbrott pa 30 kb:s avstand.
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Beddmning

Definitioner av vad som &r en genetiskt modifierad organism (GMO) finns i 13
kap. 4§ Miljobalken samt artikel 2.2 direktiv 2001/18/EG om avsiktlig utséttning
av genetiskt modifierade organismer i miljén. I 1 kap. 4 § i forordning
(2002:1086) om utséttning av genetiskt modifierade organismer i miljén, samt i
artikel] 3.1 i direktivet, bestédms att GMO framstéllda genom vissa metoder
undantas fran tillstdndsplikt och annan reglering. For att bedoma ifall en viss
vixt omfattas av tillstdndsplikt méste man forst avgéra om vixten 4r en GMO
eller inte. Om den &r en GMO bedémer man sedan om den undantas fran
reglering.

Ni har tvé typer av véxter. Dels sddana dér mutation har gjorts och T-DNA:t &r
bortkorsat och dels likadana véxter dér sedan ett nytt T-DNA har inforts for att
aterstélla véixternas egenskaper. Bada kategorierna uppfyller definitionen for
GMO genom att véixtens DNA har &ndrats p4 ett sétt som inte sker naturligt
genom parning eller naturlig rekombination. Detta eftersom ni har inducerat en
dndring med hjélp av ett frimmande nukleas och de senare véixterna bir dven pa
frimmande DNA.

Era véxter med aterstélld egenskap

De av era véxter som har en ny DNA-sekvens (T-DNA:t) inférd i sitt genom &r
framtagna med en av de metoder fér genetisk modifiering som beskrivs i bilaga
1A, del 1 i direktiv 2001/18/EG. Jordbruksverket anser att de dirmed omfattas
av direktivets reglering. Vixter med infort frimmande DNA #r den vanligaste
kategorin av GM vixter och har alltid bedomts omfattas av lagstiftningen.

Detta betyder att ni méste ha tillstdnd fran Jordbruksverket for att fi utfora
faltforsok med de vaxter ddr T-DNA finns i viixten.

Era véaxter med enbart mutation

Den andra typen av era vixter innehdller endast den mutation som
CRISPR/Cas9-systemet inducerade, eftersom den inférda T-DNA-sekvensen har
korsats bort och ingen ny har tillforts. For att géra bedémningen av om véxterna
ar GMO som ska regleras eller inte sé har vi f6ljt den tolkningsmetod som
aterfinns i Jordbruksverkets yttrande till Landsbygdsdepartementet frin den 4
april 2013. Yttrandet innehaller bland annat den tolkning av begreppet
hybridnukleinsyramolekyler som Gentekniknidmnden féreslog 2012-09-19.

Mutagenes

Vixterna undantas reglering om de #r framtagna med mutagenes enligt 1 kap. 4§
i forordning (2002:1086). Det giller dock inte om framstéllningen inbegriper
anvindning av hybridnukleinsyramolekyler eller GMO.

Det saknas en definition av mutagenes i lagstiftningen. Skil 17 i direktivet séiger
att organismer som har erhallits med vissa metoder for genetiska férandringar
vilka pé vedertaget sétt har anvénts i ett antal tilldmpningar och vilka under en
langre tid inte har visat sig medfora sakerhetsproblem inte bér omfattas av
direktivet. Dérfor undantas bland annat mutagenes i bilaga 1B. Jordbruksverket
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anser att det bor tolkas sé att undantaget géller de molekylédra processer som sker
vid traditionell mutagenes och inte metoden for att erhédlla mutationer, sisom
bestralning. Det bor dven ha varit lagstiftarens intention, eftersom annars skulle
all metodutveckling som skett efter att direktivet skrevs per automatik leda till en
reglerad GMO.

Enligt denna tolkning s &r inforande av frimmande DNA en ny molekylér
process, medan fordndring enbart med cellens egna byggstenar inte dr det. Inget
fraimmande DNA har forts in pd mutationsstéllet. De fordndringar som kan
induceras av CRISPR/Cas9 i era viixter dr féréndringar av vixtens genom med
byggstenar fran den egna cellen. Vi anser att den andra typen av era vixter dr
framstéllda med hjélp av mutagenes.

Vi anser inte att metoden f6r framtagandet av mutationen inbegriper anvindning
av hybridnukleinsyramolekyler. Vi tolkar begreppet sa att det géller under
forutsattning att tekniken 6verensstéimmer med nagon av de tekniker for genetisk
modifiering som beskrivs 1 bilaga 1A, del 1, stycke ett i direktivet.

Tidigare anvéndning av GMO

Déremot har ni vid en tidigare tidpunkt anvént hybridnukleinsyror och GMO for
framstéllningen av mutationerna, eftersom véxterna som har anvints dr
transformerade med T-DNA. De vixter dar T-DNA:t har korsats bort omfattas
dock inte av regelverket enligt Jordbruksverkets tolkning. Tillfillig eller tidigare
nérvaro av DNA ska inte avgdra om en vixt & en GMO som ska regleras eller
inte. Det #r den aktuella véxtens genetiska material som &r avgérande, inte
foregéende generationers. Det &r dessutom omdjligt att se eller analysera om en
mutation &r naturlig eller om véxtens tidigare generationer har modifierats
genetiskt. Samma forédndring i vixtens DNA kan fas genom att injicera nukleas
och sgRNA (samma som i det aktuella T-DNA;t) . Det vore inte lika behandling
att skilja pa véxter med samma mutation men framstéllt pa olika sitt. Detta
betyder att ni inte maste ha tillstand fran Jordbruksverket for att f& utfora
faltforsok med de beskrivna viixterna med enbart de mutationer som
CRISPR/Cas9-systemet inducerade och dér ingen del av T-DNA finns kvar i
vixtgenomet.

CRISPR/Cas9 innefattar flera olika deltekniker. Vi har gjort bedémningen av de
véxter som ni beskriver i er kommunikation och med er beskrivning som

underlag. Bedomningen géller inte nddvéandigtvis for andra véxter framtagna
med CRISPR/Cas9 eller vid andra forhéallanden.

Eftersom ingen gemensam uttolkning av definitioner och undantag i
lagstiftningen finns pd EU-nivé kan Jordbruksverkets tolkning komma att #indras
nér en sadan finns. Det betyder att krav pa ansokan om féltforsék med GMO kan
komma att stillas i ett senare skede.

For de véxter som inte beddms vara GMO som ska regleras finns inget annat
regelverk for faltforsok. Jordbruksverket manar dock till viss forsiktighet vid
odling, da véxternas juridiska status snabbt kan &ndras. Vi skulle dven uppskatta
om ni informerade oss ifall ni anvénder dessa viéxter i faltforsék innan en EU-
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tolkning finns beslutad. Dessutom géller miljobalkens allménna hinsynsregler
alla som bedriver en verksambhet.

I detta drende har avdelningschefen Olof Johansson beslutat. Staffan Ekl6f har
varit foredragande. I den slutliga handldggningen har ocksa Heléne Strém och
verksjuristen Stina Nilsson deltagit,

Olof Jphasson f W T

Staffan Eklof
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