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Abstracts
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Molecular markers are used to select or prove the presence of
genetically modified organisms (GMOs) and to make cellular proc-
esses visible. As exogenous gene sequences they must be evalu-
ated from the point of view of biosafety. It is particularly important
to use environmentally sound markers in field trials of GMOs, or
when putting GMOs on the market. The present study describes
the systems currently in use, their mechanisms and possibilities for
application, and the current status of the technology in terms of
removing markers that are no longer required. These details are
supplemented by excerpts from Statements and references to
further literature and web sites. The report provides a useful aid for
comparing and evaluating marker systems in terms of their proper-
ties with relevance for human beings and the environment.

Molekulare Marker werden zur Selektion und zum Nachweis von
gentechnisch veranderten Organismen (GVO) und zum Sichtbar-
machen von Zellprozessen verwendet. Als zusatzliche Gense-
guenzen sind sie dabei unter dem Aspekt der Biosicherheit zu
beurteilen. Vor allem bei Freisetzungen und besonders beim In-
verkehrbringen von GVOs ist es wichtig, umweltvertragliche Mar-
ker zu verwenden. Die vorliegende Studie beschreibt die derzeit
angewandten Systeme, deren Einsatzméglichkeiten und Wirkme-
chanismen sowie den Stand der Technik in Hinblick auf das Ent-
fernen von Markern, wenn diese nicht mehr benétigt werden. Die-
se Angaben werden erganzt mit Ausziigen aus Stellungnahmen
und Verweisen auf weiterfuhrende Literatur und Internet-Seiten.
Damit ist der Bericht ein nutzliches Hilfsmittel, um Markersysteme
beziglich ihrer fir Mensch und Umwelt relevanten Eigenschaften
miteinander vergleichen und beurteilen zu kénnen.



Abstracts

Mots-clés:
disséminations dans
I'environnement,
resistance aux anti-
biotiques, sécurité
biologique

Parole chiave:
emissioni deliberate
nell’ambiente, resi-
stenza all'antibiotico,
biosicurezza

Les marqueurs moléculaires sont utilisés pour la sélection et la
détection des organismes génétiquement modifiés (OGM) et pour
mettre en évidence des processus cellulaires. En tant que sé-
guences de genes supplémentaires, il y a lieu de les évaluer sous
l'angle de la sécurité biologique. Il est important d'utiliser des mar-
gueurs sans effets sur I'environnement, notamment lors des dis-
séminations d'OGM dans I'environnement, et plus particulierement
lors de leur mise dans leur commerce. La présente étude décrit les
différents systémes utilisés, leurs possibilités d'application et leurs
mécanismes d'action, ainsi que I'état actuel de la technologie per-
mettant I'élimination des marqueurs lorsque ceux-ci ne sont plus
nécessaires. Ces informations sont complétées par des citations
extraites de prises de position ainsi que par des références a des
publications et a des sites Internet renfermant des données plus
détaillées. Ce rapport constitue donc un outil utile pour comparer
et évaluer les caractéristiques importantes des systemes de mar-
gueurs du point de vue de leurs effets sur I'homme et I'environne-
ment.

| marcatori molecolari vengono utilizzati per selezionare e per
identificare organismi geneticamente modificati (OGM), nonché
per evidenziare i processi cellulari. In quanto sequenze supple-
mentari di geni, essi vanno valutati dal punto di vista della biosicu-
rezza. Nel caso di emissioni deliberate nelllambiente, e segnata-
mente della messa in commercio di OGM, e importante utilizzare
dei marcatori inoffensivi dal punto di vista ambientale. Il presente
studio descrive i vari sistemi utilizzati, le loro possibilita di applica-
zione e i loro meccanismi d'azione come pure lo stato attuale della
tecnica che permette di eliminare i marcatori quando questi non
sono piu necessari. Esso viene completato con citazioni tratte da
pareri nonché da riferimenti a pubblicazioni e siti Internet conte-
nenti informazioni piu dettagliate. Il rapporto € quindi un elemento
utile per paragonare e valutare le caratteristiche rilevanti dei si-
stemi di marcatura dal punto di vista dei loro effetti sull'uomo e
'ambiente.
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Vorwort

Die Verwendung von Antibiotikaresistenz-Genen als molekulare Marker in der biotechnologi-
schen Pflanzenzuchtung ist seit Beginn des kommerziellen Einsatzes sehr umstritten. Es wird
befiirchtet, dass durch die massenhafte Freisetzung transgener Pflanzen via horizontalem
Gentransfer die Verbreitung dieser Gene innerhalb des Bakterienreiches geférdert wird und
damit die Verwendung von Antibiotika — die einzige Therapieform fir Bakteriosen — zusatzlich
gefahrdet wird. Zwar gibt es keine wissenschaftlichen Belege fiir diese Beflirchtung, dennoch
hat die Gesetzgebung in der Europaischen Union nun in diesem sensiblen Bereich ihre Ver-
antwortung als Schutzinstanz tbernommen und Regelungen in Kraft gesetzt, die die schrittwei-
se Einstellung der Verwendung dieser Gene bis Ende 2008 sicherstellen sollen. Auch in der
Schweiz sind analoge Regelungen vorgesehen.

Die Diskussion um die Verwendung von Antibiotikaresistenz-Genen macht deutlich, dass die
Beurteilung von molekularen Markern bei der Risikobewertung einer Freisetzung von gentech-
nisch veranderten Organismen eine wichtige Rolle spielt. Nachdem nun unbedenkliche Alterna-
tiven zu Antibiotikaresistenz-Genen gefragt sind, ist eine Evaluation der méglichen Markersy-
steme in Bezug auf Sicherheit und Umweltvertraglichkeit notwendig. Denn flr die Konstruktion
gentechnisch veranderter Organismen (GVO) sind molekulare Marker ein unerlassliches In-
strument, weil mit ihrer Hilfe erfolgreich transformierte Organismen aus der grossen Menge der
Ubrigen Organismen selektioniert werden kénnen. Auf der anderen Seite kdnnen molekulare
Markersysteme aber auch der biologischen Sicherheit dienen, indem sie es ermdglichen, auf
relativ einfache Weise bestimmte gentechnisch veranderte Organismen nachzuweisen und ihr
Vorkommen in einem Betrieb oder in der Umwelt zu ermitteln. Molekulare Marker sind somit
gerade aus der Sicht des Umweltschutzes nicht bloss Uberflissige Fremd-DNA, die es unbe-
dingt zu eliminieren gilt, sondern gleichzeitig auch zusatzliches Erbmaterial mit nitzlicher Funk-
tion.

Mit der vorliegenden Studie soll nun ein Uberblick tiber die heute gebrauchlichen Systeme und
ihre Wirkungsmechanismen gegeben werden und die Mdoglichkeiten und Grenzen aufgezeigt
werden, unerwlnschte molekulare Markersysteme zu ersetzen oder ganz zu eliminieren. Die
vorliegende Studie will mit einer einfachen Klassierung der verschiedenen Systeme unter dem
Blickwinkel des Umweltschutzes den Vollzugsbehérden Unterstlitzung in ihrer verantwortungs-
vollen Aufgabe liefern sowie auch den Gesuchstellern solcher Vorhaben eine Hilfe anbieten.

Philippe Roch, Direktor






Zusammenfassung

Zusammenfassung

Ausgangslage und Zielsetzung

Markersysteme erlauben es, einen Organismus — oder Zellen davon — von einem anderen Or-
ganismus zu unterscheiden. Sie haben zudem eine wichtige Funktion bei der Konstruktion von
gentechnisch veranderten Organismen (GVO).

Die vorliegende Studie liefert aus dem Fokus der Biosicherheit eine Ubersicht zu den verschie-
denen Markersystemen und deren Einsatzmaoglichkeiten und Eigenschaften. Und sie beschreibt
den Stand der Technik, wie molekulare Marker nach deren Verwendung wieder aus dem gen-
technisch veranderten Organismus eliminiert werden kdnnen.

Biologische Sicherheit

Aus Grinden der biologischen Sicherheit muss ein GVO gegenuber seinem Wildtyp unter-
scheidbar sein; dieser Nachweis des GVO erfolgt mit Hilfe eines Markers. Wo die Unterscheid-
barkeit mit Hilfe der primar erwiinschten, transgenen Eigenschaft machbar ist, braucht es kei-
nen zusatzlichen Marker mehr. Diejenigen transgenen Eigenschaften eines Organismus, die fur
die vorgesehene Verwendung eines GVO nicht mehr benétigt werden, sind deshalb zu entfer-
nen.

Entfernen von Markern

Es gibt molekulargenetische Techniken, welche relativ gezielte Eingriffe in ein Genom ermagli-
chen und die Entfernung von nicht mehr benétigten Markern erlauben. Bei Pflanzen steht die
Technik fir die gezielte Veranderung des Genoms und insbesondere das Eliminieren oder
Ersetzen ganzer Gene in den Anfangen. Aktuelle Forschungsergebnisse zeigen aber, dass es
auch bei den schwieriger zu transfomierenden Pflanzen wie beim Weizen mdglich ist, Pflanzen
ohne Marker und mit einer gezielten Integration des Gens fiir die gewiinschte Eigenschaft zu
konstruieren. Voraussetzung ist, dass das spatere Entfernen von Genen bereits bei deren Inte-
gration ins Genom vorausgeplant wurde.

Risikobewertung

Die Risikobewertung fur das Inverkehrbringen eines gentechnisch veranderten Organismus ist
am aufwandigsten, weil es sich dabei um die Marktzulassung und damit um die potenziell
grosste Verbreitung in der Umwelt handelt. Bei der Risikobewertung wird ein ,Fall-zu-Fall* und
ein ,Schritt-fir-Schritt“-Vorgehen praktiziert. Der Aufwand fur eine Risikobewertung steigt, je
mehr Effekte der Fremd-DNA in einem rekombinanten Organismus abzuschatzen sind. Im Hin-
blick auf einen Freisetzungsversuch oder ein Inverkehrbringen eines gentechnisch veranderten
Organismus ist deshalb die jeweils geringste notwendige Veranderung anzustreben, um den
gewtlnschten Phanotyp zu erzielen. Ein Markersystem darf bei einer Freisetzung oder dem
Inverkehrbringen eines gentechnisch veranderten Organismus keine Gefahrdung fiir Mensch
und Umwelt darstellen.



Zusammenfassung

Empfehlungen
Es gilt: Je weniger Fremd-DNA vorhanden und je besser sie charakterisiert ist, desto

> geringer ist der Aufwand fiir die Risikobewertung
> zuverlassiger wird das Resultat der Bewertung

> geringer ist das Risiko fir Mensch und Umwelt.

Anzustreben ist:
1. Eine vollstdndige Charakterisierung der inserierten Marker-DNA

2. Eine Reduktion der Fremd-DNA auf die notwendigen Sequenzen, d.h. auf die pri-
mar erwunschten, transgenen Eigenschaften inklusive der Mdglichkeit des Nach-
weises des GVO

3.a Kein Fitnessvorteil des GVO durch die Marker-DNA unter nicht-spezifischen, se-
lektiven Umweltbedingungen und

3.b  Kein Fitnessvorteil durch (Gentransfer tibertragene) Marker-DNA in einem anderen
Organismus bei nicht-spezifischen, selektiven Umweltbedingungen

4. Zuverlassige Nachweisbarkeit des GVO und Unterscheidbarkeit von seinem Wild-
typ

5. Eine hohe genetische Stabilitat

6. Keine oder auf ein Minimum reduzierte Mobilisierbarkeit der Marker-DNA
7. Eine nahe phylogenetische Verwandtschaft zwischen Spender und Empfanger.
Quintessenz

Bei einem Freisetzungsversuch und insbesondere fiir ein Inverkehrbringen ist es aus Sicht der
Biosicherheit anzustreben, dass bei einem gentechnisch verdnderten Organismus nur jene
Fremdgene eingeflihrt werden, welche charakterisiert und fir die primar erwiinschte, transgene
Eigenschaft notwendig sind.

10



Résumé

Résumé

Point de la situation et objectifs

Les systémes de marqueurs permettent de distinguer un organisme — ou des cellules issues de
celui-ci — d'un autre organisme. lls ont en outre une fonction prépondérante lors de la construc-
tion d'organismes génétiquement modifiés (OGM).

La présente étude passe en revue les différents systéemes de marqueurs ainsi que leurs possi-
bilités d'application et leurs caractéristiques sous Il'angle de la biosécurité. Elle décrit en outre
I'état actuel de la technologie permettant d'éliminer des marqueurs biologiques des organismes
génétiquement modifiés une fois qu'on n'en a plus besoin.

Sécurité biologique

Un OGM doit, pour des raisons de sécurité biologique, pouvoir étre distingué de son espéce
sauvage; cette identification s'effectue a I'aide d'un marqueur. Partout ou la distinction s'avére
possible a l'aide de la caractéristique transgénique premiére que I'on désire obtenir, il n'est pas
nécessaire d'ajouter un marqueur. Les caractéristiques transgéniques d'un organisme qui ne
sont plus nécessaires pour l'utilisation prévue d'un OGM doivent donc étre éliminées.

Elimination des marqueurs

Il existe des techniques de génétique moléculaire permettant d'intervenir de maniére
relativement ciblée sur le génome et de retirer les marqueurs dont on n'a plus besoin. Chez les
plantes, la technique de modification ciblée du génome, et notamment I'élimination ou le
remplacement de génes entiers, en est a ses débuts. Les résultats des recherches actuelles
montrent toutefois qu'il est possible, méme dans le cas de plantes relativement difficiles a
transformer comme le blé, de construire des plantes sans marqueurs dans lesquelles le géne
codant pour la caractéristique souhaitée a été intégré de maniéere ciblée. La condition préalable
est qu'il faut avoir prévu d'avance, lors de l'insertion des génes dans le génome, leur élimination
ultérieure.

Evaluation du risque

L'évaluation du risque pour la mise dans le commerce d'un organisme génétiquement modifié
est I'évaluation la plus compléte et la plus longue a réaliser du fait qu'il s'agit d'une autorisation
de mise sur le marché et, partant, de la propagation potentiellement la plus importante dans
I'environnement. On procéde a I'évaluation du risque par une démarche au « cas par cas » et
« pas a pas ». Le temps nécessaire a ce type d'évaluation augmente proportionnellement au
nombre d'effets induits par des ADN étrangers qu'il y a lieu d'évaluer dans l'organisme recom-
binant. Dans I'optique d'une dissémination expérimentale ou de la mise dans le commerce d'un
organisme génétiquement modifié, il faut donc chercher a introduire le minimum de modifica-
tions nécessaires pour obtenir le phénotype souhaité. Un systéeme de marqueurs ne doit pré-
senter aucun danger pour I'nomme et I'environnement lors d'une dissémination expérimentale
ou de la mise dans le commerce de I'organisme génétiquement modifié).

11



Résumé

Recommandations

La régle qui s'applique est: moins il y a d'ADN étranger et mieux celui-est caractérisé, plus

> I'évaluation du risque est simple a réaliser

> le résultat de I'évaluation est fiable

> le risque pour 'homme et I'environnement est faible

L'objectif doit étre:

1. une caractérisation compléte de 'ADN des marqueurs insérés;

2. la limitation de I'ADN étranger aux séquences nécessaires, a savoir les caractéris-
tiques transgéniques souhaitées en premier lieu, y compris la possibilité d'identifier
'OGM;

3.a aucun avantage conféré par 'ADN marqueur a I'OGM dans des conditions envi-
ronnementales sélectives, non spécifiques; et

3.b  aucun avantage conféré par I'ADN marqueur transmis par transfert génétique a un
autre organisme dans des conditions environnementales sélectives, non spécifi-
ques;

4, une identification fiable de 'OGM et une différenciation possible d'avec l'espece
sauvage;

5. une stabilité génétique élevée;

6. aucune mobilisation des ADN marqueurs ou une mobilisation réduite au strict mi-
nimum;

7. le donneur et le receveur doivent étre proches du point de vue phylogénétique.

Quintessence

Dans l'optique d'une dissémination expérimentale d'un organisme génétiquement modifié, et

plus particulierement de sa mise en circulation, il y a lieu de viser, du point de vue de la biosé-

curité, a n'introduire que des génes étrangers caractérisés et nécessaires a exprimer la carac-

téristique transgénique premiére souhaitée.

12



Compendio

Compendio

Situazione di partenza e obiettivi

| sistemi di marcatura consentono di distinguere un organismo - o cellule provenienti da esso -
da un altro organismo. Essi hanno, inoltre, una funzione importante nella costruzione di organi-
smi geneticamente modificati.

Il presente studio esamina, dal punto di vista della biosicurezza, i diversi sistemi di marcatura
nonché le loro possibilita di applicazione e caratteristiche. Inoltre, descrive lo stato attuale della
tecnica che permette di eliminare, una volta utilizzati, i marcatori molecolari dagli organismi
geneticamente modificati.

Biosicurezza

Un OGM deve, per ragioni di biosicurezza, essere distinguibile rispetto al suo ceppo selvatico;
l'identificazione viene effettuata grazie ad un marcatore. Ove la distinzione pud essere operata
usando la caratteristica transgenica primaria desiderata, non € necessario aggiungere un
ulteriore marcatore. Le caratteristiche transgeniche di un organismo che non sono piu
necessarie per I'utilizzazione prevista di un organismo vanno quindi eliminate.

Eliminazione dei marcatori

Esistono tecniche di genetica molecolare che consentono di intervenire in maniera
relativamente mirata su un genoma e di eliminare i marcatori che non sono piu necessari. Per
quanto riguarda le piante, la tecnica di modificazione mirata del genoma, e segnatamente
I'eliminazione o la sostituzione di geni interi, &€ ancora agli inizi. Tuttavia, i risultati attuali delle
ricerche indicano che & possibile, anche nel caso di piante relativamente difficili da trasformare
come il frumento, produrre piante senza marcatori, inserendo in maniera mirata il gene per la
caratteristica desiderata. A condizione, pero, di aver previsto I'eliminazione dei geni gia al
momento del loro inserimento nel genoma.

Valutazione del rischio

La valutazione del rischio per la messa in commercio di un organismo geneticamente modifi-
cato richiede piu tempo dal momento che riguarda la commercializzazione e quindi, la diffusio-
ne potenzialmente maggiore nell'ambiente. La valutazione del rischio viene effettuata "caso per
caso" e "passo per passo". Il tempo necessario per una valutazione del rischio aumenta pro-
porzionalmente al numero di effetti del DNA estraneo che occorre esaminare in un organismo
ricombinante. Nell'ottica di un'emissione sperimentale o di una messa in commercio di un orga-
nismo geneticamente modificato occorre quindi cercare di introdurre il minor numero di modifi-
che necessarie al fine di ottenere il fenotipo auspicato. Un sistema di marcatura non deve co-
stituire, in occasione di un'emissione deliberata nell'ambiente o di una messa in commercio di
un organismo geneticamente modificato (OGM), alcun pericolo per I'essere umano e I'ambien-
te.
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Compendio

Raccomandazioni
La regola da applicare € la seguente: minore € la quantita di DNA estraneo e migliore € la sua
caratterizzazione

> piu la valutazione del rischio & facile da realizzare
> piu il risultato della valutazione & affidabile
> minore ¢ il rischio per 'uomo e I'ambiente

L'obiettivo da conseguire € il seguente:
1. una caratterizzazione completa del DNA marcatore inserito;

2. una limitazione del DNA estraneo alle sequenze necessarie, ossia alle caratteristi-
che transgeniche primarie desiderate, ivi compresa la possibilita di identificare
'OGM;

3.a nessun vantaggio per 'OGM da parte del DNA marcatore in condizioni ambientali
selettive, non specifiche; e

3.b nessun vantaggio conferito (mediante trasferimento genetico) dal DNA marcatore
ad un altro organismo in condizioni ambientali selettive non specifiche;

4, identificazione attendibile del'OGM e differenziazione rispetto al suo ceppo selva-
tico;

5. una stabilita genetica elevata;

6. nessuna mobilitazione o una mobilitazione ridotta al minimo del DNA marcatore ;

7. una stretta relazione filogenetica tra donatore e ricevente.

Elementi essenziali

Nell'ottica di un'emissione sperimentale e in particolare di una messa in commercio ci si deve
prefiggere, dal punto di vista della biosicurezza, di introdurre negli organismi geneticamente
modificati solo i geni estranei che sono caratterizzati e necessari ad esprimere la caratteristica
transgenica primaria desiderata.
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Summary

Summary

Starting point and aims

Marker systems allow one organism — or cells from it — to be distinguished from those of an-
other. They have therefore an important function in the construction of genetically modified or-
ganisms. The present study delivers an overview of the various marker systems and their appli-
cations and properties from the point of view of biosafety. In addition it describes the status of
the technology with which molecular markers can be eliminated from a genetically modified
organism after use.

Biological safety

For reasons of biological safety a GMO must be distinguishable from its wildtype; proving the
presence of the GMO is performed using a marker. Where the differentiation can be made
using the primarily desired transgenic properties, no additional marker is required. The
transgenic properties of an organism that are not required for the planned use of a GMO should
therefore be removed.

Removal of markers

There are molecular genetic techniques that make relatively targeted interventions into the
genome possible, and permit the removal of markers that are no longer required. In plants, the
technology for the targeted modification of the genome and particularly the elimination or
replacement of whole genes, is still in its infancy. Current research results indicate, however,
that even for plants that are more difficult to transform, such as wheat, it is possible to construct
plants without markers and with the targeted integration of the gene for the desired
characteristics. It is a prerequisite to plan for the later removal of genes already at the time of
their integration into the genome.

Risk assessment

A risk assessment for bringing a genetically modified organism into circulation is extremely
costly, because it concerns the release onto the market and thereby the potential broadest
spread throughout the environment. The risk assessment uses a "case by case” and "step by
step” procedure. The cost of a risk assessment increases, the more effects of the foreign DNA
in a recombinant organism there are to evaluate. In terms of a field trial or bringing a genetically
modified organism onto the market, there should therefore be the least modification necessary
to produced the desired phenotype. A marker system must not present a danger to human be-
ings or the environment in the release or putting on the market of a genetically modified organ-
ism.
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Summary

Recommendations

The smaller the amount of foreign DNA present and the better characterised it is,

The goal is:

Essentials

>
>

>

1.

2.

3.a

3.b

the smaller the costs of the risk assessment
the more reliable the result of the assessment

the smaller the risk for human beings.

Complete characterisation of the inserted marker DNA.

A reduction in the foreign DNA to the sequences required, i.e. to the transgenic
characteristics desired primarily, including the possibility of proving the presence of
the GMO

No selective advantage for the GMO through the marker DNA under nonspecific
selective environmental conditions and

No selective advantage through (genetically transmitted) marker DNA to another
organism under nonspecific selective environmental conditions.

Reliability in proving the presence of the GMO and differentiation from its wildtype

4.

5.

6.

High genetic stability
No mobilisation of the marker DNA; or mobilisation reduced to a minimum.

A close phylogenetic relationship between donor and recipient.

For field trials of genetically modified organism, and in particular for bringing GMOs onto the

market, the aim from the biosafety perspective is to introduce only those foreign genes which

are characterised and necessary for the primarily desired transgenic characteristic.
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Einleitung

1 Einleitung

1.1 Auftrag

Fir die molekularbiologische Konstruktion von GVO sind bestimmte Selektionsmarker notwen-
dig. Gewisse Marker gelten je langer je mehr als unerwiinscht. Mit dieser Studie soll eine Uber-
sicht Uber die Moglichkeiten geschaffen und eine Bewertung der verschiedenen Markersysteme
vorgenommen werden.

Ziel der Arbeit ist es, die verschiedenen Markersysteme bezuglich ihrer flir Mensch und Umwelt
relevanten Eigenschaften zu beurteilen. Zu diesem Zweck sind aufzuzeigen:

> wozu Markersysteme nétig sind
welche Moglichkeiten fiir Markersysteme bestehen und gebraucht werden
welche Eigenschaften die verschiedenen Markersysteme aufweisen

welche Kriterien zur Beurteilung verwendet werden kdnnen

YV V Y V¥V

welche Eigenschaften aus Sicht der Gefahrdung von Mensch und Umwelt
unerwinscht oder nicht tolerierbar sind

> wie und zu welchem Zeitpunkt Markersysteme eliminiert oder ersetzt wer-
den koénnen.

Die verschiedenen Moglichkeiten fur Markersysteme sind miteinander zu vergleichen.

1.2 Schwerpunkte
Die vorliegende Studie setzt folgende Schwerpunkte:

> Sie gibt eine Ubersicht ber die verschiedenen Markersysteme, inre Ein-
satzmdglichkeiten und Eigenschaften.

> Sie liefert Grundlagen, um Markersysteme beziiglich ihrer fir Mensch und
Umwelt relevanten Eigenschaften beurteilen und miteinander vergleichen zu
kdnnen.

> Davon ausgehend werden Anforderungen und Kriterien zur Beurteilung von
Markersystemen abgeleitet.

> Sie beschreibt den Stand der Technik, wie Marker nach deren Verwendung
wieder eliminiert werden kdnnen.

Als Pramissen gelten folgende Feststellungen:

> Ein ins Genom eingefligter Marker ist Teil der gentechnischen Veranderung.
Ein Markergen wird als Spezialfall eines Fremdgens in einem GVO be-
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Einleitung

trachtet. Die Uberlegungen zu Markergenen lassen sich teilweise auch auf
andere Fremdgene in einem GVO Ubertragen.

> Weil jede Risikobewertung kontextabhangig ist, werden keine absoluten
Forderungen oder abschliessenden Klassierungen der Markersysteme vor-
genommen. Es handelt sich um ein relatives System, das in erster Linie
Vergleiche erlaubt.

> Bei einer Risikobewertung ist der Verwendungszweck eines GVO mitzube-
rucksichtigen, wobei im wesentlichen zwischen einer Kultivierung im ge-
schlossenenen System, einem Freisetzungsversuch und einem Inverkehr-
bringen von lebenden Organismen zu unterscheiden ist.

1.3 Aufbau

Die verschiedenen Aspekte, welche fiir eine vergleichende Bewertung von Markersystemen
von Bedeutung sind, werden in Kapitel 2 zusammengefasst und in den Kapiteln 6 und 7 vertieft.
In der Praxis richtet sich die Auswahl von molekularen Markern nach den Kriterien der Zweck-
massigkeit, Anwendbarkeit und der Risikobewertung. Die Berlcksichtigung aller drei Aspekte
erlaubt es, das optimale Markersystem auszuwahlen. Das Kapitel 3 ist das zentrale Kapitel
dieser Studie und erlaubt die vergleichende Bewertung der Markersysteme untereinan-
der.Einen tabellarischen Vergleich zur Beurteilung verschiedener Markersysteme bezlglich
dieser Kriterien befindet sich in Kapitel 3.2. In Kapitel 3.1 werden funf Stufen der molekularbio-
logischen Eingriffstiefe und die Verbindung zur Risikobewertung definiert. Kapitel 3.3 bietet eine
Ubersicht zur Klassierung der verschiedenen Markersysteme aus dem Blickwinkel der Biosi-
cherheit und dem fur eine Risikobewertung erforderlichen Aufwand.

In Kapitel 4 und speziell in Kapitel 4.1 sind die Empfehlungen an ein Markersystem, welche zu
einer Minimierung der Gefahrdung von Mensch und Umwelt beitragen kénnen, zusammenge-
fasst. Hier sind die wichtigsten Uberlegungen aufgezeigt, die fir eine fallweise Beurteilung der
Risikobewertung von molekularen Markern anzustellen sind.

Nicht mehr bendétigte oder unerwiinschte Markergene konnen aus einem Genom entfernt wer-
den. In Kapitel 5 findet sich ein Ubersicht zum Stand der molekularbiologischen Techniken, die
ein gezieltes Entfernen von DNA-Sequenzen aus einem Genom erlauben.

Kapitel 6 bietet einen ausfihrlichen Uberblick tber die verschiedenen Systeme molekularer
Marker. Markersysteme lassen sich einerseits aufgrund ihrer Anwendungsmaéglichkeiten und
andererseits aufgrund ihrer molekularbiologischen Funktionsweise definieren. Die molekulare
Funktionsweise eines Markersystems ist jeweils relevant fir die Bewertung der Gefahrdung von
Mensch und Umwelt.

In Kapitel 7.1 und 7.2 sind die wichtigsten Anforderungen an ein Markersystem aus Sicht der
Anwendung beschrieben.

Das Kapitel 8 bietet eine Auswahl von Stellungnahmen und Entscheiden vor allem in Zusam-
menhang mit Antibiotikaresistenzmarkern.
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Einleitung

Eine Studie zu einem komplexen und sich entwickelnden Thema wie das der molekularen Mar-
ker kann nie abschliessend sein. In Kapitel 9 sind deshalb neben der zitierten Literatur in Kapi-
tel 10 weitere Informationsquellen fir eine vertiefte Beschaftigung mit dem Thema aufgelistet
und kommentiert.

1.4 Begriffe

Die Begriffe molekulare Marker, Marker und Markersysteme werden in dieser Studie syn-
onym gebraucht.

Es besteht eine Verbindung zwischen den Begriffen des ,biologischen Risikos* und der ,Bio-
sicherheit”. Sie beziehen sich auf je eine Seite, welche zur selben Medaille gehéren. Dies lasst
sich mit dem nachfolgenden Satz transparent machen: Eine Risikobewertung kann zum Ziel
haben, das biologische Risiko zu bestimmen und durch bestimmte Massnahmen zu minimie-
ren, um so die Biosicherheit zu erhéhen.

Das heisst, dass mit der Benutzung des Begriffes ,biologisches Risiko die negativen Aus-
wirkungen durch eine bestimmte biologische Eigenschaft im Fokus stehen und durch die Ver-
wendung des Begriffes ,Biosicherheit® die Minimierung des biologischen Risikos etwa durch
eine bestimmte Massnahme betont wird.

Der Begriff des biologischen Systems wird hier zusammenfassend flir den biologischen Kon-
text, in den ein Marker eingefligt wird, verwendet. Der Empfangerorganismus (Prokaryont,
Pflanze, Tier etc.) und die entsprechende Kompatibilitat von Empfanger und Marker sind wich-
tige Aspekte des biologischen Kontextes.
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Ubersicht zu Markersystemen und Aspekte der Risikobewertung

2 Ubersicht zu Markersystemen und Aspekte
der Risikobewertung

2.1 Definition, Bedeutung und praktische Anforderungen

Definition Molekulare Marker sind Merkmale auf Basis der Erbinformation (betrifft Ge-
notyp und Phanotyp) und erlauben es, einen Organismus — oder Zellen da-
von — von einem anderen Organismus zu unterscheiden.

Das ist erstens moglich mittels eines bereits zum Organismus gehoérenden,
spezifischen Gens bzw. einer DNA-Sequenz (intrinsic marker) oder zweitens
mit Hilfe eines zusatzlichen, gentechnisch eingefiigten Markergens oder
drittens aufgrund des Fehlens oder des Defekt-Seins eines Gens (Auxotro-
phie-Mutante).

Die Unterscheidung ist auf molekularer Ebene (Nachweis von DNA-
Sequenzen oder Proteinen) oder als Ergebnis von exprimierten Genen auf
phanotypischer Ebene (direkt sichtbar) maglich.

Diese Definition macht deutlich, dass es in der Praxis fast beliebig viele Marker gibt. Etwas be-
grenzter ist die Auswahl, wenn die Unterscheidbarkeit zusammen mit einer Selektionsmdglich-
keit kombiniert wird. Selektionsmarker kommen in der Molekularbiologie am haufigsten zur An-
wendung.

Von der Aufgabe her, die Markersysteme zu erfillen haben, lassen sich drei unterschiedliche
Aufgaben und damit Anwendungsbereiche definieren:

> Nachweisbarkeit (von Zellen oder Organismen)
> Sichtbarmachen molekularer oder zellularer Prozesse (z.B. Genexpression)

> Gezielte Selektion bzw. Auslese einer spezifischen Gruppe von Zellen oder
Organismen (z.B. von Transformanten)

Es lasst sich somit zwischen Nachweismarkern, Reportergenen und Selektionsmarkern unter-
scheiden, wobei je nach Markersystem eine mehrfache Zuordnung maoglich ist. Jedes Marker-
system ist ein Nachweismarker, weil dafir auch nicht-exprimierte oder nicht-kodierende DNA-
Sequenzen verwendet werden kénnen. Reportergene machen physiologische Ablaufe sichtbar;
im Gegensatz zu Nachweismarkern werden sie exprimiert. Selektionsmarker schliesslich erlau-
ben die Auslese von Zellen oder Organismen unter selektiven Wachstumsbedingungen. Als
Ubersicht eignen sich die beiden Broschiiren von Jansson (2000 und 1998); vergleiche auch
Kapitel 7.1.

Bei der Auswahl eines Markersystems sind unterschiedliche Anforderungen, die es erfillen
muss und soll, gegeneinander abzuwagen.
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Ubersicht zu Markersystemen und Aspekte der Risikobewertung

Abbildung 1: Kriterien an ein Markersystem

Ein optimiertes Markersystem
wird Anforderungen aus drei un-
terschiedlichen Blickwinkeln ge-

recht.

Anwendbarkeit

Risikobewer-

massigkeit

Abbildung 1 stellt dar, dass die Anforderungen an ein optimiertes Markersystem von drei Seiten
her bestimmt werden. Zu berlcksichtigen sind die:

1. Anforderungen aufgrund der Zweckmassigkeit (experimenteller Ansatz)

2. Anforderungen aufgrund der Anwendbarkeit (biologisches System)

3. Anforderungen aufgrund der Risikobewertung (Eingriffstiefe, Charakterisie-
rung etc.).

Die Tabelle 2 auf Seite 27 vergleicht die verschiedenen Markersysteme unter Berlicksichtigung
der drei oben genannten Anforderungen.

2.2 Gruppierung aufgrund der molekularen Funktionsweise

Eine Unterscheidung verschiedener Markersysteme ist auch aufgrund ihrer molekularbiologi-
schen Funktionsweise maglich.
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Ubersicht zu Markersystemen und Aspekte der Risikobewertung

Im wesentlichen lassen sich unterscheiden die:

>

vV V VY V¥V ¥V VYV V

Resistenzmarker (Selektionsmarker):

. Antibiotikaresistenzmarker
. Herbizidtoleranzmarker
. Schwermetalltoleranzmarker

Erweiterter Metabolismus als Selektionsmarker
Farbstoffmarker

Lumineszenzmarker

Fluoreszenzmarker

Nukleotidmarker

Auxotrophiemarker

Oberflachenmarker

Resistenzmarker sind grosstenteils identisch mit Selektionsmarkern und werden am meisten

verwendet, weil sie eine Selektion eines Organismus, im speziellen von Transformanten, er-

moglichen.

Die meisten Resistenzmarker, ,der erweiterte Metabolismus als Selektionsmarker®, Farbstoff-

marker und Lumineszenzmarker sind metabolische Marker. Damit wird betont, dass die Funk-

tion dieser Systeme auf einer enzymatischen Reaktion beruht.

2.3 Umweltrelevante Informationen fir die Risikobewertung

Von zentraler Bedeutung fur die Risikobewertung von Markergenen sind die Angaben zu

nachfolgenden Aspekten:

1.

Charakterisierung / Eigenschaften der gentechnisch eingefligten (Marker-)
DNA und des GVO

Identifikation von potenziell ,kritischen* Eigenschaften (Resistenzen, unbe-
kannte DNA, nicht benétigte DNA)

Selektionsvor- und -nachteil / moglicher Fitnessgewinn
Unterscheidbarkeit, Nachweis, Monitoring

Genetische Stabilitat / Rekombinationsfreudigkeit
Mobilisierbarkeit, Gentransfer

Phylogenetische Verwandtschaft bzw. Distanz von Spender und Empfanger.
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2.4 Bedeutung der Eingriffstiefe fur die Risikobewertung

Bei der Einfihrung eines Markersystems in einen Organismus sind die molekularbiologischen
Veranderungen in einem biologischen System unterschiedlich weitreichend. Fir den Vergleich
von verschiedenen Markersystemen wird die Eingriffstiefe in den Organismus, welche durch
das Markersystem entsteht, abgeschétzt. Die Eingriffstiefe wird zum Kriterium fur die Einstu-
fung eines Markersystems beziiglich seiner biologischen Sicherheit. Als Definition fir die Ein-
griffstiefe gilt:

Eingriffstiefe Je weitreichender die molekulargenetischen Veranderungen im Genom ei-
ner Zelle oder einem Organismus sind, umso grésser ist die Eingriffstiefe.
Aus Sicht der Risikobewertung sind hier nur die neu hinzugefiigten (nicht die
entfernten) Gene von Bedeutung.

Fur den Zusammenhang zwischen Eingriffstiefe und Risikobewertung gilt:

Eingriffstiefe und ~ Mit der zunehmenden Eingriffstiefe ins Genom und in die Physiologie eines

Risikobewertung Organismus werden die daraus resultierenden Effekte komplexer und
schwieriger abzuschétzen. Dies bedeutet die grundséatzliche Zunahme der
Unsicherheit und damit auch des Aufwandes fir die Risikobewertung.

Umgekehrt gilt Je geringer die Eingriffstiefe bzw. die Abweichung vom Wildtyp, umso weni-

ebenso: ger aufwandig ist grundsatzlich die Risikobewertung und umso geringer sind
die Unsicherheiten beziglich Aussagen zur Biosicherheit, also zur biologi-
schen Gefahrdung von Mensch und Umwelt.

Bezogen auf die Markersysteme gilt, dass der Grad der prinzipiellen Unsicherheit bei einer
Risikobewertung zunimmt, je undefinierter das eingesetzte Markersystem ist. Zwar kann auch
der Einsatz eines definierten Markersystems aus Sicht der Biosicherheit fragwirdig erscheinen,
etwa der Einsatz eines Antibiotikaresistenzmarkers bei einem oralen Lebendimpfstoff. Dies
l&sst sich aber in der Risikobewertung argumentativ begriinden.
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3 Vergleichende Bewertung von Markersystemen

Im vorhergehenden Kapitel 2.4 wurde der Begriff der Eingriffstiefe und der Zusammenhang mit
der Risikobewertung erlautert. In diesem Kapitel werden die verschiedenen Markersysteme
gemass ihrer molekularbiologischen Basis unterschieden und aus dem Blickwinkel der Risiko-
bewertung miteinander verglichen.

3.1 Gruppierung nach Grad der Gefahrdung von Mensch und Umwelt

Die Tabelle 1 auf Seite 9 erlaubt eine qualitative Differenzierung verschiedener Markersysteme.
Sie stitzt sich auf die Eingriffstiefe in Genom und Physiologie eines Organismus, und die Auf-
teilung geschieht aus dem Blickwinkel der Biosicherheit.

In Tabelle 1 wird die Eingriffstiefe fir das Genom und die Zellphysiologie graduell abnehmend
aufgeteilt. Die Aufteilung ist qualitativ und reicht von der Insertion eines Operons mit mehreren
eventuell nicht charakterisierten Genen (beispielsweise fir eine Schwermetallresistenz) bis zur
Deletion eines Gens, wo keine Fremd-DNA integriert wird (beispielsweise fiir einen Auxotro-
phiemarker).
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Vergleichende Bewertung von Markersystemen

Tabelle 1: Klassierung der Markersysteme nach Unsicherheit bei der Risikobewertung

Eingriffstiefe Markersystem Unsicherheit bei
Grad der Ebene Genom Ebene Phanotyp, ger R::'ko'
molekularen (DNA) Eigenschaft (Prote- ewertung
Verédnderung in) (abnehmend)
Grad 5 mehrere externe Mehrere Enzyme Antibiotikaresistenz
Gene exprimiert (E'nz'ymkaskade) e | Herbizidtoleranz
(Genkassette, primiert
Operon) Zellwandénderungen Schwermetalltoleranz
Grad 4 ein bis zwei ex- Protein: z.B. Enzym Antibiotikaresistenz
terne expri-mierte | fiir Antibiotika- oder o
L Herbizidtoleranz
Gene " Herbizidresistenz
(Veranderung der Schwermetalltoleranz
ﬁ;:l)p hysiologie mog- &\ citerter Metabolismus
Farbstoffmarker
Lumineszenzmarker
Grad 3 externes, expri- keine Veranderung Fluoreszenzmarker 4
miertes Gen der Zellphysiologie3)
Grad 2 externe, nicht keine Veranderung Nukleotidmarker (Nach-
funktionelle 2) der Zellphysiologie 3 | weismarker)
Sequenz
Grad 1 defektes ,eige- Fehler (,Defizienz)%: | Auxotrophiemarker

nes” Gen

z.B. Auxotrophie-
Mutation

2)

3)

4)

5)
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Ein intaktes, aber im entsprechenden Empfangerorganismus nicht exprimiertes Gen wird
in der Risikobewertung &hnlich gewichtet, weil die Moglichkeit und Konsequenzen der
Expression in einem anderen Organismus nach einem horizontalen Gentransfer einzube-
ziehen sind.

Eine nicht-funktionelle Sequenz ist nicht-kodierend und hat auch keine Promotor- oder
Transposonfunktion mehr (ein defektes Gen kann ebenfalls zu dieser Kategorie gezahlt
werden).

Der Positionseffekt ist zu beachten: Die Integration der (nicht)-kodierenden DNA kann ein
intaktes Gen ausschalten und beispielsweise eine Auxotrophie auslésen.
Fluoreszenzmarker sind keine metabolischen Marker im Gegensatz zu Antibiotikaresi-
stenz-, Herbizidtoleranz-, Schwermetalltoleranz-, Farbstoff- und Lumineszenzmarkern.
Ein solcher Fehler (,Defizienz) kann mit einer gewissen Wahrscheinlichkeit (bei Bakte-
rien in der Gréssenordnung von 10°® pro Zellteilung) auch natirlicherweise entstehen.
Falls Defizienz nicht mittels eines gentechnischen Verfahrens gemass der Ein-
schliessungs-, Freisetzungs- oder Arbeithehmerschutzverordnung hergestellt wird, son-
dern beispielsweise durch Mutagenese, gelten die ,Defizienzmutanten® nicht als gen-
technisch veranderte Organismen. Es ist offensichtlich, dass eine ,Defizienzmutation®
manchmal auch gravierende Auswirkungen in der Zellphysiologie zur Folge haben kann.



Vergleichende Bewertung von Markersystemen

3.2 Vergleich bezuglich Anwendungsmaoglichkeiten und
Risikobewertung

Aus Sicht der Biosicherheit ist die Unterscheidung von Markersystemem aufgrund ihrer mole-
kularen Funktionsweise von Bedeutung, und zwar, weil sich verschiedene Eingriffstiefen in das
Genom und die Physiologie des Organismus unterscheiden lassen. Die Tabelle 2 erlaubt den
Vergleich der verschiedenen Markersysteme (Spalte links) untereinander.

Diese Tabelle stellt die konzentrierte Form der in dieser Studie bearbeiteten Themen dar.

Tabelle 2: Tabellarische Zusammenstellung der Markersysteme beziiglich
Anwendungsmoglichkeiten und Risikobewertung

Markersystem Zweckmassigkeit] Verwendbarkeit im biologischen Risikobewertung
(Anwendung als) System
Eingriffstiefe Grad
é % é & % I é 5 g ;etab: T
S &8[=1 8% 27| & ische
Marker
Antibiotikaresistenz #H | +1EF]+ + | (H [ H | H] x X
Herbizidtoleranz () | (#) | *+ - =] =1=-1-=-1+1% X X
Schwermetalltoleranz () | (#) | *+ - + + (¥ |+ + X X
Erweiterter Metabolismus | (+) | (+) | + - + + + + + | (x)| x
Farbstoffmarker B+ | =+ |+ ][+ ][H]EH]+F]X]|x
Lumineszenzmarker (+) | + - + + + + | (H) |+ x| x
Fluoreszenzmarker + + - + + + + + + X
Nukleotidmarker + - | - + + + + + + X
Auxotrophiemarker (+) | (+) | + + + + () ()] (#) X
Legende + geeignet
(+) geeignet je nach Markertyp und System
- nicht geeignet; nicht vorhanden
X trifft zu
(x) trifft teilweise zu
Erlauternde Die neun Markersysteme, welche in Kapitel 6 naher charakterisert sind,

Bemerkungen und
Verweise

werden in Bezug auf Zweckmassigkeit, bzw. erforderliche (gewlnschte)
Aufgabe, der Verwendbarkeit im biologischen System und der Risikobe-
wertung miteinander verglichen.
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Unterscheidung
zwischen Eingriffs-
tiefe Grad 5 und 4

Green Fluorescent
Protein

Risikobewertung
des Auxotrophie-
markers

Die Aufgaben und die Bedeutung von Markersystemen werden in Kapitel
7.1 vertieft ausgefiihrt. Der Hintergrund fiir die Risikobewertung wird unter
anderem in den Kapiteln 2.4, aber auch in Kapitel 7.3 weiter ausgeflihrt.

Die Unterscheidung in der Tabelle 2 fiir die Risikobewertung bei der Ein-
griffstiefe Grad 5 und 4 ist relativ gering. Eine weitergehende Differenzie-
rung ist nur moglich bei einer Fall-zu-Fall-Betrachtung einzelner Marker in
einem vorgegebenen Empfangerorganismus.

Der Fluoreszenzmarker GFP (Green Fluorescent Protein) hat keine Anwen-
dung als Selektionsmarker im strengen Sinne; er ist aber ein sehr gutes Re-
portersystem und kann Gber DNA-Hybridisierung auch als Nachweismarker
dienen. GFP kann in sdmtlichen biologischen Systemen verwendet werden.
Die Eingriffstiefe ist mit Grad 3 massig: der Organismus exprimiert ein (klei-
nes) Protein, welches nicht mit dem Zellmetabolismus interferiert.

Aus dem Blickwinkel der Biosicherheit ist der Auxotrophiemarker der ideale
Marker. Ein Organismus mit einem Auxotrophiemarker, der nicht durch gen-
technische Verfahren gemass der schweizerischen Gesetzgebung (Ein-
schliessungs-, Freisetzungs- und Arbeitnehmerschutzverordnung, ent-
standen ist, gilt nicht als gentechnisch veranderter Organismus. Auxo-
trophiemarker erfillen andererseits die Anforderungen bezlglich einem
»einfachen Monitoring“ und der ,Selektionsmdglichkeiten* nur begrenzt, weil
experimentell meist aufwandige Anordnungen erforderlich sind, um einen
Organismus mit einem Fehler (Mangel) gegenuber dem ,intakten“ Wildtyp
zu selektionieren.

3.3 Vergleich bezuglich Aufwand fiir die Risikobewertung

Tabelle 3 zeigt den Zusammenhang zwischen der Eingriffstiefe in einen Organismus und dem

erforderlichen Aufwand, um das entsprechende Markersystem gemass dem Fragenkatalog der

FrSV bzw. der europdischen Freisetzungsrichtlinie zu charakterisieren. Die verschiedenen

Punkte, zu denen Informationen zu einem Markersystem geliefert werden missen, sind in Ka-

pitel 8.3 hergeleitet.
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Tabelle 3: Aufwand fiir die Risikobewertung bei verschiedenen Markertypen

Eingriffstiefe (Grad der molekularen Veranderung)
Grad 5 Grad 4 Grad 3 Grad 2 Grad 1
mehrere 1-2 Fremdgene | 1 Fremdgen externe, nicht defektes ,eige-
Fremdgene exprimiert exprimiert; kei- | funktionelle nes‘ Gen
exprimiert ne Interaktion Sequenz (bsp.
mit Metabolis- | auch defektes
mus externes Gen)
Resistenz- Resistenz- Fluoreszenz- Nukleotid- Auxotrophie-
marker marker marker marker (Nach- | marker
(z.T. auch Er- Erweiterter weis)
weiterter Meta- | Metabolismus
Umwelt- bolismus, Farb- | .\
relevante In- stoffmarker und | "arostof-
formationen fiir | Lumines- marker
die Risiko- zenzmarker) Lumineszenz-
bewertung marker
Charakterisierung/ | sehr aufwan- aufwandig einfach sehr einfach sehr einfach
Eigenschaften dig; begrenzt
machbar
Potenzielle ,kriti- maoglich; maglich; kaum vorhan- kaum vorhan- nicht vorhan-
sche” Eigen- von Fall zu Fall | von Fall zu Fall | den den den
schaften abklaren abklaren
Selektionsvor- und | méglich; maglich; irrelevant irrelevant Fitness-
-nachteil / mégli- von Fall zu Fall | von Fall zu Fall reduktion
cher Fitnessge- abklaren, spe- | abklaren, spe-
winn Ziell bei Resi- Ziell bei Resi-
stenzmarkern stenzmarkern
Unterscheidbarkeit, | einfach bis einfach bis maglich (wie maglich maglich
Nachweis, Monito- | sehr einfach sehr einfach Grad 2)
ring bei Selektions-
markern
Genetische Stabi- | von Fallzu Fall | von Fall zu Fall | von Fallzu Fall | kaum relevant irrelevant
litdt / Rekombina- | abklaren abklaren abklaren
tionsfreudigkeit
Mobilisierbarkeit, von Fall zu Fall | von Fallzu Fall | kaumrelevant | kaum relevant irrelevant
Gentransfer abklaren abklaren
Phylogenetische relevant relevant kaum relevant | kaumrelevant | irrelevant
Verwandschaft

Die Reduktion des Aufwandes flir eine Risikobewertung lasst sich beispielsweise am Unter-
schied von Eingriffstiefe Grad 2 und 3 erlautern: Bei Grad 2 missen bei der Risikobewertung
die Aspekte des Positionseffektes (z.B. Inaktivierung oder Stérung eines Genes an der Integra-
tionsstelle) und die Fragen nach dem horizontalen Gentransfer abgeklart werden. Sobald je-
doch ein Gen exprimiert (Grad 3 ) wird, missen bei der Risikobewertung — beispielsweise fir
ein gentechnisch verandertes Lebensmittel — zusatzlich die Aspekte der Allergenitat und der
Toxizitat des Proteins abgeklart werden.

29



Vergleichende Bewertung von Markersystemen

Beispiel
Kanamycin-
resistenz

In transgenen Pflanzen kann das Gen fiir die Kanamycinresistenz exprimiert
werden. Lebensmittel aus solchen Pflanzen enthalten das entsprechende
Protein, eine Aminoglycosid 3‘-Phosphotransferase 1l (APH(3)Il). In den
USA musste deshalb fur die Vermarktung bei der Food and Drug Admini-
stration FDA eine Bewilligung eingeholt werden, dieses Protein als Lebens-
mittelzusatz verwenden zu dirfen (FDA, 1998).

Zusatzlich sind Untersuchungen zu allenfalls stérenden Effekten der Zellphysiologie und deren

Konsequenzen durch ein exprimiertes Markergen — allenfalls mit metabolischen Eigenschaf-

ten — notwendig. Der Unterschied von Grad 3 zu 4 liegt beispielsweise darin, dass viele Mark-

ersysteme metabolische Marker sind und mit dem Zellstoffwechsel interagieren kénnen.

Metabolische
Marker und
Eingriffstiefe

,,Positiv-Selektion*
bei Pflanzen

Zusatzliche
Kohlenstoffquelle
und Fitnessvorteil
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Markersysteme, welche auf einer enzymatischen Reaktion basieren, kdnnen
prinzipiell mit dem Zellstoffwechsel interagieren. Die Auswirkungen auf die
Physiologie eines Wirtsorganismus sind deshalb abzuklaren. Metabolische
Marker sind bei den meisten Markertypen vertreten. Dazu zéhlen Antibio-
tikaresistenzmarker auf der Basis der R-Lactamase, aber auch Farbstoff-
marker wie beispielsweise das lac ZY, X-Gal-System.

Die in Kapitel 7.4 als alternative Moglichkeiten zu den Herbizidmarkern be-
schriebenen Selektionssysteme erlauben eine sogenannte ,positive Selek-
tion" von transgenen Pflanzen, indem sie mit dem transferierten Gen eine
zusatzliche C-Quelle verwerten kdnnen. Sie sind — wie die Herbizidmarker —
metabolische Marker und in der Tabelle 3 ebenfalls in die Spalte ,Grad 4"
einzuteilen. Im Vergleich zu den anderen Selektionssystemen, die auf Anti-
biotika oder Herbiziden als selektivem Wirkstoff basieren, haben diese alter-
nativen Systeme den 6kologischen Vorteil, entsprechend unproblematische
Selektionssubstanzen zu benétigen.

Zu bedenken ist aber, dass mit diesen Positiv-Selektionssystemen den
transgenen Pflanzen die Eigenschaft gegeben wird, eine zusétzliche Koh-
lenstoffquelle zu nutzen. Bei der Risikobewertung ist deshalb genau zu
prufen, ob hier nicht ein 6kologisch unerwiinschter Fitnessvorteil geschaf
fen wird.
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4 Schlussfolgerungen

4.1 Empfehlungen fiir Markersysteme zur Minimierung der Gefahrdung

von Mensch und Umwelt

Es gibt keine festgeschriebene Methodik, wie eine Risikobewertung auf der Basis der in den

Richtlinien geforderten Informationen durchgefiihrt werden muss. Aufgrund der umweltrele-

vanten Informationen, die fiir eine Risikobewertung eines Markers erhoben werden, lassen sich

aber Empfehlungen fir die molekularbiologischen Eigenschaften ableiten.

In Tabelle 4 werden diese Empfehlungen an Markersysteme formuliert. Sie basieren auf An-

nahmen zur Risikobewertung, die sich implizit aus der FrSV und der Freisetzungsrichtlinie der

EU ergeben. Dieselben Uberlegungen bzw. Forderungen gelten zum grossen Teil analog fiir

die Insert-DNA mit der primar erwiinschten Eigenschaft des GVO.

Tabelle 4: Empfehlungen fiir die Verwendung von Markern ausgehend von der FrSV

Anzustreben ist:

1.
2.

3.a

A

Eine vollstdndige Charakterisierung der inserierten Marker-DNA

Eine Reduktion der Fremd-DNA auf die notwendigen Sequenzen, d.h. auf die primar
erwlinschten, transgenen Eigenschaften inklusive der Moglichkeit des Nachweises
des GVO

Kein Fitnessvorteil des GVO durch die Marker-DNA unter nicht-spezifischen, selekti-
ven Umweltbedingungen und

Kein Fitnessvorteil durch (Gentransfer Ubertragene) Marker-DNA in einem anderen
Organismus bei nicht-spezifischen, selektiven Umweltbedingungen

Zuverlassige Nachweisbarkeit des GVO und Unterscheidbarkeit von seinem Wildtyp
Eine hohe genetische Stabilitat
Keine oder auf ein Minimum reduzierte Mobilisierbarkeit der Marker-DNA

Eine nahe phylogenetische Verwandtschaft zwischen Spender und Empfanger.

Ermessenspielraum Diese Empfehlungen gelten nicht absolut, sondern sie zeigen die Zielrich-

je nach Anwendung tung der Richtlinien auf. Es liegt im Ermessensspielraum der Bewilligungs-

instanzen, in jedem einzelnen Fall zu beurteilen und zu begrinden, ob diese
sieben Empfehlungen bezogen auf die Verwendung des GVO erfillt sind
oder nicht. Dabei gilt es insbesondere auch zu berticksichtigen, ob ein GVO
im Hinblick auf die Verwendung im Labor bzw. geschlossenen System oder
fur eine experimentelle Freisetzung oder fir ein Inverkehrbringen beurteilt
werden muss.
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4.2 Begrindung der einzelnen Forderungen

Charakterisierung

Die Charakterisierung bedeutet das Bestimmen der DNA-Sequenz, der Kopienzahl der Se-
quenz, deren Integrationsort(e) sowie deren Funktion bzw. der Funktion des exprimierten Pro-
teins. Das heisst, dass unbekannte und nicht funktionelle DNA-Sequenzen von Anfang an zu
vermeiden oder aber fir ein Bewilligungsgesuch zu charakterisieren sind.

Reduktion der Fremd-DNA

Je weniger Unbekanntes bei einem GVO fir ein Bewilligungsgesuch zu charakterisieren ist,
desto geringer der Arbeitsaufwand fir ein Bewilligungsgesuch und umso einfacher ist es, im
Sinne einer konservativen Risikophilosophie bei der Beurteilung des Risikos auf der ,sicheren
Seite” zu sein.

In der Konsequenz bedeutet dies das Vermeiden oder Eliminieren von nicht mehr bendtigten
Sequenzen.

Fitnessvorteil

Der GVO darf aufgrund der Marker-DNA keinen Fitnessvorteil (biologischen Wettbewerbs-
vorteil) unter nicht-spezifischen, selektiven Umweltbedingungen erhalten. Ein Fitnessvorteil darf
nur zustandekommen, wenn die fiir den Marker spezifischen Selektionsbedingungen (z.B. Anti-
biotika oder Herbizid) vorliegen.

Dieselbe Forderung nach fehlendem Fitnessvorteil durch die Marker-DNA gilt auch fir die An-
wesenheit derselben in anderen Organismen. Denn ein Gentransfer der Marker-DNA auf einen
anderen Organismus kann nicht a priori ausgeschlossen werden. Die Wahrscheinlichkeit fur
einen solchen Gentransfer kann allerdings variieren.

Aus evolutionsbiologischer und dkologischer Sicht ist entscheidend, dass unter nattrlichen, d.h.
unter nicht gezielt vom Menschen aufrechterhaltenen Umweltbedingungen, keine Selektions-
faktoren vorkommen diirfen, die einem Organismus, der die Marker-DNA aufgrund eines Gen-
transfers erhalten hat, einen Fitnessvorteil gewahren. Ein solcher Fitnessgewinn kann sich in
der Etablierung des Organismus in einer neuen Oko-Nische oder in der Verdrdngung von
Wildtypen in derselben Oko-Nische auswirken.

Nachweis- und Unterscheidbarkeit
Idealerweise kann die primar erwilinschte, transgene Eigenschaft des GVO die Nachweisbarkeit
und Unterscheidbarkeit auf (phanotypischer oder auf DNA-Ebene) gewahrleisten. Ein separates
Merkmal allein zum Zweck des Monitorings ist aus dem Blickwinkel der Biosicherheit (nach
Punkt 2) nur die zweitbeste Variante.
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Genetische Stabilitat

Die hohe genetische Stabilitat ist zusammen mit der nachgewiesenen inexistenten oder auf ein
Minimum reduzierten Mobilisierbarkeit des Inserts einerseits aus Sicht der Produktequalitat und
andererseits aus Sicht der Biosicherheit wichtig.

Mobilisierbarkeit

Die Rekombinationsfreudigkeit bzw. -haufigkeit und dadurch die Mobilisierbarkeit ist erhdht bei
Homologien mit anderen Genen innerhalb des Genoms und betrifft auch den Aspekt der Stabi-
litat. Homologien mit Genen in nicht verwandten Organismen sind ebenfalls zu beachten, weil
Uber ein Wirt-Parasit-Verhéltnis (z.B. Bakterien-Bakteriophagen oder Pflanzen-Viren) ein Ge-
naustausch durch Rekombination méglich ist.

Phylogenetische Verwandtschaft

Im Grundsatz gilt: Das biologische Risiko ist umso schwieriger abzuschatzen, je grosser die
phylogenetische Distanz der miteinander rekombinierten Organismen bzw. der betreffenden
DNA ist. Ausnahmen sind genetische Rekombinationsmdglichkeiten aufgrund bestimmter Wir-
te-Parasiten-Verhaltnisse, welche zwischen komplett verschiedenen Arten vorkommen kénnen.

Damit ist nicht gesagt, dass beispielsweise das Einfiigen eines Toxingens von einem Entero-
bakterium in eine nah verwandte Art kein Risiko bedeutet. Aber diese Risikobewertung ist me-
thodisch durchfiihrbar, und es kann davon ausgegangen werden, dass ein solcher Gentransfer
auch naturlicherweise auftreten kann.

Mit den evolutionsbiologischen Risiken der Gentechnologie werden die langfristigen Einflisse
auf evolutionare Prozesse bezeichnet. Je unwahrscheinlicher die Rekombinationsereignisse in
der natirlichen Umgebung sind, umso starker ist die evolutionsbiologische Eingriffstiefe zu ge-
wichten.

Die Verwandtschaft zwischen Spender und Empfanger darf jedoch nicht dazu fiihren, dass das
Markergen natirlicherweise zwischen GVO und Wildtyp Ubertragen wird. Die aus Sicht der Bio-
sicherheit geforderte Unterscheidbarkeit zwischen GVO und Wildtyp kénnte so nicht mehr ge-
wahrleistet werden.

Beispiel: Nahrungs- Aus der Sicht der Biosicherheit und insbesondere der Nahrungsmittel-

mittelsicherheit von sicherheit ist bei Pflanzen ein Marker vorzuziehen, der aus einer anderen

transgenen Pflanzen Pflanze stammt, die fiir den menschlichen Konsum ebenfalls geeignet ist.
Beispiele: Thaumatin-II- oder Anthocyanin- Biosynthese (siehe Kruse und
Jansson, 1997; Seite 37).
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4.3 Ziel der Minimierung der Gefahrdung von Mensch und Umwelt

Der Aufwand fir eine Risikobewertung steigt, je mehr Effekte der Fremd-DNA in einem rekom-
binanten Organismus abzuschatzen sind. Dieser Aufwand kann minimiert werden und parallel
dazu die Gefahrdung von Mensch und Umwelt, wenn bei einem GVO nur diejenigen molekular-
biologischen Veranderungen vorgenommen werden, die zum gewunschten Phanotyp beitra-
gen. Das bedeutet, dass diejenigen transgenen Eigenschaften eines Organismus, die fir die
vorgesehene Verwendung eines GVO nicht mehr benétigt werden, zu eliminieren sind. Als Bei-
spiel sei an die Gene fiir Antibiotikaresistenzen in transgenen Pflanzen erinnert, welche Bewilli-
gungsverfahren unndtig kompliziert haben, obwohl diese Gene fir den Verwendungszweck der
transgenen Pflanzen irrelevant sind.

Aus dem im Umweltschutzgesetz verankerten Vorsorgeprinzip ergibt sich, dass unnétige Risi-
ken zu vermeiden sind. Das Vorsorgeprinzip wird so interpretiert, dass ein Erkenntnisfortschritt
oder das Inverkehrbringen eines GVO mit der am wenigsten riskanten, technisch mdglichen
Variante realisiert wird.

Beachtung des Aus Sicht des Vorsorgeprinzips ist die Verwendung eines Markersystems

Vorsorgeprinzips ~ anzustreben, das beim GVO die Selektion der erwiinschten Eigenschaft
erlaubt und eine klare Unterscheidbarkeit zum Wildtyp ermdglicht. Wo diese
Unterscheidbarkeit (fir ein Monitoring) mit Hilfe der primar erwiinschten Ei-
genschaft machbar ist, braucht es im GVO keinen weiteren Marker mehr.
Das heisst beispielsweise, dass Markergene, welche in einem freizusetzen-
den GVO keine Funktion mehr haben, aufgrund des Vorsorgeprinzips uner-
wlnscht sind und deshalb aus dem Genom entfernt werden sollen (siehe
dazu Kapitel 6).

Ein zusatzlicher Grund, einen Marker aus einer transgenen Pflanze wieder zu entfernen, ergibt
sich auch im Interesse der Weiterentwicklung transgener Pflanzen, so dass flir die Ziichtung
nicht immer neue Markersysteme verwendet werden mussen.

Auch die Verwendung von Auxotrophiemarkern entspricht der Anforderung, dass in einem
transformierten Organismus kein externes Markergen verbleibt. Denn mit dem Markergen wird
ein zuvor aus dem Organismus entferntes Gen wieder ersetzt (siehe dazu Kapitel 7.9). Das
Prinzip der Auxotrophiemarker bedingt aber eine etwas aufwandigere Vorbereitung des Emp-
fangerorganismus und eine andere Vorgehensweise zur Selektionierung. Dies Iasst sich aber
mdglicherweise rechtfertigen, wenn eine erhdhte Biosicherheit und Vorteile in der Bewilligung
und Zulassung eines Produktes zu erwarten sind.

In der Schlussfolgerung lasst sich festhalten, dass die Anforderungen an die biologische Si-
cherheit, die ein Organismus ausgehend von seinen biologischen Eigenschaften zu erfiillen hat,
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von der Anwendung im geschlossenen System bis zur experimentellen Freisetzung und dem
Inverkehrbringen laufend steigen. Das widerspiegelt sich auch in den Anforderungen der ent-
sprechenden Gesetze, Verordnungen und Richtlinien. Deshalb gilt grundsatzlich, dass fiir einen
GVO die jeweils geringste notwendige Verdnderung anzustreben ist, um den gewlnschten
Phanotyp des GVO zu erzielen.
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5 Stand der Technik fur das Entfernen von Markern

Dieses Kapitel gibt eine Ubersicht zum Stand der molekularbiologischen Technik, mit der nicht
mehr benotigte oder unerwiinschte Markergene inaktiviert oder aus einem Genom entfernt
werden kdénnen. Diese Techniken haben verschiedene Namen wie etwa Gene targeting, Gene
replacement oder knock-out-Technik.

5.1 Vielfalt und Spezifitat der molekulargenetischen Moglichkeiten

Bei jedem Organismus gibt es theoretisch die Mdglichkeit, ein einmal eingefiigtes Gen wieder
aus dem Genom zu entfernen. In der Praxis ist dies jedoch sehr unterschiedlich realisierbar und
hangt stark von der taxonomischen Zugehorigkeit eines Organismus ab. Zudem ist es abhangig
davon, wie gut sich ein Organismus transformieren lasst und wie gut eine biologische Art mole-
kularbiologisch erforscht ist.

Grosse Unterschiede gibt es beispielsweise bei den Pflanzen, wo bei den Dikotyledonen (Zwei-
keimblattrige) wie Tabak (Tabacum nicotina) mit den Ti- Plasmiden von Agrobacterium tumefa-
ciens einfachere Transformationstechniken vorhanden sind als bei den Monokotyledonen wie
Reis (Oryza sativa) und Mais (Zea mays).

Im Prinzip sind es homologe Rekombinationsereignisse, die einen gezielten bzw. ortsspezi-
fischen Eingriff in ein Genom Uberhaupt ermdglichen. Dazu sind allerdings Hilfskonstrukte not-
wendig, von denen nachfolgend einige Beispiele naher erlautert werden.

Bei héheren Organismen mit mehreren Chromosomen gibt es auch die Mdglichkeit, nach einer
Doppeltransformation, bei der das Markergen und das primar gewlinschte Gen auf zwei ver-
schiedenen Chromosomen zu liegen kommen, den Marker durch Segregation wieder zu ent-
fernen oder — treffender ausgedriickt — im Laufe der Zichtung ,gezielt” zu verlieren.

5.2 ,,Gene targeting“ /,,Gene replacement” /
»Gene knock-out technology*

Gene targeting ist eine Technik, welche in einem Genom die gezielte Inaktivierung eines Gens
erlaubt. Bei Bakterien und niederen Eukaryonten wie der Hefe sind diese molekulargenetischen
Mdglichkeiten seit zwei Jahrzehnten etabliert. Deren Anwendung zur Elimination von Antibio-
tikamarkern aus Bacillus thuringiensis beschreiben Sanchis et al. (1997).

Hoang et al. (1998) stellen ein Transformations- und Rekombinationssystem fir Pseudomonas
aeruginosa vor, welches die Konstruktion von markerfreien Stdmmen erlaubt. Die hierzu ver-
wendete Technik ist in Kapitel 5.2.2 naher erlautert.

1985 wurde erstmals bei Saugerzellen (M3usen) eine gezielte Anderung eines Gens demon-
striert. Die molekulare Basis fiir das gene targeting ist die homologe Rekombination. Sie erlaubt
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es, eine DNA-Sequenz, beispielsweise einen Marker, in ein Gen einzufiigen und dieses damit
zu zerstéren. Man spricht in diesem Zusammenhang auch von einem sequence replacement.

In Kombination mit den entsprechenden fortpflanzungsmedizinischen Techniken kdnnen die
sogenannten knock-out-Mause erzeugt werden. Das sind transgene Mause, welche einen ge-
zielt herbeigeflihrten Gendefekt haben, indem einzelne Gene gezielt entfernt oder durch das
Einflgen einer Leseraster-Mutation inaktiviert wurden. Einen Uberblick zum Stand der Technik
gibt Galli-Taliadoros (1995).

Die molekulare Basis der Rekombinationstechniken fir Gene targeting, Gene replacement und
Gene knock-out technology ist anspruchsvoll; in der Publikation von Galli-Taliadoros (1995)
sind die wichtigsten Grundziige schematisch dargestellt.

Bei dikotyledonen Pflanzen gibt es erste Ansatze, welche die gezielte Inaktivierung von Genen
mit der knock-out-Technik ermdglichen. Beetham et al. (1999) zeigen in ihrer Arbeit, wie mit
einer zu einem Genabschnitt komplementaren Sequenz, die eine Fehlkodierung enthalt, eine
Mutation des Leserasters bzw. eines Kodons herbeigefuhrt werden kann. Wahrscheinlich sind
es die DNA-Reparaturmechanismen, welche den ,mismatch* der angelagerten, komplementa-
ren Sequenz falschlicherweise ins Genom aufnehmen.

Bei Pflanzen steht die Technik fiir die gezielte Veranderung des Genoms und insbesondere das
Eliminieren oder Ersetzen ganzer Gene in ihren Anfangen. Die Forschung untersucht, welche
Mechanismen der homologen Rekombination in Pflanzen zugrundeliegen, um diese Kenntnisse
zur gezielten Veranderung des Genoms von Pflanzen zu nutzen. In einem Ubersichtsartikel von
Mengiste und Paszkowski (1999) mit dem vorsichtigen Titel ,Prospects for the Precise Engi-
neering of Plant Genomes by Homologous Recombination® wird der Stand des Wissens zur
homologen Rekombination in Pflanzen und den Mdglichkeiten des gene targeting dargelegt.
Das Entfernen oder Ersetzen von Genen ist nur mit anspruchsvollen Rekombinationssystemen
wie Cre loxP oder Flp-FRT, die nachfolgend beschrieben sind, moglich.

5.2.1 Das Cre-loxP-Rekombinationssystem

Homologe Rekombination ermdglicht nicht nur, ein bestimmtes Gen gezielt zu verandern, son-
dern auch, dieses zu ersetzen oder auszuschneiden. Um ein Gen durch homologe Rekombina-
tion auszuschneiden, sind mehrere Schritte notwendig. Die homologe Rekombination an der
gewtlnschten Stelle muss entsprechend vorbereitet werden. Dazu eignet sich das Cre-loxP-
Rekombinationssystem, welches von Sternberg et al. (1981) beschrieben wurde.

Cre-loxP-Rekombi- Der Cre-loxP Mechanismus erlaubt es, Gene zu inaktivieren oder zu erset-
nationssystem zen. LoxP ist eine transposonahnliche DNA-Sequenz, welche von der Cre-
Rekombinase erkannt wird. Ein Gen, das zwischen zwei loxP Sequenzen
liegt, kann durch homologe Rekombination der zwei loxP-Sequenzen und
mit Hilfe der Cre-Rekombinase eliminiert werden. Das bedeutet, dass ein
spater vorgesehenes Entfernen von Genen bereits bei der Integration ins
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Genom mit ausgekliigelten Strategien vorauszuplanen ist.

Die Patentrechte flr das Cre-loxP System gehoéren der Firma DuPont Pharmaceuticals. Im
Sommer 1998 haben die National Institutes of Health (NIH) mit der Firma ein Abkommen ge-
troffen, dass die Cre-loxP Technik in der 6ffentlich bezahlten Forschung verwendbar sei, ohne
dass ein Lizenzabkommen mit der Firma notwendig ist. Kommerzielle Firmen haben nach wie
vor ein Lizenzabkommen abzuschliessen und eine Abgeltung zu bezahlen, wenn sie Resultate
aus der o6ffentlich bezahlten Forschung kommerzialisieren wollen (Nature, 1998).

Dale and Ow publizierten bereits 1991 eine Anwendung des Cre-loxP-Systems beim Tabak
(Tabacum nicotina) und propagierten das Potenzial dieser Technik, Antibiotikamarker aus den
transgenen Pflanzen zu entfernen.

Einen guten und verstandlichen Uberblick zur knock-out Technik mit einem Anwendungs-
beispiel des Cre-loxP Systems bei Mausen findet sich in Galli-Taliadoros (1995). Bei diesem
Beispiel ist eine sexuelle Kreuzung fur das transiente (vortbergehende) Vorhandensein der
Cre-Rekombinase notwendig.

In einer bemerkenswerten Arbeit prasentieren Gleave et al. (1999) die Anwendung des Cre-
loxP Systems zur Selektionierung von transgenen Pflanzen, bei denen das mit den loxP-
Sequenzen flankierte Markergen durch eine transient exprimierte (zeitlich begrenzt verfiigbare)
Cre-Rekombinase wieder entfernt werden kann und diese markerfreien Pflanzen auch identifi-
zierbar sind. Zu beachten an dieser Methode ist insbesondere, dass sie beim dikotyledonen
Testsystem (Tabak) ohne sexuelle Kreuzung, das heisst, allein bei vegetativ gezogenen Zellen
mdglich ist.

Beachtenswert ist ebenfalls die Publikation von Srivastava et al. (1999) aus der Forschungs-
gruppe von D.W. Ow, in der die Transfomation einer markerfreien transgenen Weizenpflanze
(Triticum aestivum) beschrieben wird. Das eingefligte Fremdgen liegt als Einzelkopie vor und
wurde an einer definierten Stelle ins Genom integriert.

Diese Forschungsergebnisse zeigen, dass es auch bei den schwieriger zu transformierenden
monokotyledonen Pflanzen wie Weizen mdglich ist, transgene Pflanzen ohne Marker und mit
einer gezielten Integration des Gens fur die gewlnschte Eigenschaft zu konstruieren.

Auch fur die Agrobacterium-vermittelte Pflanzentransformation bei den Dikotyledonen stellen
McCormac et al. (1999) ein Transformationssystem vor, welches es erlaubt, Markergene bei
der Weiterzlichtung durch Segregation ,gezielt* zu verlieren. Dieses System basiert auf der
Cre-loxP Technik und der Co-Transformation mit zwei verschiedenen Vektoren.
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5.2.2 Flp-FRT Rekombinationssystem

Das Flp-FRT-System basiert wie die Cre-loxP Technik darauf, dass eine spezifische Rekombi-
nase, das Flp-Enzym, an eine DNA-Sequenz (FRT-Kasette) binden kann und an dieser Stelle
spezifisch die DNA entzwei schneidet. Bei der Expression des Gens fir die Rekombinase Flp
wird die DNA zwischen zwei FRT-Sequenzen (beispielsweise das zu inaktivierende Gen) aus
dem Genom entfernt. Nachfolgend kann mit geeigneter Negativ-Selektion oder durch Auskreu-
zen das Rekombinase kodierende Gen entfernt werden.

Das Flp-FRT-System hat einen breiten Anwendungsbereich, denn es funktioniert in Bakterien
(Hoang et al. 1998, Sanchis et al. 1997), in Hefen, in Sdugern (Seibler et al. 1998) und in Pflan-
zen. Sanchis et al. (1997) betonen den Vorteil des Flp-FRT-Systems, ein Gen mehrmals und
ohne die Verwendung von Markern modifizieren zu kénnen.

5.2.3 Markerfreiheit durch Verlust des entsprechenden Gens

Ebinuma et al. (1997) haben ein Transformationssystem auf der Basis des Ti-Plasmids von A.
tumefaciens und dessen jpt-Gen entwickelt (siehe auch Kapitel 7.4). Diese MAT-System (MAT
fur multi-auto-transformation) erlaubt die Selektion von markerfreien transgenen Pflanzen. Dazu
wurde das ipt-Gen auf dem Vektor zwischen zwei Transposons (bewegliche Elemente) plat-
ziert, so dass dieses Markergen in der transformierten Pflanze mit einer Wahrscheinlichkeit von
0.1 bis 0.5%, das heisst bei einer von tausend bis zweihundert Pflanzen, verloren geht. Mit
diesen optisch erkennbaren, markerfreien Pflanzen wird dann die Zichtung fortgesetzt.

5.3 Markerfreie Systeme bei Pflanzen

Die offentliche Debatte der letzten Jahre iber die moglichen Risiken der Verwendung von Anti-
biotikamarkern haben sowohl in der Forschung als auch in der agrarindustriellen Anwendung
den Anstoss gegeben, molekulargenetische Techniken zu entwickeln, welche prazisere Ein-
griffe in das Pflanzengenom erlauben. Diese Techniken ermdglichen nicht nur die Entfernung
von nicht mehr bendtigten Markern aus dem Genom, sondern auch den Einsatz von Selek-
tionssystemen, die markerfreie transgene Organismen erlauben.

Bei Pflanzen gibt es sehr grosse Unterschiede bei der Effizienz von Transformationssystemen
und der Verwendbarkeit von Markern. Dasselbe gilt auch fiir die verschiedenen Techniken, die
das Entfernen eines einmal im Pflanzengenom integrierten Markers erlauben. Hier ist vor allem
die Unterscheidung zwischen mono- und dikotyledonen Pflanzen von Bedeutung.

Von den in Kapitel 6 und Kapitel 7.4 prasentierten Techniken handelt es sich in vielen Fallen
um erste Forschungsresultate. Die ndchsten Jahre werden zeigen, ob sich das eine oder an-
dere System in der breiten Praxis durchsetzen wird und ob anstelle von leicht handhabbaren
Markersystemen anspruchsvollere Techniken eingesetzt bzw. diese optimiert und vereinfacht
werden. Die aktuellen Tendenzen weisen in diese Richtung.
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Die Anwendung dieser Techniken ist im Sinne des Vorsorgeprinzips (siehe Kapitel 5.3) zu fér-
dern. Um diese Praxis zu unterstltzen, mussen die Bewilligungs- und Zulassungsbehorden klar
signalisieren, dass bei Bewilligungsverfahren darauf geachtet wird, dass der Anteil an DNA,
welche keine Funktion fur die primar gewlinschte Eigenschaft der transgenen Organismen hat,
maoglichst gering ist. Oder aber, dass diese DNA wie alle eingefligten Gensequenzen charakte-
risiert sind und eine entsprechende Risikobewertung durchgefiihrt worden ist. In Kapitel 9 sind
einige Stellungnahmen und Entscheide aufgefihrt, welche auf die Tendenzen der Zulassungs-
politik im EU-Raum in den nachsten Jahren schliessen lassen.

41






Charakterisierung verschiedener Markersysteme

6 Charakterisierung verschiedener Markersysteme

Eine hervorragende Ubersicht zu verschiedenen Markersystemen und Uberlegungen zur Risi-
kobewertung bietet eine Studie von Kruse und Jansson (1997) mit dem Titel: The use of anti-
biotic resistance genes as marker genes in genetically modified organisms, herausgegeben von
der norwegischen Umweltbehdrde (Norwegian Pollution Control Authority). Die nachfolgenden
Unterkapitel orientieren sich an dieser Studie, wobei es hier darum geht, einen Einblick zu ver-
mitteln. Fir weiterflihrende Details sei auf den zitierten Report selbst verwiesen.

6.1 Antibiotikaresistenzmarker

In den zumeist bakteriellen Markersystemen werden Gene verwendet, die flir eine Resistenz
gegen eine Vielzahl von Antibiotika kodieren. Dies sind namentlich Ampicillin, Kanamycin,
Neomycin, Gentamicin, Streptomycin, Spectionmycin, Erythromycin, Tetracyline und Chlor-
amphenicol.

In Pflanzen wurde fiir Forschungszwecke mit Resistenzen gegen aminoglycoside Antibiotika
wie Hygromycin, Gentamicin sowie Streptomycin, Spectinomycin und Phleomycin/Bleomycin
gearbeitet.

6.1.1 Antibiotikaresistenzmarker in Pflanzen

In vielen transgenen Pflanzen sind bakterielle Gene fiir Antibiotikaresistenzen vorhanden. Die-
se werden in den Pflanzen nicht exprimiert, wenn sie an bakterielle Promotoren gekoppelt sind.
Diese Antibiotikaresistenzen dienten der Selektion der Genkonstrukte als Vorbereitung fir die
Transformation der Pflanzen und haben in den Pflanzen selbst keine Funktion mehr. Bei Pflan-
zen(-zellen) gibt es auch die Mdglichkeit, eine Selektion auf einer Herbizidresistenz auf-
zubauen.

Die ,Stellungnahme der ZKBS' zur biologischen Sicherheit von Antibiotika-Resistenzgenen im
Genom gentechnisch veranderter Pflanzen* (ZKBS, 1999) gibt einen gerafften Uberblick tiber
die wichtigsten Antibiotikaresistenzgene, ihre Herkunftsorganismen und ihr Resistenzspektrum.
Die Resistenzgene gegen Antibiotika werden in drei Gruppen unterteilt. Sie sind in der nachfol-
genden Tabelle 5 wiedergegeben.

Zentrale Kommission fiir Biologische Sicherheit, Robert Koch Institut, Deutschland

http://www.rki.de
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Tabelle 5: Gruppierung von Antibiotikaresistenzmarkern nach Verbreitung und medizini-

scher Relevanz der verwendeten Antibiotika

Gruppe | Definition der Gruppe Marker-Gen Antibiotika Bemerkung
Medizinische | Verbreitung | Enzym
Relevanz der
Antibiotika
1 Keine oder in Boden- npt [1-Gen Kanamycin, Amikacin, Gentamicin (vor-
nur geringe und Entero- | aph(3')-1l-Gen Neomycin, Ge- | wiegend C4, C1, und Ca),
therapeu- bakterien Neomycm """""" neticin, Butiro- | sonstige Aminoglycoside und
tische Bedeu- | weit ver- Phosphotransferase sin, Gentamicin | Aminocyclitole gehdren nicht
tung in Hu- breitet bzw. Aminoglycosid- Aund B sowie | zum Substratspektrum der
man- bzw. 3'-PHosphotrans- Paromomycin APH(3")-II-Enzyme
Veterinar- ferase des Typs Il
medizin
hph-Gen Hygromycin wird | Keine Kreuzresistenz mit
Hygromycm """"" in der Human- | anderen in der Human-
Phosphotransferase medizin nicht medizin gebrauchlichen An-
verwendet tibiotika; Kanamycin oder
(WHO, 1993) Geneticin werden nicht von
diesem Enzym umgesetzt
cmR-Gen Chloram- humantherapeutisch nur
Acetyltransferase phenicol noch in sehr wenigen Fallen
eingesetzt; in der EU fir die
Anwendung an Tieren zur
Erzeugung von Nahrungs-
mitteln nicht zugelassen
2 Therapeu- in Mikro- amp "-Gen Ampicillin bei Infektionen, z.B. mit
tische An- organismen TEM1 fLLaktamase ) Enterokokken oder mit Liste-
wendung nur | verbreitet ria monocytogenes weiterhin
noch in Teil- Mittel der Wahl
I:Erme;cnhebnzv(\j/er aadA-Gen Streptomycin nennenswerte humanmedi-
Veterindr- ' Streptomycin- und Specn- Emliclhe Begteututng fur Tu-
- Adenyltransferase nomycin erkulose (Streptomycin)
medizin oder der Gonorrhoe (Specti-
nomycin)
3 Therapeu- nptlll-Gen Amikacin wichtiges Reserve-
tische Bedeu- aph(3")111-Gen Antibiotikum
tung in der Aminoglycosid-3-
Hum_ap- Phosphotransferase
medizin des Typs Ill
tetA-Gen Tetracycline breites Wirkungsspektrum;
Membranprotem """ u.a. gegen Brucella, Chlamy-
bewirkt die Aus-, dia, Mycoplasma, Rickettsia
schleusung von Te- und Vibrio eingesetzt
tracyclinen

44

Zusammenstellung nach ZKBS (1999)




Charakterisierung verschiedener Markersysteme

Nach Brandt (1999) sind von den ca. 1300 Freisetzungsvorhaben in der EU seit 1991 rund 800
Projekte mit transgenen Pflanzen, die Antibiotika-Resistenzgene enthielten. Neben dem amp-

Gen und dem hph-Gen wurde hauptsachlich das nptll-Gen als Marker verwendet. Von den 14

transgenen Pflanzen, deren Inverkehrbringen EU-weit bis 1999 genehmigt worden ist, enthalten

sieben keine Antibiotika-Resistenzgene, funf das nptll-Gen und zwei das amp-Gen bzw. Teile

davon.

Ampicillin-
Resistenzmarker

Kanamycin-
Resistenzmarker

Das Markergen blargy.,welches die Resistenz gegen Ampicillin kodiert,
wurde in den USA, in Kanada und der EU als Bestandteil einer transgenen
Pflanze, d. h. als nicht exprimiertes Gen, bewilligt. Das Gen bla kodiert fiir
eine B-Lactamase; TEM-1 im speziellen ist eine p-Lactamase mit einem
breiten Spektrum und inaktiviert verschiedene Gruppen von Antibiotika mit
einem B-Lactam-Ring; dies sind Penicilline wie Ampicillin, Amoxicillin und
Carbenicillin sowie Erst- und Zweit-Generationen von Cephalosporinen wie
Cephalothin und Cefamandole (Kruse und Jansson, 1997; Seite 17).

Zur Bedeutung von Ampicillinresistenzmarkergenen in gentechnisch
veranderten Nutzpflanzen findet sich ein Kapitel (Seite 66 bis 68) im Bericht
des Bundesamtes fur Gesundheit (BAG, 1999).

Der am weitesten verbreitete Antibiotikamarker in den weltweit bereits
zugelassenen GVO-Produkten ist das aph(3')-1l-Gen, welches fir eine
Resistenz gegen Aminoglykoside kodiert. aph(3')-1l (oder nptll) kodiert fiir
das Enzym Aminoglycoside 3'-Phosphotransferase Il (Neomycin-Phospho-
transferase Il), welches aminoglycoside Antibiotika wie Kanamycin, Neo-
mycin, Paromomycin, Ribostamycin, Gentamicin A und B und Butirosin
inaktivieren kann (Kruse und Jansson, 1997; Seite 16).

Die WHO (1993) listet in ihrer Studie einige als molekulare Marker in transgenen Pflanzen

verwendete Resistenzgene mit den entsprechenden Antibiotika auf (Seite 23). Sie sind in der

Tabelle 6 zusammengestellt.
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Tabelle 6 : Resistenzmarker und Bedeutung der zugehoérigen Antibiotika nach WHO

Resistenz Antibiotika Bedeutung
Kanamycin-Resistenz Kanamycin / Neomycin, Paro- geringer klinischer Gebrauch; relativ
momycin, Geneticin (G418) toxisch, gewisser veterindrmed. Ge-

brauch

Hygromycin-Resistenz Hygromycin kein klinischer Gebrauch; veterinar-
med. Gebrauch bei Schwein und Ge-
fliigel

Streptomycin / Spectinomycin- Streptomycin / Spectinomycin gewisser klinischer Gebrauch

Resistenz

Gentamicin -Resistenz Gentamicin klinisch gebraucht; relativ toxisch

Phleomycin-Resistenz Phleomycin, Bleomycin klinisch gebraucht (Krebstherapie)

nach WHO (1993)

Die Tabellen 5 und 6 zeigen, dass im Bereich der transgenen Pflanzen Marker verwendet
werden, die eine Resistenz gegen medizinisch verwendete Antibiotika kodieren. Eine Reihe von
Antibiotika wird in Kombination und per Injektion verabreicht, also in schwerwiegenden
Situationen und bei hospitalisierten Patienten. So wird beispielsweise Streptomycin zur
Behandlung von Tuberkulose verwendet.

Die Ampicillin-Resistenz, welche Vertreter der 3-Lactame unwirksam macht, ist medizinisch von
Bedeutung (siehe auch Tabelle 5), jedoch in der obigen WHO-Tabelle nicht aufgefihrt. Fur
weitere Ausfihrungen zu diesen Markersystemen sei auf Kruse und Jansson (1997) verwiesen.

Das Dokument der EU (1998) Draft Document on Antibiotic Resistance Marker Genes in
Genetically Modified Plants bietet einen groben Uberblick und eine Risikobewertung zu den

Resistenzgenen gegentber Ampicillin und Kanamycin.

Ein Dokument der amerikanischen Food and Drug Administration FDA (1998) befasst sich im
Appendix1: Evaluation of the Safety of the Kanamycin Resistance Gene as a Selectable Marker
ausfuhrlich mit der Risikobewertung des Markergens fur Kanamycinresistenz.

Siehe dazu auch die Ubersichtsartikel von Nap et. al (1992), der die prinzipiellen Uberlegungen
bei der Risikobewertung fur einen Antibiotikamarker am Beispiel der Kanamycinresistenz dar-

legt.

Nach einer Zusammenstellung von Friends of the Earth zu transgenen Pflanzen, die entweder
fur das Inverkehrbringen bewilligt sind oder fur die das Bewilligungsverfahren hangig ist,
wurden fir deren Konstruktion Marker verwendet, welche eine Resistenz gegen folgende
Antibiotika von human- und veterindr-medizinischer Bedeutung kodieren (Quelle:
http://www.foe.co.uk/camps/foodbio/brief/anti4a.htm#Footref4):
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B-Lactam-Antibiotika
Gentamycin B
Neomycin

Amikacin

Streptomycin

vV V VY V¥V V V

Spectinomycin

Das Thema Risikobewertung von Antibiotikamarkern — in Pflanzen wie auch in anderen Orga-
nismen — wird im nachfolgenden Kapitel exemplarisch vertieft.

6.1.2 Risikobewertung von Antibiotikaresistenzmarkern

Die Risikobewertung fir Antibiotikaresistenzmarker ist innerhalb gewisser Grenzen durchfihr-
bar. Einige exemplarische Beurteilungskriterien sind nachfolgend angeschnitten.

Eine Antibiotikaresistenz in einem fir den Menschen pathogenen Organismus gilt grundséatzlich
als unerwilnscht. Eine solche Resistenz ist aber nur bei einem vom Menschen aufrechterhalte-
nen Selektionsdruck durch Antibiotikagabe von Bedeutung.

Fir die Verwendung von Antibiotika beim Menschen hat das Vorkommen von antibiotika-
resistenten Erregern grosse medizinische Relevanz. Aber aus o©kologischer und evoluti-
onsbiologischer Sicht ist ein vom Mensch aufrechterhaltener Selektionsdruck fiir Antibiotika
nicht gleichgewichtig zu bewerten wie etwa eine gentechnisch erzeugte Salztoleranz (theoreti-
sches Beispiel), die in eine Wildpflanze auskreuzt und dieser Pflanze unter natirlich vorkom-
menden Bedingungen — insbesondere unter erhohten Salzkonzentrationen im Boden — einen
Fitnessgewinn verschafft.

Wichtig ist die Unterscheidung zwischen medizinisch relevanten und nicht-relevanten Antibioti-
karesistenzen, wobei der Aspekt der Kreuzresistenz bzw. die biochemische Verwandtschaft
zwischen den einzelnen Antibiotika zu beachten ist. Eine Ampicillinresistenz bedeutet, dass sie
auch fir andere Antibiotika dieser Klasse der Penicillin-Familie (3-Lactame) gilt.

Zudem muss die quantitative Bedeutung der zusatzlichen Verbreitung von Antibiotikaresisten-
zen bei Mensch und Umwelt in eine Relation gesetzt werden zu den bereits teilweise breit vor-
handenen Resistenzen. Die Mobilisierbarkeit des Resistenzgens ist dabei von grosser Bedeu-
tung. Befindet sich das Resistenzgen im Empfangerorganismus auf einem mobilen genetischen
Element oder kann sich ein solches wieder rekonstituieren, ist die potenzielle Verbreitbarkeit
wesentlich grésser und entsprechend zu werten.

Wenn die verwendete Marker-Eigenschaft im Genpool von Organismen, die mdglicherweise
Empfangerorganismen bei einem horizontalen Gentransfer sein kénnten, vorkommt und diese
Organismen die entsprechende Eigenschaft auch aus einem Nicht-GVO aufnehmen kdnnen
(z.B. Antibiotikaresistenz in Mikroorganismen), ist ein potenzieller Gentransfer als weniger pro-
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blematisch zu werten. Aber: Der Genfluss aus dem GVO darf keinen quantitativen Einfluss
haben, d.h. die Haufigkeit oder Ausbreitung einer Eigenschaft beeinflussen.

Bei Antibiotikaresistenzmarkern ist dieser Einfluss auf die Haufigkeit und die Ausbreitung von
Antibiotikaresistenzen umstritten. Die Debatte um die Antibiotikaresistenzgene in transgenen
Pflanzen dreht sich vor allem darum, ob der zusatzliche Eintrag der entsprechenden Gene zu
einer messbaren Zunahme der Antibiotikaresistenzen bei humanpathogenen Organismen flhrt.

Kommentar Die Verwendung von Antibiotikaresistenz-Genen als Marker bei Freiset-
zungen oder flr ein Inverkehrbringen gilt unter Beriicksichtigung der aktuel-
len Debatte um die Verwendung von Antibiotikaresistenz-Genen in GVOs
als gesellschaftspolitisch nicht mehr opportun.

Weitere Uberlegungen zur Risikobewertung von Antibiotikaresistenzmarkern finden sich in Ka-
pitel 8.

6.1.3 Vielfalt der Antibiotika und der medizinisch relevanten Wirkstoffe

Es gibt etwa zweitausend beschriebene Antibiotika, wovon etwa fiinfzig therapeutisch einsetz-
bar sind. Diese einzelnen Antibiotika lassen sich wiederum in rund ein Dutzend Substanz-
klassen einteilen (Tabelle 7).

Markergene, welche fir eine Resistenz gegen ein Antibiotika kodieren, inaktivieren meistens
auch andere Antibiotika innerhalb derselben Substanzklassen.

Die folgende Tabelle gibt einen Uberblick zu den Antibiotikaklassen und den zugehérigen Wirk-
stoffen, welche in der Humanmedizin vorwiegend in der ambulanten Praxis (zur oralen Auf-
nahme) von Bedeutung sind. Diese Liste ist demnach nicht abschliessend.
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Tabelle 7: Antibiotikaklassen und Wirkstoffe in der ambulanten Humanmedizin

Antibiotika
Substanzklasse Wirkstoff
Antibiotikaklasse Untergruppe
Penicilline saurefeste Penicilline Amoxicillin, Ampicillin, Bacampicillin, Penicillin V,

Phenoxymethylpenicillin, Pivampicillin

penicillinasefeste Penicilli-
ne

Methicillin, Cloxacillin, Flucloxacillin

Penicilline + Inhibitoren der
[-Laktamasen

Amoxicillin + Clavulansaure

Cephalosporine 1. Generation

Cefadroxil, Cefalexin

2. Generation

Cefaclor, Cefprozil, Cefuroxim

3. Generation

Cefixim, Ceftibuten, Cefetamet, Cefpodoxim

Macrolide

Azithromycin, Clarithromycin, Dirithromycin,
Erythromycin, Josamycin, Roxithromycin, Spiramycin

Tetracycline

Doxycyclin, Minocyclin, Oxytetracyclin, Tetracyclin

Chionolone Ciprofloxacin, Fleroxacin, Lomefloxacin, Norfloxacin,
Ofloxacin, Pefloxacin, Sparfloxacin

Sulfonamide Cotrimoxazol, Cosoltrim, Trimethoprim

Andere Nitrofurantoin, Chloramphenicol, Clindamycin

nach Pharmactuel (1998)

6.1.4 Substanzklasse, Wirkungsebene, Resistenzmechanismus und -spektrum

Substanzklassen

Die verschiedenen Substanzklassen von Antibiotika deuten darauf hin, dass

es auf der Ebene der Zelle entsprechend unterschiedliche Wirkungsmecha-

nismen und -ebenen gibt, wo eine Zelle in ihrem Wachstum gehemmt oder

abgetdtet werden kann.

Wirkungsebenen

Antibiotika haben verschiedene Wirkungsmechanismen und — ebenen, auf

der sie in die zellulare Physiologie eingreifen. Dies sind:

vV V VYV V¥V

Transkription (Rifampicin)

Biosynthese der Zellwand (z.B. Penicilline, Bacitracin)

Struktur und Aufbau der Zellmembran (z.B. Polymyxin B)

Translation (z.B. Aminoglycoside, Chloramphenicol, Tetracycline)
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Resistenz- Den unterschiedlichen Wirkungsebenen entsprechend, gibt es ganz ver-
mechanismen schiedene Strategien von Zellen, sich gegen die Wirkung von Antibiotika zu
schitzen. Die wichtigsten Mechanismen sind:

> Das Antibiotika kann die Zellhille nicht mehr passieren

> Die Rezeptoren, an die das Antibiotika bindet, fehlen bzw. sind modi-
fiziert worden

> VVom Antibiotika blockierte Stoffwechselwege werden umgangen
> Bakterielle Enzyme inaktivieren das Antibiotika

> Bakterielle Membranpumpen entfernen das Antibiotika aus der Zelle.

Resistenzspektrum Bei der Beurteilung des Resistenzspektrums der einzelnen Markersysteme
ist die biochemische Verwandtschaft der Antibiotika von grosser Bedeutung.
Dies zeigt das Beispiel der sogenannten Ampicillin-Resistenz besonders
deutlich, weil die R-Lacamase TEM-1 nicht nur Ampicillin, sondern auch
andere Antibiotika der p-Lactam-Gruppe inaktivieren kann.

Vom Bundesamt fiir Gesundheitswesen BAG (1999) wurde eine Situationsanalyse mit dem
Titel Bakterielle Antibiotikaresistenz in den Bereichen Humanmedizin, Veterindrmedizin und
Lebensmittel erstellt. In Kapitel 2 des BAG-Berichtes findet sich eine Ubersicht zur globalen und
nationalen Resistenzlage mit einer umfangreichen Literaturzusammenstellung. Zudem sind die
wichtigen antibiotischen Substanzklassen mit exemplarischen Vertretern aufgelistet. Fir die
bakteriellen Humanpathogene werden die verwendbaren Antibiotika aufgefiihrt und die aktuelle
Resistenzsituation beschrieben.

Zum Thema Antibiotikaresistenzmarker in GVOs wurde in den letzten Jahren viel publiziert.
Eine Zusammenstellung weiterfihrender Informationsquellen zu Antibiotikaresistenzmarkern
findet sich in Kapitel 9.1.

6.2 Herbizidtoleranzmarker

Die Anzahl der Selektionssysteme fir Pflanzen ist begrenzt. Herbizidtoleranzmarker sind Se-
lektionsmarker fur die Anwendung bei Pflanzen und sind heute am meisten verbreitet. Der
Grund liegt darin, dass diese Markersysteme durch Industrieforschung in der Effizienz optimiert,
gut beschrieben und auch teilweise bereits von den Zulassungsbehdrden bewilligt sind. Das hat
dazu gefiihrt, dass auch in der Grundlagenforschung haufig Herbizidmarker als Selek-
tionsmarker verwendet werden. Dabei ist das Auftreten einer Herbizidresistenz in einer Wild-
pflanze, als Folge einer natiirlich vorkommenden Auskreuzung, nicht erwiinscht.
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Resistenz-
mechanismen

Streng genommen kann zwischen Herbizidtoleranz und Herbizidresistenz
unterschieden werden. Herbizidtoleranz beschreibt die relative Unempfind-
lichkeit gegenuber einem Herbizid. Ab einer zu starken Konzentration des
Herbizids stirbt die Pflanze ab. Die Herbizidresistenz dagegen bezieht sich
auf einen (aktiven) Schutzmechanismus der Pflanze gegen das Herbizid,
der eine hohe bis maximale Herbizidtoleranz erlaubt.

Es lassen sich folgende Mechanismen unterscheiden:

>

Modifizierung des Wirkungsortes des Herbizides (d.h. modifiziertes Enzym:;
Beispiel: 5-Enolpyruvylshikimate-3 Phosphate-Synthase EPSPS)

Beschleunigung der Metabolisierung (Entgiftung) oder Verlangsamung der
Metabolisierung (Umwandlung in aktive Form des herbiziden Wirkstoffes)

Veranderung der Aufnahme- oder Transportmechanismen des Herbizides in
die Pflanze bzw. die Pflanzenzellen.

In Tabelle 8 sind die Markergene fiir Herbizidtoleranzen bei Pflanzen mit entsprechender Her-

kunft, dem Enzym und dem entsprechenden selektiven Wirkstoff zusammengestellt.

Tabelle 8: Marker fiir Herbizidtoleranz in Pflanzen

Herbizider =~ Wirkstoff | Enzym / Protein Marker- Herkunft des Markers (Spender-DNA)
(Selektionsagens) Y gen?
Phosphinothricin, Glufo- | PAT (Phosphinothricin- | pat, bar Streptomyces hygroscopius,
sinat, Bialaphos, Acyltransferase) Streptomyces viridochromogenes
Glyphosat EPSPS (5-Enolpyruvyl- | aroA, Agrobacterium sp., 3

shikimate-3 Phosphate Arabidopsis thaliana,

Synthase) Petunia hybrida Vilm,

Salmonella typhimurium C&C

Bromoxynil Bromoxyl-spezifische bxn Klebsiella ozenae (Bodenbakterium)

Nitrilase
Norflurazon Phyoen-Desaturase crt-1 Erwinia uredovora Dye (Bakterium)
2,4-D (2,4-Dichloro- | 2,4-D Monooxygenase | tfdA Ralstonia eutropha; friher: Alcaligenes eu-
phenoxyacetat) trophus (Bodenbakterium)
Sulfonylurea, ALS (Acetolacetat | csr-1, Arabidopsis thaliana,
Chlorsulfuron, Imidazo- | Synthase) als Brassica napus (Raps)
linon Nicotiana tabacum (Tabak)
Dalapon Dehalogenase Pseudomonas putida (Tzer) Mig, (Bakterium)
Cyanamide Cyanamid Hydratase Myrothecium verrucaria (Pilz)
Metolachlor GST (Glutathione S- Zea mays (Mais)

Transferase)
Chlorotoluron & Atrazine | CYP1A14 Ratte

nach Ohkawa et al. (1999) sowie Kruse und Jansson (1997)
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Fir das Selektionsagens (Herbizid) wird hier der Name des Wirkstoffs angegeben; der
Handelsname des Herbizids variiert von Land zu Land. Der Wirkstoff Glufosinat wird in
Europa unter dem Markennamen Basta™ und in den USA unter dem Markennamen Li-
berl‘y® verkauft. Glyphosat wird unter dem Namen I’?oundup® vertrieben.

3 Das Markergen kodiert meist fur ein bestimmtes Enzym, welches ein Herbizid inaktivie-
ren kann oder welches durch ein Herbizid nicht gehemmt wird. Solche Enzymfunktionen
sind in der Natur weit verbreitet. Teilweise sind es geringe genetische Unterschiede, die
dariber entscheiden, ob eine (transgene) Pflanze gegeniiber einem Herbizid tolerant
oder empfindlich ist.

3 Das Gen fir die EPSPS der transgenen Sojabohne ,Roundup Ready” stammt aus
Agrobacterium sp strain CP4. Das Prinzip dieser Herbizidtoleranz besteht darin, dass die
bakterielle EPSPS weniger sensitiv gegeniiber Glyphosat ist als die pflanzeneigene
EPSPS.

CYP1A1 ist ein Enzym der P450 Cytochrom Familie (Monooxygenasen); siche Ohkawa

et al. (1999).

4)

Die P450 Cytochrome sind eine Enzym-Familie, die sich durch die Metabolisierung von Xeno-
biotika auszeichnet und die fir ihre Eignung zur Einfihrung von Herbizidtoleranzen untersucht
wurde. Die Ergebnisse und einen Uberblick (iber andere Herbizidmarker finden sich bei Ohka-
wa et al. (1999).

Ein Uberblick Uber Transformationstechniken bei Pflanzen sowie die verwendeten Selek-
tionsmarker und Reportergene findet sich bei Potrykus et al. (1998).

Fir weiterflihrende Angaben zur Funktionsweise einzelner Herbizidtoleranzen sei neben Oh-
kawa et al. (1999) auf Kruse und Jansson (1997) und den WHO-Report von 1993 verwiesen,
wo die Primarliteratur und teilweise die US-Patentnummern referenziert sind.

Patentanmeldungen Patentanmeldungen stellen eine konzentrierte Form der wichtigsten Infor-

als Informations- mationen Uber Herbizidmarker dar. Patentanmeldungen kdnnen heute als

quellen Gesamttext per Internet abgerufen werden. Die wichtigsten Adressen sind in
Kapitel 10.4 aufgefiihrt.

Eine Internetseite, die weitere Informationen zum Thema Herbizidtoleranz enthalt, ist unter der
folgenden Adresse abrufbar: http://www.biotech-info.net/herbicide-tolerance.html .

Fir Pflanzen existieren auch andere Selektionsmarker, die nicht auf einer Herbizidresistenz

beruhen. Dazu gehodren die Schwermetalltoleranzmarker, die fiir die Selektion von transgenen
Pflanzen verwendet werden kénnen.
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6.3 Schwermetalltoleranzmarker

Diese Markersysteme erlauben wie die Antibiotika- und Herbizidmarker eine Selektion des
transformierten Organismus, indem nur diese bei einer erhéhten Konzentration von Schwer-
metallen im Nahrmedium Uberleben kénnen. Schwermetalle spielen in der Molekularbiologie
auch eine Rolle, weil sich durch Schwermetalle eine bestimmte Klasse von Promotoren spezi-
fisch induzieren lassen.

Schwermetalltoleranzmarker stellen nur bedingt eine Alternative zu Antibiotikaresistenz
markern dar, weil ihre Anwendung gewisse Nachteile hat. So sind Schwermetalle relativ hu-
mantoxisch und interagieren oft mit anderen Komponenten der Nahrmedien. Dadurch werden
sie unwirksam, was teilweise durch geeignete Medienzusatze aufgehoben werden kann.

Ein Nachteil von Schwermetallresistenzen aus Sicht der Spezifitdt — aber ein Vorteil aus Sicht
der Biosicherheit — ist die Tatsache, dass Schwermetallresistenzen in der Natur verbreitet sind
und negative Folgen aufgrund eines Gentransfers eher gering einzuschatzen sind. Als Marker
mit einem guten Anwendungsspektrum und wenigen Nachteilen bezlglich Toxizitat wird nach
Kruse und Jansson (1997) die Nickel-Resistenz betrachtet.

Einer der ersten molekularbiologisch eingesetzten Schwermetalltoleranzmarker war die Queck-
silber-Resistenz (mer- Operon).

Quecksilber- Eine Quecksilberresistenz (Hg-Resistenz) wurde in den 1993 in der Schweiz
Resistenz im bewilligten gentechnisch veranderten Lebendimpfstoff gegen Cholera, Oro-
Cholera-Impfstoff  chol Berna, eingefuigt. Die Hg-Resistenz wurde verwendet, um den Impf-
(Orochol Berna) stamm im Labor, aber auch bei den Impfversuchen, auf einfache Art und
Weise von Wildtyp Cholerae Vibrionen unterscheiden zu kénnen.
Diese Resistenz wurde ganz bewusst anstelle eines Antibiotikaresistenz-
markers verwendet, da in diesem medizinischen Zusammenhang eine Anti-
biotikaresistenz bei der behérdlichen Zulassung problematisch und flr ein
Monitoring nicht zweckmassig gewesen ware.
Mit dem mer-Operon, das ca. 4200 Basenpaare gross ist, wurden mehrere
Gene in den Organismus eingebracht, die fiir die Expression und Regulation
der ng+-Reduktase und fir den Transport des H92+-Ions aus der Zelle her-
aus verantwortlich sind.
Mit der Hg-Resistenz verfugt der Impfstamm Uber eine Eigenschaft, welche
bei Cholera-Erkrankungen oder bei anderen bakteriellen Erkrankungen nicht
in Konflikt kommt mit einer medizinisch relevanten Anwendung. Das fir
Orochol Berna verwendete mer-Operon stammt aus einer Shigella-Art und
enthalt Gene, die weltweit verbreitet sind. Das mer-Operon kommt in naturli-
cher wie klinischer Umgebung sowie bei gram-positiven wie gram-negativen
Bakterien vor.
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Mechanismen der  Eine Zelle kann sich mit unterschiedlichen Strategien gegen Schwermetalle
Schwermetall- schitzen, so dass sich eine Toleranz gegenuber der toxischen Wirkung aus-
toleranz bildet. Die wichtigsten Mechanismen sind:

> Das Schwermetall kann die Zellhiille nicht mehr passieren.

> Vom Schwermetall blockierte Stoffwechselwege (Enzyme) werden
umgangen.

> Bakterielle Proteine komplexieren und inaktivieren damit das Schwer-
metall.

Schwermetallmarker sind auch in transgenen Pflanzen von Bedeutung; das Metallothionein-
Gen aus Saugern oder pflanzenahnliche Metallothioneine fiihren in Pflanzen zu einer erhohten
Toleranz gegen Schwermetalle.

Eine weiterfiihrende Ubersicht zu Schwermetallmarkern bietet der Artikel von Mergeay (1995).

6.4 Erweiterter Metabolismus als Selektionsmarker

Heute existieren neben Antibiotika- und Herbizid-Selektionsmarkern keine breit etablierten, an-
deren Selektionssysteme fir Pflanzen. Seit ein paar Jahren gibt es aber Ansatze in der For-
schung, nach Alternativen zu Antibiotika- und Herbizidresistenzmarkern fiir die Anwendung in
Pflanzen zu suchen. Als Begriindung fir die Entwicklung neuer Transformations- und Selek-
tionssysteme wurde bereits anfangs der neunziger Jahre erwahnt, dass von Antibiotika losgel®-
ste oder gar markerfreie Transformationssysteme anzustreben seien.

Ein Ansatz besteht beispielsweise darin, mit einem Markergen eine selektionierbare Verande-
rung im Aminosaure-Metabolismus zu bewirken (siehe dazu den WHO-Report (1993), Tab. 2).

Daneben gibt es mehrere Selektionsmarker, die auf Veranderungen der Phytohormonproduk-
tion (Auxin-Biosynthese) hinwirken und dadurch ein verandertes, selektionierbares Wachstum
der transformierten Pflanzen zur Folge haben. So wandelt das Enzym Glucuronidase des Mar-
kergens gus eine in das Nahrmedium zugegebene Vorlaufersubstanz (Cytokinin-Glucuronid) in
ein Pflanzenhormon (Cytokinin) um, was ein beschleunigtes Wachstum der Transformanten zur
Folge hat (Joersbo und Okkels, 1996).

In der Arbeit von Kunkel et al. (1999) wird ein Selektionssystem fir Pflanzen vorgestellt, wel-
ches auf der Uberexpression des Enzyms Isopentenyl-Transferase (IPT) beruht. Das ipt-Gen
liegt natlrlicherweise auf dem Ti-Plasmid von Agrobacterium tumefaciens, dem klassischen
Transformationssystem flr dikotyledone Pflanzen. Dieses Enzym ist verantwortlich fir die Bil-
dung von Cytokin, welches bei den natirlicherweise vorkommenden Infektionen von Pflanzen
mit Agrobacterium tumefaciens zur Tumorbildung fiihrt.

Bei der Herstellung transgener Pflanzen mit dem Ti-Plasmid wird das Wachstum der transfor-
mierten Zellen beschleunigt. Um bei den ausgewachsenen transgenen Pflanzen Missbildungen
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zu verhindern, steht beim Transformations- und Selektionssystem von Kunkel et al. (1999) das
ipt-Gen auf dem Ti-Plasmid unter der Kontrolle eines induzierbaren Promotors und ist nach der
Selektion der transgenen Pflanzen inaktiv.

Ebinuma et al. (1997) haben ein Pflanzentransformationssystem entwickelt, das ebenfalls auf
dem ipt-Gen als Marker basiert, das aber im Verlaufe der Kultivierung mit einer Wahrschein-
lichkeit von 0.1 bis 0.5 % verloren geht (siehe dazu Kapitel 5.2.3).

6.4.1 Verwirrlicher Gebrauch des Begriffes ,,Positive Selektion*

»Positive Selektion® Joersbo und Okkels (1996) flihrten im Titel ihrer Publikation den Begriff der

,positiven Selektion* ein und bezeichnen die Selektion auf der Basis von
Antibiotika- und Herbizidtoleranzmarkern als ,negative Selektion®. Dies ist
falsch und irrefiihrend. Denn bei beiden Selektionsprinzipien geht es um ei-
ne Positivselektion, indem sich der transformierte Organismus bei selektiven
Bedingungen jeweils von den nicht transformierten Organismen abhebt, in-
dem er Uberlebt oder schneller wachst.
Unterschiede bestehen allenfalls darin, dass bei den anderen Systemen die
nicht transformierten Organismen unter selektiven Bedingungen nicht ab-
sterben, und dass die Risikobewertung der verwendeten Gene und der Se-
lektionssubstanzen maoglicherweise eine geringere Gefahrdung von Mensch
und Umwelt vermuten Iasst.

Unerwiinschter Der Begriff der ,positiven Selektion” betont den Aspekt, dass mit dieser Art

Fitnessvorteil? von Selektionsmarkern der Pflanze eine Eigenschaft verliehen wird, welche
diese unter selektiven Bedingungen gegenuber einem Wildtyp positiv — im
Sinne einer Erweiterung der metabolischen Fahigkeiten — hervorhebt. Ande-
rerseits kann dies auch eine zusatzliche metabolische Belastung bedeuten,
welche sich unter nicht selektiven Bedingungen negativ auswirkt.

Aus Sicht der Biosicherheit ist jeglicher Fitnessvorteil der transgenen Pflan-
ze gegenlber einem Wildtyp unerwiinscht. Der Aspekt der Fitness ist bei ei-
ner Risikobewertung zu einer transgenen Pflanze sehr sorgfaltig zu be-
trachten. So bedeutet beispielsweise das Vorkommen des Enzyms Phos-
pho-Mannose-Isomerase im Pflanzenreich, dass dieses Enzym bei den ent-
sprechenden Pflanzen auch einen Nutzen und damit einen evolutiven Vorteil
hat. Siehe nachfolgendes Kapitel 6.4.2.

6.4.2 Nutzbarmachen von zusatzlichen Kohlenstoffquellen — ,,Positech“ von Novartis

Auf dem Prinzip, eine zusatzliche C-Quelle zuganglich zu machen, basiert das Selektions-
system, welches von Joersbo et al. (1998) beschrieben wird. Das verwendete Markergen manA
stammt aus E. coli und kodiert fir das Enzym Phospho-Mannose-Isomerase (PMI). PMI ermdg-
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licht der transformierten Pflanze die Umwandlung von Mannose-6-Phosphat in Fruktose-6-
Phosphat, das vom pflanzlichen Metabolismus als C-Quelle verwendet werden kann. Neben
den bakteriellen gibt es auch pflanzliche Phospho-Mannose-Isomerasen. So besitzen Hilsen-
frichte wie Soja, Bohnen und Erbsen, ein Gen fir ein solches Enzym. Das Selektionssystem
kann bei Weizen, Mais und Kartoffeln verwendet werden.

»Positech” von Die Firma Novartis will gemass einer Pressemitteilung vom 23. Mai 2000 in

Novartis Zukunft vermehrt das Selektionssystem auf der Basis der Phospho-Man-
nose-lsomerase anstelle der bisher verwendeten Marker einsetzen und stellt
es unter dem Namen Positech auch der 6ffentlichen Forschung zur Verfu-
gung. Diese Technik gibt es seit sieben Jahren. Novartis hat sich die kom-
merziellen Rechte gesichert mit einem Patent, das die Firma Sandoz unter
dem Titel ,Mannose or xylose based positive selection” bereits im Jahre
1994 erworben hat (Prioritdtsdatum ist der 2. Marz 1993). Detaillierte Anga-
ben zu diesem Markersystem finden sich in der Patentschrift mit der Regi-
strationsnummer PCT/EP94/00575 oder WO 94/20627 (SANDOZ LTD.,
1994).

In der Publikation von Haldrup et al. (1998a) wird ebenfalls ein Selektionssystem fir Pflanzen
vorgestellt, welches auf einem erweiterten Metabolismus beruht. In diesem System erlaubt das
bakterielle Gen fur eine Xylose Isomerase aus Thermoanaerobacterium thermosulfurogenes
eine Selektion von transformierten Pflanzen, welche als zusatzliche Kohlenstoffquelle bei der
Kultivierung der Pflanzenzellen den Zucker D-Xylose aus dem Kulturmedium verwerten kon-
nen.

In Haldrup et al. (1998b) wird ein praktisch identisches System beschrieben, bei dem das Gen
fur den Xyloseabbau aus Streptomyces rubiginosus stammt. Es wird gezeigt, dass sich dieses
Selektionssystem bei Pflanzen besser eignet als die Verwendung des Kanamycinresistenz-
markers.

6.5 Farbstoffmarker

Diese Markersysteme (siehe dazu auch Naylor 1999) basieren auf einer enzymatischen Reak-
tion, die mehr oder weniger direkt sichtbar oder nachweisbar ist. So definiert sind diese Marker
eine spezielle Untergruppe der sogenannten metabolischen Marker, die auf einer enzymati-
schen Reaktion beruhen und zu denen beispielsweise Antibiotikaresistenzen zu zahlen sind,
die auf einer R-Lactamase-Aktivitat beruhen.

Markersystem lacZY Das bekannteste Beispiel eines (bakteriellen) metabolischen Markers ist die
R-Galactosidase, welche das Substrat-Analog X-Gal (5-Bromo-4-Chloro-3-
Indoxyl-beta-D-Galactopyranosid) in einen blauen Farbstoff umwandelt. Das
Markersystem lacZY ist Teil des Laktose-Operons und kodiert fir die -
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Galactosidase und die Laktose-Permease, welche zusammen eine Selek-
tion auf einem laktosehaltigen Medium erlauben.

Markersystem gusA Ein ahnliches Markersystem basiert auf dem Markergen gusA, welches fiir
die B-Glucuronidase (GUS) kodiert, die das Substrat X-Glu in einen blauen
Farbstoff umwandelt.

Markersystem xylE Das Markergen xylE kodiert flr eine Katechol 2,3-Dioxygenase, welche das
nattirliche Substrat Katechol in einen gelben Farbstoff (2-Hydroxy-Muconic
Semialdehyd) umwandeln kann.

6.6 Lumineszenzmarker

Lumineszenzmarker produzieren sichtbares Licht. Organismen (Einzeller), welche diesen Mar-
ker tragen, kénnen damit optisch unterschieden werden. Es gibt Apparate fir eine automa-
tisierte Auszahlung. Mit diesen ist auch eine mechanische Sortierung bzw. Selektionierung
(fluorescence-activated cell sorting, FACS) mdglich. Lumineszenzmarker sind keine Selek-
tionsmarker im strengen Sinne, da sie nicht nur dem markierten Organismus ein Uberleben
erlauben.

Es gibt ein bakterielles und ein eukaryontisches Gen, welches fir die Luciferase kodiert. Das
bakterielle Gen (luxAB) stammt aus Vibrio harvei und Vibrio fisheri, wahrend das eukaryonti-
sche Gen (luc) aus dem Leuchtkafer (Photinus pyralis) stammt. Fur weitere Informationen siehe
Naylor (1999).

Die Enzymreaktionen der bakteriellen und der eukaryontischen Luciferase sind beide sauer-
stoffabhangig. Sie unterscheiden sich dadurch, dass mit Hilfe der bakteriellen Gene /ucCDE
das Ausgangssubstrat durch den Organismus selbst produziert werden kann, sodass die ent-
sprechend markierten Organismen auch ohne Zugabe eines Substrates nachweisbar (sichtbar)
sind. Im Gegensatz dazu bendtigt das eukaryontische System Luciferin als Ausgangssubstrat.
Zudem wird ATP fiir die Reaktion bendtigt.

6.7 Fluoreszenzmarker

Im Gegensatz zu den Lumineszenzmarkern bendtigen die Fluoreszenzmarker keine Ausgangs-
substrate und (zellulare) Energiequellen. Bei den Fluoreszenzmarkern handelt es sich um von
der Zelle produzierte spezifische Proteine, deren Elektronen durch kurzwelliges Licht zum Fluo-
reszieren angeregt werden. Damit haben Fluoreszenzmarker aus dem Beurteilungsblickwinkel
der Biosicherheit den Vorteil, dass sie auf keine enzymatische Reaktion angewiesen sind.

Green fluorescent Das Markersystem auf der Basis von Green fluorescent protein (GFP)
protein (GFP) stammt aus der Qualle Aequorea victoria. Es wurde 1994 isoliert und hat in
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den letzten Jahren grosse Verbreitung und Anwendung erfahren. Dazu gibt
es mehrfache Griinde:

> GFP ist ein relativ kleines Markersystem (1,2 Kilobasen).

> GFP kann als Marker in Pflanzen, Tieren, Insekten und Bakterien ver-
wendet werden.

> GFP kann als Fluoreszenzleuchten durch Anregen mit kurzwelligem
Licht (ohne zusatzliche Substrate und =zelluldre Energie) nach-
gewiesen werden.

> Es gibt inzwischen modifizierte und optimierte GFPs (EGFP fiir en-
hanced green fluorescent protein), welche bei verschiedenen Wel-
lenlangen leuchten.

> GFP wurde flr verschiedene biologische Systeme adaptiert; es gibt
ein GFP fur Pflanzen, das PGFP, welches etwa 150-fach starker fluo-
resziert als das Wildtyp-GFP.

> GFP ist in den verschiedensten Organismen stabil.

GFP ist in allen Organismenreichen, von den Bakterien bis Insekten, Pflanzen und Tiere, ver-
wendbar.

Berghammer et al. (1999) bezeichnen GFP als universellen Marker flr transgene Insekten, weil
er in den Pigmenten der Augen exprimiert wird und als Fluoreszenzleuchten sichtbar gemacht
werden kann.

6.8 Nukleotidmarker

Bei den Nukleotidmarkern handelt es sich um charakteristische, seltene oder einmalige DNA-
Sequenzen, die direkt via DNA-Hybridisierung oder mit PCR (polymerase chain reaction) nach-
gewiesen werden. Nukleotidmarker sind keine Selektionsmarker.

Nukleotidmarker kénnen entweder aus kodierenden oder nicht kodierenden Sequenzen beste-
hen. Ein Nukleotidmarker kann Bestandteil des Wildtyp Genoms (intrinsic marker) oder kiinst-
lich eingeflgt worden sein. Ein Intrinsic Marker erlaubt zwar die Identifikation eines Organis-
mus, nicht aber die Unterscheidung zwischen Wildtyp und GVO. Fir die Markerfunktion ist es
irrelevant, ob die Sequenz exprimiert wird oder nicht. Wichtig ist alleine, dass die DNA-Sequenz
eindeutig identifizierbar ist. Nukleotidmarker werden fir die markergestiitzte Selektion in der
Pflanzenziichtung verwendet.

Umweltmonitoring  Fiir ein umfassendes Monitoring von GVO in der Umwelt ist die Tatsache
interessant, dass in der Molekularbiologie fiir die DNA-Konstrukte praktisch
immer Sequenzen (Polylinker) verwendet werden, die naturlicherweise nicht
vorkommen.
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Diese Polylinker bieten die Mdglichkeit, die Verbreitung von GVO, im spezi-
ellen von Mikroorganismen, in der Umwelt zu verfolgen.

Mit der obigen Definition von Nukleotidmarkern wird klar, dass sich jeder der in dieser Studie
besprochenen Marker auch als Nukleotidmarker verwenden lasst, wenn die entsprechende
Nachweismethode etabliert ist.

6.9 Auxotrophiemarker

Auxotrophiemarker bilden einen Spezialfall in der Gruppe der metabolischen Marker. Auxotro-
phie bedeutet, dass ein Organismus auf einen Wachstumsfaktor angewiesen ist. Der nicht auf
den Wachstumsfaktor angewiesene Wildtyp wird als prototroph bezeichnet.

Auxotrophiemarker Ein Organismus lasst sich aufgrund einer Defizienz in einem Biosynthese-
weg, beispielsweise aufgrund einer Mutation oder Gendeletion, von seinem
Wildtyp unterscheiden. Das heisst, dass eine Auxotrophie-Mutante einen
zusatzlichen Wachstumsfaktor benétigt. Diese Art von Markersystem wird
bei Pilzen und im speziellen in der Hefe-Genetik verwendet.

Prinzip des Ein Organismus ist auxotroph, wenn er im Vergleich zu seinem Wildtyp auf
Auxotrophie- einen zusétzlichen Faktor fiir sein Wachstum oder Uberleben angewiesen
Markers ist. Diese Eigenschaft kann durch eine Genmutation oder -deletion erzeugt

werden. Bei der Transformation eines Organismus kann diese Mutation
durch das intakte Markergen wieder kompensiert werden.

Anwendung bei Ein auxotropher Empfangerorganismus kann mit einem Genkonstrukt
Transformation transformiert werden, welches das intakte Gen fir die Synthese des
und Selektion Wachstumsfaktors und ein zusatzliches Gen enthalt. Die Transformanten

sind nicht mehr auf den Wachstumsfaktor angewiesen und haben diesbe-
zuglich wieder die Konstitution des Wildtyps; sie sind prototroph.

Die Philosophie bzw. der experimentelle Ansatz bei der Anwendung von Auxotrophiemarkern
zu Selektionszwecken ist etwas anders als bei herkdmmlichen Selektionsmarkern. Der Emp-
fanger fur das Transgen muss in einem ersten Schritt vorbereitet werden, indem er mit einer
spezifischen Genmutation auxotroph gemacht wird. Diese Defizienz wird dann bei der Trans-
formation mit dem entsprechenden funktionellen Gen zusammen mit dem Gen mit der primar
gewtnschten Eigenschaft wieder aufgehoben. Die Transformanten wachsen auf einem Medium
ohne den betreffenden Wachstumsfaktor und sind somit selektionierbar.

Die Verwendung von Auxotrophiemarkern ist bei niederen Organismen leichter moglich, weil

gezielte Genmutationen leichter realisierbar sind. Es gibt aber fir alle Organismen Auxo-
trophien, die durch natirliche Genmutationen bzw. Gendeletionen entstehen.
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Beispiel A. niger

Knock-out
Mutationen in
Tieren

Aspergillus niger ist ein flamentdser Pilz, der in der industriellen, biotechni-
schen Produktion von Stoffen und Enzymen von Bedeutung ist. Fir Asper-
gillus niger ist in Buxton et al. (1985) ein Transformationssystem beschrie-
ben, das sich eine Auxotrophiemutation fiir die Arginin-Biosynthese zunutze
macht. Eine Auxotrophiemutante von A. niger mit einer defekten Trans-
Carbamylase wird mit einem Plasmid transformiert, das ein argB Gen von A.
nidulans enthalt. Die Transformanten von A. niger, welche das Plasmid auf-
genommen haben, sind nicht mehr auf die Zugabe der Aminosaure Arginin
angewiesen.

Die sogenannten knock-out Mutationen, die bei transgenen Mausen, Ratten
oder anderen hoheren Tieren erzeugt werden, um die Bedeutung und Funk-
tion eines bestimmten Gens zu testen, sind in einem erweiterten Sinne
ebenfalls zu dieser Kategorie der Auxotrophiemarker zu zahlen. Zur Ver-
tiefung beachte man den Ubersichtsartikel von Galli-Taliadoros et al. (1995).

6.10 Oberflachenmarker

Der Vollstandigkeit halber sind hier die Oberflachenmarker erwahnt, bei denen es sich um cha-

rakteristische und zelltypische Proteine an der Oberflache von Zellen handelt und die in der

medizinischen Diagnostik eine wichtige Rolle spielen. Mit einem Antikérper-Essay (ELISA) bei-

spielsweise kdnnen die Zellen eines bestimmten Lebewesens oder eines bestimmten Organs

identifiziert werden. Insbesondere in der Tumordiagnostik haben diese Art von Markern eine

bedeutende Funktion.
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7 Hintergrund zur Risikobewertung
7.1 Aufgabe und Bedeutung molekularer Marker

7.1.1 Nachweismarker

Jedes Markersystem ist ein Nachweismarker. Die Nachweismoglichkeit ist sozusagen die Basi-
seigenschaft eines jeden Markers und somit am einfachsten zu erfillen. Nachweismarker er-
lauben die Identifikation oder Unterscheidbarkeit von Organismen bzw. Zellen. Fir diese Auf-
gabe kénnen auch nicht-exprimierte oder nicht-kodierende DNA-Sequenzen verwendet werden.
Praktisch jedes Markergen kann mittels DNA-Hybridisierung oder PCR (Polymerase Chain
Reaction) als Nachweismarker dienen (siehe dazu Kapitel 6.8). Ein Selektionsmarker fiir eine
Antibiotikaresistenz kann als Nachweismarker verwendet werden, indem das Gen via PCR
nachgewiesen wird. Nicht aber umgekehrt: eine nicht exprimierte DNA-Sequenz, die als Nach-
weismarker dient, kann nicht als Selektionsmarker verwendet werden.

7.1.2 Reportergene

Reportergene dienen dazu, physiologische Ablaufe in einer Zelle oder in einem Organismus
aufzuzeigen und beispielsweise die gekoppelte Expression eines anderen Gens auf einfache
Art sichtbar oder nachweisbar zu machen (to report engl.: berichten, melden, anzeigen). Repor-
tergene erlauben keine Selektion in dem Sinne, dass sich unter selektiven Bedingungen allein
die Organismen mit einem Markergen vermehren und damit anreichern kdnnen. Reportergene
haben eine ahnliche Aufgabe wie die Nachweismarker. Im Vergleich zum Nachweismarker
werden Reportergene aber vielfach exprimiert. Und die Nachweismethode ist meist weniger
aufwandig, wie die Beispiele der Fluoreszenzmarker zeigen (siehe dazu Kapitel 6.7).

Einen hervorragenden Uberblick zu den Méglichkeiten von Reportergenen und den Vergleich
untereinander (siehe Tabelle 9) bietet der Review von Naylor (1999) Reporter Gene Techno-
logy: The Future Looks Bright.

Naylor (1999) betont den Anwendungsbereich von Reportergenen fiir die Untersuchung von
zellularen Vorgangen. Als Anwendungen werden diskutiert:

> Nachweis eines Gentransfers (speziell auch bei Gentherapie)
Darstellen und Sichtbarmachen (imaging) der Genexpression”
Charakterisierung von Rezeptoren und Liganden

Charakterisierung von Signaltbertragungsketten

YV V Y V¥V

Verwendung in Bio-Assays zum Wirkstoffnachweis oder in der Toxikologie.

Hier handelt es sich um das Markieren auf molekularer Ebene (Sichtbarmachen der Genexpressi-

on).
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Tabelle 9: Beispiele wichtige Reportergene

Reportersystem entsprechendes Gen Herkunft

Chloramphenicol Acetyltransferase (CAT) cat bakteriell

B-Galactosidase lacZ bakteriell

Luciferase luc Leuchtkéafer (Firefly) Photinus pyralis
Luciferase luxAB bakteriell

Alkaline Phosphatase Plazenta (human)

Green fluorescent protein (GFP) gfp Qualle Aequorea victoria

Einige Erlduterungen

Umweltmonitoring
gentechnisch verén-
derter Organismen

nach Naylor (1999)

Das Gen cat war das erste Reportergen, welches flir den Nachweis von
Transkriptionsaktivitat in Zellen verwendet wurde. B-Galactosidase ist ein
gut charakterisiertes, bakterielles Enzym und eines der meist verwendeten
Reportergene zum Nachweis der Transfektionseffizienz (Transformation mit
Bakteriophagen).

Das Markersystem auf der Basis von Luciferasen basiert auf einem opti-
schen Nachweis mit Fotolumineszenz. Dazu ist ein Ausgangssubstrat not-
wendig.

Das Green fluorescent protein (GFP) ist ein Fluoreszenzmarker, dessen op-
tischer Nachweis durch Anregen mit externem, kurzwelligem Licht méglich
ist (siehe dazu Kapitel 6.5 bis 6.7).

Es wird heute vermehrt gefordert, bei der grossflachigen Freisetzung von
GVO, im speziellen von transgenen Pflanzen, ein Umweltmonitoring durch-
zufiihren. Mit einer 6kologischen Langzeitiiberwachung sollen das Verhalten
der transgenen Pflanzen im Feld und der Umwelt, die mdogliche Ausbreitung
der Transgene und der Genprodukte, aber auch die Umweltauswirkungen
generell beobachtet werden. Siehe dazu Ammann und Vogel (1999).

Es ist eine der Aufgaben von Markergenen, den Anforderungen an ein Mo-
nitoring zu entsprechen, im Minimum aber die Unterscheidbarkeit des GVO
gegenuber seinem Wildtyp zu gewahrleisten.

7.1.3 Selektionsmarker

Selektionsmarker erlauben die Auslese und damit auch ldentifikation von Zellen oder Organis-

men unter selektiven Wachstumsbedingungen. Das bedeutet beispielsweise, dass die nicht mit

einem Antibiotikaresistenzmarker versehenen Zellen in einem antibiotikahaltigen Medium gar

nicht Uberleben, sondern nur diejenigen Zellen, die das Markergen enthalten. Sie lassen sich

dementsprechend anreichern. So wird eine hdchst effiziente Unterscheidbarkeit (Auslese) zwi-
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schen gentechnisch und nicht gentechnisch veranderten Organismen ermdglicht, was in der

Molekularbiologie von grosser Bedeutung ist (siehe dazu Kap. 6.1 bis 6.3).

Man spricht in diesem Zusammenhang von Positivselektion, weil sich bei der Verwendung von

sechten“ Selektionsmarkern (siehe dagegen die markergestitzte Selektion in der Pflanzen-

zucht) nur diejenigen Organismen vermehren kénnen, welche den Marker enthalten.

Markergestiitzte
Selektion bei der
Pflanzenziichtung

In der Pflanzenzlichtung gewinnt die markergestitzte Selektion zunehmend
an Bedeutung und ist hier der Vollstandigkeit halber erwahnt. Die marker-
gestlitzte Selektion wird zur Effizienzsteigerung und Optimierung in der
Pflanzenziichtung verwendet. Dabei handelt es sich streng genommen nicht
um eine Selektion, sondern um eine Unterscheidung (Screening) von Orga-
nismen mit und ohne Marker.

Bei Kreuzungen kann der Erbgang einer erwunschten Eigenschaft in die
nachkommende Generation verfolgt werden, indem ein leicht identifizier-
barer Marker (ein bestimmter Phanotyp, aber auch ein reiner DNA-Marker
als Nachweismarker) zusammen mit der erwiinschten Eigenschaft vererbt
wird. Vorzugsweise wird eine natirlicherweise im Genom vorliegende Ver-
knipfung zweier Gene bzw. Eigenschaften fir die markergestiitzte Selektion
verwendet. Sie kann auch mittels molekularbiologischer Methoden erzeugt
werden, indem ein Marker(gen) und die zlchterisch erwiinschte Eigenschaft
auf der Ebene des Genoms nebeneinander platziert werden.

Als Marker dienen verschiedene Gene. Bevorzugt werden leicht (optisch)
identifizierbare Eigenschaften. Es wird auch mit nicht-exprimierten Genen,
sogenannten Nachweismarkern, gearbeitet.

7.2 Praktische Anforderungen an molekulare Marker

Bei der Auswahl eines Markersystems sind Anforderungen aufgrund der Zweckmassigkeit, des

biologischen Systems und der Risikobewertung gegeneinander abzuwagen.

7.21 Zweckmassigkeit

Fir die Beurteilung der Zweckmassigkeit von Markersystemen sind folgende Aspekte — je nach

Anwendung in unterschiedlicher Kombination — von Bedeutung:

>

>

Unterscheidbarkeit zwischen Wildtyp und GVO (notwendig)

Kein oder nicht relevanter Background (des Markers oder seiner Eigen-
schaft) in der Umwelt (wiinschenswert)

Breiter (Wirts-) Anwendungsbereich (eventuell erwiinscht)

Selektion(-seffizienz) von Transformanten (mdglichst hoch)
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> Nachweis von einzelnen Zellen (eventuell erwlinscht)

> in situ-Detektion, d.h. beispielsweise nicht-invasiver® Assay fir Monitoring
(eventuell erwiinscht)

> Quantifizierbarkeit des Nachweises (eventuell erwinscht)

> Reportereigenschaft (z.B. bei intrazellularen Vorgangen; eventuell er-
wiinscht)

> Einfach durchfihrbarer Nachweis (wiinschenswert)

> Kosten (niedrig)

7.2.2 Rahmenbedingungen aufgrund des verwendeten biologischen Systems

Der Empfangerorganismus setzt wichtige Rahmenbedingungen fur das verwendete Marker-
system. Wenn einzelne Markersysteme miteinander verglichen werden sollen, ist zwischen der
Verwendung von Markersystemen in den verschiedenen Organismen zu differenzieren.

Unter Bericksichtigung der heutigen Arbeitsschwerpunkte der Molekularbiologie ergibt sich die
folgende Aufgliederung nach Verwendung in verschiedenen Organismen:

Viren (Bakteriophagen)
Bakterien (Eubakterien, E. coli)
Pilze (Hefen, Sacharomyces sp.)

Tiere (Sauger)

vV V VY V V¥V

Pflanzen (Monokotyledonen und Dikotyledonen)

Die Verwendung von Markern betrifft auch bei Vielzellern (Tiere und Pflanzen) oft das Einzell-
oder Mehrzellstadium; so kdnnen pflanzliche Protoplas,ten4 oder tierische Zellen in Selektions-
medien (mit wachstumshemmendem Stoff fir die Zellen, welche das Markergen nicht besitzen)
kultiviert werden.

7.2.3 Aspekte der Biosicherheit

Die Anforderungen an ein Markersystem aus dem Blickwinkel der Biosicherheit erfordern je
nach Verwendungszweck (beispielsweise fir ein Inverkehrbringen) eine gute bis vollstandige

Nicht invasiv bedeutet, dass ein Organismus aufgrund seines Phanotyps oder beispielsweise auf-
grund von Bestrahlung mit UV-Licht und resultierendem Fluoreszieren unterscheidbar wird. Der
Nachweis einer DNA-Sequenz mittels PCR setzt dagegen die Zerstérung einer Zelle voraus.

Bei Pflanzen, die nur schwer als Protoplasten kultiviert werden kénnen (z.B. Weizen), wird die

Verwendung eines besonders effizienten Transformations- und Selektionssystem notwendig.
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Charakterisierung (siehe dazu das Kapitel 7.3). Zudem soll die Eingriffstiefe in das Genom ei-
nes Organismus oder in seine Zellphysiologie verhaltnismassig sein, das heisst, dass mit einem
Markersystem — bezogen auf seine Funktion — keine ,lberzahligen“ Gene in einem Organismus
eingefligt werden.

Von einem Markersystem darf bei einem Freisetzungsversuch bzw. einem Inverkehrbringen
eines GVO keine Gefahrdung fiir Mensch und Umwelt ausgehen. Ein GVO muss gegeniber
seinem Wildtyp unterscheidbar sein; dieser Nachweis soll jeweils relativ einfach zu erbringen
sein. Zudem darf die Eigenschaft aufgrund des Markers nicht zu einem Uberlebensvorteil (Fit-
ness) des GVO fiihren.

Aus diesen Grinden ist beispielsweise ein Marker, der auf einer Antibiotikaresistenz basiert, in
einem mikrobiellen Lebend-Impfstoff weder fir ein Monitoring noch als Selektionssystem
zweckmassig.

Beispiel Beim gentechnisch verdnderten Cholera-Lebend-Impfstoff Orochol Berna
wurde fir die Anforderung nach Unterscheidbarkeit zum Wildtyp (Monito-
ring) und fur die Selektion nach Transformation eine Quecksilberresistenz
verwendet und nach eingehender Priifung zugelassen.

7.3 Umweltrelevante Informationen fiir die Risikobewertung nach FrSV

Die experimentelle Freisetzung und das Inverkehrbringen von Organismen ist in der Schweiz
durch die ,Verordnung Gber den Umgang mit Organismen in der Umwelt“ geregelt. Diese Frei-
setzungsverordnung (FrSV) orientiert sich an der Freisetzungsrichtlinie der Europaischen Union
(90/220EWG).
Die Freisetzungsverordnung fordert gemass Artikel 9 und 14 fir ein Bewilligungsgesuch, das im
Rahmen eines Bewilligungsverfahrens einzureichen ist, zur Beurteilung des Risikos flir Mensch
und Umwelt unter anderem:
a.) die Angaben fiir gentechnisch verdnderte Organismen nach den Anhédngen Il und Il
der Richtlinie 90/220EWG des Rates vom 23. April 1990 (ber die absichtliche Frei-
setzung gentechnisch verdnderter Organismen in die Umwelt (geéndert durch die Richt-
linien 94/15/EG und 97/35/EG).

Das Kapitel 7.3.1 listet die umweltrelevanten Fragen aus der Freisetzungsrichtlinie 90/220/
EWG auf, welche fiir die Beurteilung von Markern notwendig sind. Es sind Fragen, welche bei
einem Bewilligungsgesuch allein schon in Bezug auf den oder die verwendeten Marker zu be-
antworten sind. Diejenigen Fragen, welche sich auf Vektoren beziehen, sind ebenfalls aufge-
fuhrt, weil Vektoren in den meisten Fallen mit Markern versehen sind, um einen erfolgreichen
Gentransfer nachweisen zu kdnnen.

Die ausgewahlten Fragen aus der Liste der FrSV bzw. Freisetzungsrichtlinie 90/220/EWG las-
sen sich in sieben fir die Risikobewertung zentrale Aspekte gruppieren (Tabelle 10).
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Dabei wurden die einzelnen Fragen jeweils nur einem Aspekt zugeteilt, obwohl auch Mehrfach-
zuordnungen maoglich waren. So sind Informationen zum Aspekt ,Selektionsvor- und —nachteil*
zweifellos auch relevant fir den Aspekt ,Unterscheidbarkeit, Nachweis, Monitoring“. Aus Grin-
den der Ubersichtlichkeit wurde nur eine Zuordnung zu dem jeweils relevantesten Aspekt vor-
genommen.

Tabelle 10: Umweltrelevante Fragen aus 90/220/EWG (gemass 94/15/EG)

Umweltrelevante Fragen aus
Ausgewdhliter Aspekt der Risikobewertung 90/220/EWG (gemdss 94/15/EG)
Anhang Il A Anhang I B
(Nicht-Planzen, GVO) (Pflanzen GVP)
(Teil / Abschnitt / Nr.) (Abschnitt / Nr.)
1 | Charakterisierung / Eigenschaften der inserierten I.B. 1. C.2. (wiell.B.1.)
(Marker-) DNA und des GVO I.C.1.c D. 1.
I.C.2.a D.2.c
2 | Besondere Informationen zu bestimmten, poten- LA 11.e C. 3. (analog II. B. 2.)
ziell ,kritischen“ Eigenschaften (Resistenzen, II.B. 2. D.2.a
unbekannte DNA, nicht benotigte DNA) I.B. 4.
I.C.1.d
I.C.2.b
3 | Selektionsvor- und -nachteil / maglicher Fitness- A 11.f D.4.a
gewinn IV.A. 1. D.4.b
IV.A.3. D.4.c
IvV.C.2 H. 1
4 | Unterscheidbarkeit, Nachweis, Monitoring I.A 4. D.10
Il.A.6
A7
I.C.2.d
I.C.2.e
I.C.2.f
I.C.2.¢g
5 | Genetische Stabilitat / Rekombinationsfreudig- l.A. 10 D.5
keit I.C.2.c
6 | Mobilisierbarkeit, Gentransfer l.A.9. D.6
I.B.3
IV.B.3.a
7 | Phylogenetische Verwandtschaft bzw. Distanz I.A.5. (indirekt aus C. 2.)
von Spender und Empféanger

Bei der Auswahl der Fragen aus Anhang Il A von 90/220/EWG gemass 94/15/EG galt der fol-
gende Grundsatz:

Grundsatz Ein Markergen, welches in das Genom eines Organismus eingefligt wird, ist

grundsatzlich bei der Risikobewertung nach genau den gleichen Kriterien zu
beurteilen wie jedes andere eingefugte Fremdgen.
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Die FrSV bzw. 90/220/EWG verlangt beispielsweise mehrfach Angaben zum Gentransfer und

zur genetischen Stabilitat. Diese Aspekte sind ebenso fiir das Insert mit der primar erwiinschten

transgenen Eigenschaft als auch fiir die eingefligten Markergene von Belang.

7.3.1 Auszug aus der revidierten EU-Richtlinie 90/220/EWG, Anhang Il gemass 94/15 EG

Anhang Il A von 90/220/EWG geméss 94/15/EG: Informationen, die in Anmeldungen fiir die Freiset-
zung genetisch verdnderter Organismen mit Ausnahme héherer Pflanzen (siehe dazu Anhang Il B) ent-
halten sein miissen:

Teil Il. INFORMATIONEN UBER DIE GVO

Il.,, Absch. A Eigenschaften des (der) a) Spender-, b) Empfanger- oder c) (gegebenenfalls) Eltern-

1.

organismus(men)

phanotypische und genetische Marker,

Grad der Verwandtschaft zwischen Spender- und Empfangerorganismus oder zwischen
Elternorganismen,

Beschreibung der Identifizierungs- und Nachweisverfahren,

Empfindlichkeit, Zuverlassigkeit (quantitative Angaben) und Spezifitat der Nachweis- und
Identifizierungsverfahren

Moglichkeiten des Gentransfers und des Genaustauschs mit anderen Organismen,
Prifung der genetischen Stabilitdt der Organismen und Faktoren, die diese beeinflus-
sen,

pathologische, 6kologische und physiologische Eigenschaften:

e) Antibiotikaresistenzen und potenzielle Nutzung dieser Antibiotika an Menschen und
Haustieren zur Prophylaxe und Therapie,

f) Beteiligung an Umweltprozessen: Primarproduktion, Nahrstoffumsatz, Abbau organi-
scher Stoffe, Atmung usw.

Il. Absch. B. Eigenschaften des Vektors

1.

Art und Herkunft des Vektors,

Sequenz von Transposons, Vektoren und anderen nichtkodierenden genetischen Se-
quenzen, die zur Konstruktion des GVO verwendet wurden und die Funktion des ein-
geflhrten Vektors und Genabschnitts im GVO sicherstellen,

Haufigkeit der Mobilisierung des eingefihrten Vektors und/oder Fahigkeit zum Gen-
transfer und Methoden zu deren Bestimmung,

Informationen darlber, inwieweit der Vektor auf die DNS beschrankt ist, die zur Erflllung
der geplanten Funktion erforderlich ist.

Il. Absch. C. Eigenschaften des veranderten Organismus

1.

Informationen Uber die genetische Veranderung:

c) Beschreibung des eingefiihrten Genabschnitts und/oder der Konstruktion des Vektors,
d) Reinheit des eingefiihrten Genabschnitts in Bezug auf unbekannte Sequenzen und
Informationen darlber, inwieweit die eingefiihrte Sequenz auf die DNS beschrankt ist,
die zur Erflllung der geplanten Funktion erforderlich ist,

Informationen Uber den endgliltigen GVO:

a) Beschreibung der genetischen Merkmale oder phanotypischen Eigenschaften und
insbesondere jeglicher neuer Merkmale oder Eigenschaften, die exprimiert werden kon-
nen oder nicht mehr exprimiert werden kénnen,

b) Struktur und Menge jeder Art von Vektor und/oder einer Donor-Nukleinsdure, die noch
in der endgliltigen Konstruktion des veranderten Organismus verblieben ist,

c) Stabilitat des Organismus in Bezug auf die genetischen Merkmale,

d) Anteil und Hoéhe der Expression des neuen genetischen Materials, Mef3verfahren und
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deren Empfindlichkeitsgrad,

e) Aktivitat der zur Expression gebrachten Proteine,

f) Beschreibung der Identifizierungs- und Nachweisverfahren einschlieRlich der Verfah-
ren zur Identifizierung und zum Nachweis der eingefiihrten Sequenz und des Vektors,

g) Empfindlichkeit, Zuverlassigkeit (quantitative Angaben) und Spezifitat der Nachweis-
und Identifizierungsverfahren.

Teil IV. INFORMATIONEN UBER DIE WECHSELWIRKUNGEN ZWISCHEN DEM GVO UND DER

IV. Absch. A.

IV. Absch. B.

IV. Absch. C.

1.

3.

2,

UMWELT

Eigenschaften, die das Uberleben, die Vermehrung und Verbreitung beeinflussen:
biologische Eigenschaften beziiglich des Uberlebens, der Vermehrung und Verbreitung,
Empfindlichkeit gegeniiber spezifischen Agenzien.

Wechselwirkungen mit der Umwelt:

Fahigkeit zu Gentransfer:
a) Transfer genetischen Materials von dem/den GVO in Organismen in den betroffenen
Okosystemen bei der Freisetzung,

Potenzielle Auswirkungen auf die Umwelt:

Wettbewerbsvorteil des GVO gegeniiber dem/den nicht veranderten Empfanger- oder
Elternorganismus(men),

Anhang Il B von 90/220/EWG gemadss 94/15/EG: Informationen, die in Antragen fiir die Freisetzung

gentechnisch verdnderter hoherer Pflanzen enthalten sein missen

Abschnitt C. Informationen (ber die gentechnische Veranderung

2,
3.

Art und Herkunft des verwendeten Vektors.

Grofle, Ursprung (Bezeichnung des Spenderorganismus/der Spenderorganismen) und
geplante Funktion jedes konstituierenden Fragments der fiir den Transfer vorgesehenen
Region.

Abschnitt D. Informationen Uber die gentechnisch veranderte Pflanze (GVP)
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g

10.

Beschreibung der eingefiihrten oder veranderten Merkmale und Eigenschaften.
Informationen Uber die tatsachlich eingefiihrten oder deletierten Sequenzen:

a) Grolke und Struktur des eingefiihrten Genabschnitts (Insert) und Verfahren zu seiner
Charakterisierung, einschlieBlich Informationen Uber Teile des in die GVP eingefiihrten
Vektors oder jede Carrier-DNA oder jede Fremd-DNA, die in der GVP verbleiben;

c) Lage des Inserts in den Pflanzenzellen (integriert in ein Chromosom, die Chlorop-
lasten oder die Mitochondrien beziehungsweise in einer nichtintegrierten Form) und
Verfahren zu ihrer Bestimmung;

Informationen Uber Unterschiede zwischen der gentechnisch veranderten Pflanze und
der Empfangerpflanze im Hinblick auf:

a.) Form(en) und/oder Rate der Fortpflanzung.

b.) Verbreitung.

c.) Uberlebensfahigkeit.

Genetische Stabilitét des Inserts.

Moglichkeit eines Transfers genetischen Materials von den gentechnisch veranderten
Pflanzen auf andere Organismen.

Beschreibung der Nachweis- und ldentifizierungsverfahren fiir die gentechnisch veran-
derte Pflanze.
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Abschnitt H. Informationen iber die méglichen Umweltauswirkungen der Freisetzung der gentechnisch
veranderten Pflanzen.

1.  Wabhrscheinlichkeit einer gegenliber den Empfangern oder Elternpflanzen gesteigerten
Persistenz in landwirtschaftlichen Lebensrdumen beziehungsweise einer gesteigerten
Invasivitat in natlrlichen Lebensraumen.
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8 Stellungnahmen, Entscheide und Revision
der EU-Freisetzungsrichtlinie

8.1 Markergene in neuartigen Lebensmitteln in der EU

In der EU werden fur die Genehmigung des Inverkehrbringens neuartiger Lebensmittel und
Lebensmittelzutaten die folgenden Informationen beziiglich Markergenen verlangt.

97/618/EG: Empfehlung der Kommission vom 29. Juli 1997 zu den wissenschaftlichen Aspekten
und zur Darbietung der fur Antrdge auf Genehmigung des Inverkehrbringens neuartiger Le-
bensmittel und Lebensmittelzutaten erforderlichen Informationen sowie zur Erstellung der Be-
richte Uber die Erstpriifung gemass der Verordnung (EG) Nr. 258/97 des Europdaischen Parlaments
und des Rates; Amtsblatt nr. L 253 vom 16/09/1997 S. 0001 - 0036

(Text von Bedeutung fur den EWR)

3.11. Bewertung von Markierungsgenen

Markierungsgene werden als "Tags" zur Kennzeichnung und Selektierung der Zellen von Pflanzen
oder Mikroorganismen verwendet, die erfolgreich genetisch verandert wurden. Im Endprodukt oder
im NL sollen sie normalerweise keine eigene Rolle spielen. Bei Pflanzen werden zur Zeit am h&u-
figsten Markierungsgene verwendet, die eine Antibiotikaresistenz oder eine erhéhte Widerstands-
fahigkeit gegen Herbizide bewirken. Andere Markierungsgene machen Pflanzen unempfindlich ge-
gen Schwermetalle oder ermdglichen eine phéanotypische und biochemische Selektion. Die An-
forderungen zur Bewertung der Unbedenklichkeit von Markierungsgenen sind im Grunde &hnlich
wie die fUr alle anderen Fremdgene.

Bei der Bewertung von Markierungsgenen in Pflanzen sind zu beriicksichtigen:

. das Markierungsgen selbst und das von ihm kodierte Erzeugnis;

. die Methoden zur Analyse und Quantifizierung des Markierungsgens und seiner Expres-
sionsprodukte im Lebensmittel;

. die mit der Funktion des Markierungsgens zusammenhangenden potenziellen toxikologi-
schen und/oder nutritiven Effekte;

. die Moglichkeit des horizontalen Gentransfers auf im Darm angesiedelte Mikroorganismen.

Die Verwendung von Markierungsgenen in Mikroorganismen, insbesondere von Genen, die Anti-
biotikaresistenz verleihen, ist in bezug auf den Wirtsorganismus, die von dem genetischen Kon-
strukt geschaffene biologische Abgeschlossenheit, die Méglichkeit der Kolonisierung des mensch-
lichen Darms durch diese GVO sowie das Verhdltnis zwischen der Wirksamkeit antimikrobieller
Wirkstoffe und der erworbenen Resistenz zu bewerten. Es wird voraussichtlich méglich sein, eine
auf der Bewertung der Primarwirkung auf den Wirtsorganismus beruhende Liste zugelassener
Markierungsgene zu erstellen. Ihre Nebenwirkungen auf den Wirtsorganismus werden unter ande-
rem davon abhéngen, an welcher Stelle sie in die Wirts-DNA eingefligt wurden. lhre Bewertung
sollte fallweise erfolgen, obwohl kein Grund zu der Annahme besteht, dass die Nebenwirkungen
von Markierungsgenen grosser sind als die anderer eingepflanzter Gene.

(Quelle: http://europa.eu.int/eur-lex/de/lif/dat/1997/de_397X0618.html)

8.2 Antibiotikaresistenzmarker in der revidierten Freisetzungsrichtlinie
der EU

Die Freisetzungsverordnung der Schweiz (FrSV, Art. 9., Angaben nach Anhang Il) stitzt sich
auf die Freisetzungsrichtlinie der EU (90/220/ EWG) ab.
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Stellungnahmen, Entscheide und Revision der EU-Freisetzungsrichtlinie

Die revidierte Freisetzungsrichtlinie der EU (Richtlinie 20001/18/EG) wurde im Marz 2001 defi-
nitiv verabschiedet. In dieser Fassung wird der Gebrauch aller Resistenzgene fiir Antibiotika mit
veterinar- und humanmedizinischer Bedeutung bis spatestens zum 31. Dezember 2008 verbo-

ten.

Dies gilt fir GVOs, die nach dem 31. Dezember 2004 in Verkehr gebracht werden, und fir Frei-

2001/18/EG Die Mitgliedstaaten und die Kommission sorgen dafiir, dass GVO, die Gene
enthalten, welche gegen in der é&rztlichen oder tierarztlichen Behandlung
verwendete Antibiotika resistent sind, bei einer Umweltvertraglichkeitsprii-
fung besonders beriicksichtigt werden, damit Marker fir Antibiotika-
resistenzen in GVO, die eine Gefdhrdung der menschlichen Gesundheit
oder der Umwelt zur Folge haben kénnen, identifiziert und aus dem Verkehr

gezogen werden kénnen.

setzungsversuche ab dem 31. Dezember 2008.

8.3 Stellungnahme der ZKBS zu Antibiotikaresistenzen

Die Zentrale Kommission fir Biologische Sicherheit ZKBS® ist 1997 in einer Stellungnahme zu

folgender Schlussfolgerung gekommen:

Stellungnahme der ZKBS zum Ampicillinresistenz-Gen in gentechnisch verandertem Mais
AZ.: 6788-02-06 01.07.1997

IV. SchluRfolgerung

Eine zunehmende Verbreitung des ampr-Gens in Mikroorganismen durch die Verwendung von
gentechnisch veranderten Pflanzen wie des B.t.-Mais von Ciba-Geigy ist nicht zu erwarten. Es ist
keine Gefahrdung der menschlichen Gesundheit, von Tieren oder der Umwelt zu befiirchten.

Das im B.t.-Mais enthaltene ampr-Gen wird jedoch weder fir die gewiinschten Eigenschaften der
Pflanze benétigt, noch ist es zur Selektion der rekombinanten Pflanzen geeignet.

Unabhangig von der vorstehenden Bewertung ist die ZKBS aus grundséatzlichen Erwagungen (Nut-
zung der Mdglichkeiten der Gentechnik, Vorsorgegrundsatz) der Auffassung, daf3 kinftig bei gen-
technisch veranderten Organismen, die in Verkehr gebracht werden, die eingefiihrten heterologen
Gene mdglichst beschrankt werden sollten auf die Gene, welche fir die angestrebte Veranderung
funktionell erforderlich sind.

Die zukinftige Entwicklung in Verkehr gelangender gentechnisch veranderter Organismen, die fir
die Herstellung von Lebens- oder Futtermittel Verwendung finden, sollte darauf abzielen, Marker-
gene, die Resistenzen gegen therapeutisch bedeutende Antibiotikaklassen oder gegen Herbizide
bewirken, zu vermeiden.

Quelle: http://www.rki.de/GENTEC/ZKBS/ALLGSTELL/97/ZKBS_AMP.HTM
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Stellungnahmen, Entscheide und Revision der EU-Freistzungsrichtlinie

Das Robert Koch Institut hat 1999 diese Position bestarkt und in einer Pressemitteilung vom 26.
Februar 1999 dazu aufgefordert, kiinftig auf die Verwendung von Antibiotikaresistenzmarkern in

transgenen Pflanzen zu verzichten:

Das Robert Koch-Institut ist aus grundsatzlichen Erwagungen der Auffassung, dal® bei gentech-
nisch veranderten Organismen, die vermarktet werden sollen, die eingefihrten Gene mdglichst be-
schrankt werden auf solche Gene, die fiir die angestrebten Eigenschaften erforderlich sind. "Die
Beschrankung auf die fur die gentechnische Veranderung notwendigen Gene fihrt zu einer Ver-
einfachung der Sicherheitsbewertung", begriindet Dr. Hans-J6érg Buhk, Leiter des Zentrums fur
Gentechnologie des Robert Koch-Instituts diese Forderung. Bei der zukinftigen Entwicklung gen-
technisch veranderter Organismen, die fiir die Herstellung von Lebens- oder Futtermittel verwendet
werden, sollten u.a. solche Markergene vermieden werden, die in Mikroorganismen Resistenzen
gegen therapeutisch bedeutende Antibiotika bewirken kénnen.

Quelle: http://yellow-fever.rki.de/PRESSE/PD/PD99/PD06_99.HTM

Eine Ubersicht tiber weitere Stellungnahmen zu Antibiotikaresistenzmarkern gibt ein Dokument
der amerikanischen Food and Drug Administration FDA (1998) in Appendix 3: Review of Positi-
ons by Other Government Agencies and International Bodies on Antibiotic Resistance Marker

Use in Transgenic Plants.
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9 Weiterfuhrende Informationsquellen

9.1 Internetadressen zu Markersystemen

(Stand Friihjahr 2000)

Die EU fordert das Forschungsprojekt MAREP, das sich mit Fragen der Biosicherheit und des
Riskasssessment von Reporter- und Markergenen auseinandersetzt. Weitere Informationen zu
diesem Projekt sind per Internet abrufbar unter der Adresse:

. http://www.biokemi.su.se/marep/abstract.htm/

Der BELGIAN BIOSICHERHEIT SERVER hat eine Informationsseite zu Antibiotikamarkern und
beschreibt einige der Resistenzmechanismen:

. Types of antibiotics and related resistance genes:
http.://Biosicherheit.ihe.be/AR/ARmenu.html

. Controlling antibiotic uses around the world: http./Biosicherheit.ihe.be/AR/Links.html

. Antibiotic Resistance Gene Markers in GMO's: selected reading:
http://Biosicherheit.ihe.be/ARGMO/GMQO_read.html

Die bewilligten und durchgefuhrten Freisetzungsversuche in den USA kdnnen bei untenstehen-
der Adresse abgerufen werden. Die vorbereiteten Suchroutinen erlauben die Suche nach ein-
zelnen Markersystemen in bestimmten Organismengruppen etc.

. http://www.nbiap.vt.edu/cfdocs/fieldtests1.cfm

9.2 Informationen zu Antibiotikaresistenzmarkern

Als weitere Informationsquellen sind folgende Materialien und Adressen empfohlen (Stand
Friihjahr 2000):

. Ein Uberblick iiber die Substanzklassen der Antibiotika und die biochemische Ver-
wandtschaft untereinander findet sich auf der Internetseite der Universitat lllinois eines
Kurses zur Veterinar-Pathologie von Mark S. Kuhlenschmidt:
http://www.cvm.uiuc.edu/Courses/VP331/Antibiotics3.html .

. Eine aktuelle Liste aller medizinisch verwendeten Antibiotika mit den entsprechenden
Markennamen findet sich unter der Internetadresse:
http://pharmacology.about.com/health/pharmacology/library/weekly/bl970514.htm

. Informationen zu den in der Schweiz zugelassenen Antibiotika mit den entsprechen-
den Markennamen finden sich im Arzneimittel-Kompendium der Schweiz unter der Inter-
netadresse: http:.//www.kompendium.ch/app/search_d.cfm

. Ein Briefing-Paper der Friends of the Earth gibt einen Uberblick tiber Antibiotikaresi-
stenzgene, die in transgenen Pflanzen, welche bewilligt sind oder in einem Bewilli-
gungsverfahren stehen, verwendet werden. Zudem sind die Kreuzresistenzen aufgefihrt:
http.//www.foe.co.uk/camps/foodbio/brief/anti4da.htm#Footref4

. Fir die vertiefte Auseinandersetzung mit Antibiotikamarkern und deren Risikobewer-
tung ist das Hintergrunddokument der amerikanischen FDA unbedingt zu konsultieren:
FDA (1998) Guidance for Industry: Use of Antibiotic Resistance Marker Genes in Trans-

75



Weiterfiihrende Informationsquellen

9.3

9.4

genic Plants — Draft Guidance; Draft released for comment on: September 4, 1998. U. S.
Food and Drug Administration / Center for Food Safety and Applied Nutrition / Office of
Premarket Approval; abrufbar unter der Internetadresse:
http.//vm.cfsan.fda.gov/~dms/opa-armg.html

Im oben genannten Dokument der FDA (1998) findet sich eine Zusammenstellung zu
verwendeten und bewilligten Markern: Appendix 2. Review of FDA/Industry Consultations
Regarding New Plant Varieties and Selectable Markers Used to Develop Them.

Primarliteratur und Informationen zu einzelnen Genen, Sequenzen
und Proteinen

(Stand Friihjahr 2000)

Die wichtigste Online-Datenbank mit o6ffentlich zuganglichen Informationen zur mole-
kularbiologischen Primarliteratur und Informationen zu einzelnen Genen, Gensequen-
zen bietet die Homepage der National Center for Biotechnology Information NCBI der
National Library of Medicine und den National Institutes of Health.

Die Internetadresse ist: http://www.ncbi.nlm.nih.gov/

Der (Schweizer) Server von ExPASy Molecular Biology Server bietet samtliche Moglich-
keiten, um eine Gensequenz zu identifizieren und insbesondere die Mdglichkeit, Infor-
mationen zu einzelnen Enzymen und ihrer Nomenklatur abzurufen:
http.//www.expasy.ch/

Internetadressen fiir Patentinformationen

(Stand Friihjahr 2000)

In Patentanmeldungen sind die wichtigsten Informationen Uber Herbizidmarker zusammen-
gestellt. Patentanmeldungen kénnen heute als Gesamttext per Internet abgerufen werden. Die
wichtigsten Adressen sind nachfolgend aufgefuhrt:
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US Patent und Trademark Office: http./www.uspto.gov/web/menu/pats.html

Europaisches Patentamt, mit Verbindungen zum U.S.-Patenamt und dem japanischen
Patentamt: http://www.european-patent-office.org/tws/twsindex.htm

Privater Anbieter von Patentinformationen ist das ,IBM Intellectual Property Network®:
http://www.patents.ibm.com/
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