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I. Einleitung

Als Methoden zur Transformation von Kulturpflanzenarten haben sich
die indirekte Ubertragung von Genkonstrukten mittels Agrobacterium
tumefaciens und das direkte Einbringen von Genkonstrukten in
Protoplasten oder Zellen bewahrt. Im Einzelfall ist es mdglich, dal
aufgrund der speziellen Eigenschaften der jeweiligen Kulturpflanze
derzeit nur die Transformation mittels Agrobacterium tumefaciens
erfolgreich ist.

Fur die direkte Transformation von Protoplasten wie auch fur die
Transformation mittels Agrobacterium tumefaciens werden die
DNA-Konstrukte in der Regel zusatzlich mit Marker-Genen gekoppelt,
um jeweils nach Teilschritten der Transformation diejenigen Zellen (bei
der direkten Transformation von Protoplasten die Pflanzenzellen; bei
der Transformation mit Hilfe von Agrobacterium tumefaciens zuerst E.
coli, dann Agrobacterium tumefaciens und spéter die Pflanzenzellen)
sicher und schnell identifizieren zu kdnnen, in deren Genom das
DNA-Konstrukt inseriert worden ist. Als Selektionsmarker-Gene fur den
letzten Schritt (s.0.) sind bestimmte Antibiotika-Resistenzgene
bakteriellen Ursprungs (in den meisten Féllen das nptll - oder das

hph -Gen) gebréauchlich, die zusammen mit dem Ziel-Genkonstrukt in
geeignete Ti-Plasmid-Vektoren inseriert werden. Bei dem
Transformationsverfahren mit Agrobacterium tumefaciens koénnen
jedoch gelegentlich auch solche Antibiotika-Resistenzgene aus
Vektorabschnitten in das pflanzliche Genom Ubertragen werden,
welche sich auRerhalb der in das Ti-Segment inserierten DNA aus
Ziel-Genkonstrukt und Selektionsmarker-Gen befinden und u.U. der
Bakterien-Selektion im ersten und zweiten Schritt (s.0.) dienten.

Auf der Grundlage von bisherigen Stellungnahmen im Einzelfall nimmt
die ZKBS im Folgenden allgemein Stellung zu der Frage der
Biologischen Sicherheit von gentechnisch veranderten Pflanzen, in
deren Genom Antibiotika-Resistenzgene vorhanden sind.

I1. Antibiotika-Resistenzgene, die in das Genom transgener Pflanzen
mittels gentechnischer Methoden inseriert worden sind

11.1. Antibiotika-Resistenzgene mit Selektionsmarker-Funktion
11.1.1. Das nptll -Gen

Das nptll -Gen stammt aus dem Transposon Tn5 (Garfinkel et al., 1981
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) und kodiert fur eine Neomycin-Phosphotransferase. Die
Neomycin-Phosphotransferase ist eine
Aminoglycosid-3'-Phosphotransferase des Typs Il (APH(3")IIl), welche
die ATP-abhéngige Phosphorylierung der 3'-Hydroxyl-Gruppe des
Aminohexose-Rings bestimmter Aminoglycosid-Antibiotika kataly-siert
und sie damit inaktiviert. Das Enzym zeichnet sich durch eine hohe
Substratspezifitat aus (Nap et al., 1992).

11.1.2. Das hph -Gen

Das hph -Gen stammt aus Escherichia coli und kodiert fir eine
Hygromycin-Phosphotrans-ferase. Diese inaktiviert spezifisch das
Antibiotikum Hygromycin durch Phosphorylierung (Gritz und Davies,
1983). Andere Aminoglycosid-Aminocyclitol-Antibiotika wie Kanamycin
oder Geneticin werden nicht umgesetzt.

11.2. Antibiotika-Resistenzgene ohne Selektionsmarker-Funktion
11.2.2. Das aadA (Strep/SpecR)-Gen

Das aadA (Strep/SpecR)-Gen stammt aus dem Plasmid R538-1 von
Escherichia coli und kodiert fur eine Streptomycin-Adenyltransferase
(Davies und Smith, 1978). Tomalsky und Crosa (1987) wiesen das

aadA (Strep/SpecR)-Gen auch auf dem Multiresistenz-Transposon
Tn1331 in Klebsiella pneumoniae nach. Die
Streptomycin-Adenyltransferase modifiziert die 3"~ -OH Position des
Streptomycin-N-methyl-L-glucosamin-Rings bzw. eine 9-OH Position
des Spectinomycins. Untersuchungen von Hollingshead und Vapnek

(1985) haben gezeigt, dalR das aadA (Strep/SpecR)-Gen bei der
Konstruktion von Vektoren verwendet werden kann.

11.2.1. Das amp ' _Gen

Das amp " _Gen kodiert fur die weit verbreitete TEM-1 R-Laktamase
(Sanders und Sanders, 1992) [TEM = Thomas Edison Murphy]. Etwa
35% der klinischen E. coli -Isolate besitzen heute eine
Ampicillinresistenz (Kresken et al, 1999). Diese ist uberwiegend, d.h.
zZu etwa

90 %, durch den R-Laktamasetyp TEM-1 bedingt (Livermore, 1995), der
ebenfalls bei anderen Enterobakterien-Spezies, sowie bei

Haemophilus und bei Neisseria gonorrhoeae nachgewiesen wurde.

Im molekularbiologischen Sprachgebrauch wird es als amp " oder
bla (TEM-1) bezeichnet und liegt auf einer Reihe von

Klonierungsvektoren vor (pBR322-Derivate, pUC-Serien etc.).

Dieses TEM-1-Enzym hat gegen neuere Cephalosporine nur eine sehr
geringe Aktivitat und ist durch R-Laktamase-Hemmer wie
Clavulanséaure oder Tazobactam inhibierbar. Jedoch kann bei E. coli
eine hohe Expressionsrate Resistenzen gegen Amoxicillin / Tazobactam
und gegen andere Kombinationen von R-Laktamen mit
B-Laktamase-Inhibitoren hervorrufen (Sanders und Sanders, 1992).

Mutationen der R-Laktamase (z.B.TEM-30 bis TEM-41) kénnen weiterhin
dazu fuhren, dalR die veranderten Enzyme nur schlecht durch
Clavulansaure inhibierbar sind. Im Klassifizierungsschema von Bush et
al. (1995) wurden solche Varianten als eigene Unterklasse 2br
eingefuhrt. Bisher wurden diese "inhibitor resistant TEM-

http://www.rki.de/GENTEC/ZKBS/ALLGSTELL/99/ANTIBIOTIKA.HTM



Monday, June 3, 2002 Stellungnahme der ZKBS zur Biologischen Sicherheit von Antibiotika- Page: 3
Resistenzgenen im Genom gentechnisch veranderter Pflanzen

R-laktamases"” (IRT) nur in E. coli und vereinzelt in Proteus mirabilis
oder Klebsiella gefunden (Bermudes et al., 1997).

In vielen Fallen ist der Gebrauch von Ampicillin heute nur dann
angezeigt, wenn zuvor die Ampicillin-Sensitivitdt im Test nachgewiesen
ist. Jedoch wird Ampicillin bei Infektionen, z.B. mit Enterokokken oder
mit Listeria monocytogenes weiterhin als Mittel der Wahl betrachtet.

11.2.3. Das nptlll -Gen

Das nptlll (= aphAlll )-Gen stammt aus Enterococcus faecalis und
kodiert fur eine Amino-glycosid-3‘-Phosphotransferase des Typs 111, die
nicht nur eine Resistenz gegen Kanamycin und Neomycin, sondern
auch gegenuber dem Antibiotikum Amikacin und weiteren Substan-zen
dieser bedeutsamen Klasse verleiht.

R

11.2.4. Das cm -Gen

Das cm R -Gen stammt aus dem Transposon Tn9 und kodiert fur eine
Acetyltransferase, die eine Acetyl-CoA-abhangige Acetylierung des
Antibiotikums Chloramphenicol katalysiert und damit dessen
antibakterielle Wirkung aufhebt (Proctor und Rownd, 1982).

11.2.5. Das tetA -Gen

Das tetA -Gen stammt aus dem Transposon Tn10 und kodiert fur ein
Membranprotein, das die Ausschleusung von Tetracyclinen bewirkt
(Bryan, 1984). Die Tetracycline sind chemisch sehr nahe untereinander
verwandt und leiten sich vom Naphthacen-Gerust ab.

111. Ubertragbarkeit der Antibiotika-Resistenzgene aus transgenem
Pflanzenmaterial auf Mikroorganismen (Horizontaler Gentransfer)

In die Sicherheitsbewertung von gentechnisch veranderten Pflanzen
sind die Ubertragenen Antibiotika-Resistenzgene mit einzubeziehen.
Hierbei ist auch eine mogliche Ubertragung der
Antibiotika-Resistenzgene auf andere Organismen (z. B.
Mikroorganismen) zu beachten. Ein solcher Transfer kénnte z.B. im
Tierpansen, im Magen-Darmtrakt von Saugern, in Silagen, in
Komposten, Klaranlagen oder im Boden stattfinden. Ein Ablauf von
folgenden Schritten ware dazu erforderlich:

1. Freisetzung des Antibiotikum-Resistenzgens in intakter Form aus
der Pflanzenzelle,
[Bei Freisetzung von DNA aus pflanzlichen Geweben wird diese
durch pflanzeneigene Nukleasen effektiv degradiert. Auch im
Pansen und Verdauungstrakt von Saugern ist ein hoher Spiegel
an DNAsen vorhanden, ebenso im Boden und in anderen von
Mikroorganismen besiedelten Habitaten.]

2. Aufnahme durch kompetente Bakterien,
[Die Fahigkeit, naturlicherweise freie DNA aufzunehmen, wurde
erst bei relativ wenigen Bakterien beobachtet (Lorenz und
Wackernagel, 1994). Die Aufnahme und stabile Expression von
DNA im natdrlichen Habitat wurde bislang bei zwei
Bodenbakterienarten nachgewiesen (Nielsen et al, 1997;
Sikorski et al., 1998). Daruber hinaus ist die Entwicklung zur
DNA-Aufnahmefahigkeit unter den physiologischen Bedingungen
des jeweiligen Habitats selbst bei diesen ein sehr seltenes
Ereignis.]

3. Etablierung eines transformierten DNA-Fragments in der

Bakterienzelle
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a. durch Integration ins Genom mittels legitimer oder
illegitimer Rekombination
b. in seltenen Fallen durch Ringschlu3 zu einem Plasmid, falls
das transformierte DNA-Fragment die Genausstattung zur
Plasmidreplikation tragt,
[Die Bildung eines Plasmid-Replikons in einer Zelle, z.B.
durch Verknupfung der Enden des DNA-Fragmentes,
kdnnte erfolgreich nur durch sehr seltene Ereignisse
erfolgen, etwa ein illegitimes cross-over.]
4. erfolgreiche Expression des Ubertragenen
Antibiotikum-Resistenzgens.
[Die fur eine Genexpression erforderlichen Regulationsabschnitte
mussen in geeigneter Anordnung vorliegen und in der neuen
Wirtszelle erkannt werden.]

Das gemeinsame Eintreffen all dieser, jeweils einzeln als sehr selten
eingeschatzter Ereignisse macht einen Gentransfer der
Antibiotika-Resistenzgene von Pflanzen auf Bakterien sehr
unwahrscheinlich (rev. Drige et al., 1998; Nielsen et al., 1998). Nach
Berechnungen von Schluter und Potrykus (1996) liegt z. B. die
Wahrscheinlichkeit der Transformation von Bodenbakterien mit dem

kan'-Gen aus Ernteriickstanden transgener Pflanzen bei bakteriellen
Rezipienten, die wie Bacillus subtilis ein effizientes
Transformationssystem, aber keine Homologie zur aufgenommenen

DNA besitzen, bei 2 x 10711 pis 2,7 x 10'17, und bei bakteriellen
Rezipienten, die wie Agrobacterium tumefaciens kein effizientes
Transformationssystem, aber Homologie zur aufgenommenen DNA

besitzen, bei 2 x 10'14 bis 1,3 x 10'21.

1V. Bewertung der Biologischen Sicherheit der
Antibiotika-Resistenzgene im Genom transgener Pflanzen

Von grundséatzlicher Bedeutung fur die Bewertung der Biologischen
Sicherheit der Antibiotika-Resistenzgene im Genom transgener
Pflanzen ist es, die Wahrscheinlichkeit der Transformation von Boden-
und Enterobakterien durch die aus dem Genom transgener Pflanzen
freigesetzten Antibiotika-Resistenzgene in Relation zu sehen zu der
Wahrscheinlichkeit der Ubertragung solcher Antibiotika-Resistenzgene
durch Konjugation von Bakterium zu Bakterium. Da (a) die
Wahrscheinlichkeit der Gen-Ubertragung von transgenen Pflanzen auf

Bakterien auf 2 x 1011 bis 1,3 x 10721 pro Bakterium geschatzt wird
(siehe unter 111), jedoch die der Gen-Ubertragung durch Konjugation

zwischen Boden- und Enterobakterien bei 10™1 bis 1078 pro
Spenderzelle liegt (Droge et al, 1998), (b) Freisetzungsexperimente mit
gentechnisch veranderten Pflanzen zeitlich und raumlich begrenzt sind
und (c) gentechnisch veranderte Pflanzen aus
Freisetzungsexperimenten nicht fur Lebens- oder Futtermittelzwecke
vorgesehen sind, stellt die ZKBS fest, dal aufgrund des
Vorhandenseins der oben aufgefihrten Antibiotika-Resistenzgene in
gentechnisch veranderten Pflanzen, die fur Freisetzungsexperimente
vorgesehen sind, keine schéadlichen Einwirkungen auf Leben und
Gesundheit von Menschen, Tiere, Pflanzen sowie die sonstige Umwelt
in ihrem Wirkungsgefuge und Sachguter (8 1 GenTG) zu erwarten sind.
Im Hinblick auf das Inverkehrbringen solcher Pflanzen wird ferner
festgestellt, dal3 von den o.g. Antibiotika-Resistenzgenen (bzw. von
deren Genprodukten) kein allergenes Potential ausgeht und dal3 es
keine Hinweise fur die Aufnahme funktionsfahiger DNA in Epithelzellen
gibt (U. S. Food and Drug Administration, 1998).
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IV.1. Gruppeneinteilung der Antibiotika-Resistenzgene nach ihrer
Verbreitung und nach dem derzeitigen Stand der therapeutischen
Bedeutung der relevanten Antibiotika

Wenn uUberhaupt die Ubertragung eines Antibiotika-Resistenzgenes
aus dem Genom einer transgenen Pflanze in das eines Bakteriums
eintreten sollte, mufRte man dieses sehr seltene Ereignis vor dem
Hintergrund der gegebenen Verbreitung des jeweiligen
Antibiotikum-Resistenzgens in Boden- und Enterobakterien und in
Bezug auf seine Bedeutung fur den therapeutischen Einsatz der
relevanten Antibiotika sehen. Aufgrund dieser beiden
Bewertungskriterien werden fur die 0. g. Antibiotika-Resistenzgene
drei Gruppen zugeordnet:

Gruppe |

Die Gruppe | enthalt Antibiotika-Resistenzgene, die (a) in Boden- und
Enterobakterien bereits weit verbreitet sind und (b) deren relevante
Antibiotika keine oder nur geringe therapeutische Bedeutung in der
Human- bzw. Veterindrmedizin besitzen, so dall davon ausgegangen
werden kann, dalR - wenn Uberhaupt -das Vorhandensein dieser
Antibiotika-Resistenzgene im Genom transgener Pflanzen keine
Auswirkung auf die Verbreitung dieser Antibiotika-Resistenzgene in der
Umwelt zur Folge hat. Dabei handelt es sich um folgende
Antibiotika-Resistenzgene:

® nptll -Gen: Zu den Substraten der APH(3")II-Enzyme z&hlen die
Antibiotika Kanamycin,
Neomycin, Geneticin, Butirosin, Gentamicin A und B sowie
Paromomycin. Die in der Humanmedizin therapeutisch

bedeutsamen Amikacin, Gentamicin (vorwiegend Cl’ Cla und

C2) und sonstige Aminoglycoside und Aminocyclitole gehdren

nicht zum Substrat-spektrum der APH(3")-11-Enzyme (Trieu-Cuot
et al., 1987; Davies, 1991; Simon und Stille, 1989).

® hph -Gen: Hygromycin wird in der Humanmedizin nicht
verwendet (WHO, 1993); eine Kreuzresistenz mit anderen in der
Humanmedizin gebrauchlichen Antibiotika besteht nicht.

® cm R -Gen: Chloramphenicol wird aufgrund des Risikos,

aplastische Anamie hervorzuru-fen, humantherapeutisch heute
nur noch in sehr wenigen Fallen eingesetzt und ist in der EU fur
die Anwendung an Tieren zur Erzeugung von Nahrungsmitteln
nicht zugelassen. Chloramphenicol-resistente Mikroorganismen
sind in der Umwelt weit verbreitet.

Gruppe 11

Die Gruppe Il enthalt Antibiotika-Resistenzgene, die (a) in
Mikroorganismen verbreitet sind und (b) deren relevante Antibiotika
nur noch in Teilbereichen der Human- bzw. Veterinarmedizin
therapeutische Anwendung finden, so dall davon ausgegangen
werden kann, daR — wenn Uberhaupt - das Vorhandensein dieser
Antibiotika-Resistenzgene im Genom transgener Pflanzen nur sehr
geringe Auswirkung auf die Verbreitung dieser
Antibiotika-Resistenzgene in der Umwelt zur Folge hat. Es handelt sich
um folgende Antibiotika-Resistenzgene:
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- amp ' _Gen: Es ist anzunehmen, dal fast jeder Mensch, auch
ohne R-Laktam-Antibiotika exponiert zu sein, im Intestinaltrakt E.

coli- Zellen beherbergt, die das amp " Gen besitzen. Dies wird
durch die Beobachtung gestutzt, dalR etwa 35 % aller klinischen
E. coli- Isolate resistent gegen Ampicillin sind (Kresken et al.,
1999) davon wieder 90% durch TEM-1 B-Laktamasen bedingt
(Livermore, 1995). Untersuchungen (BgVV, 1997) zeigten auch,
daR Ampicillin-Resistenzen bei E. coli- Isolaten von Rindern und
Schweinen in etwa 74 % aller Proben auftreten.

® aadA-Gen : Streptomycin und Spectinomycin werden nur
begrenzt in der Humanmedizin eingesetzt (WHO, 1993),
besitzen aber durchaus noch fur die Behandlung der
Tuberkulose (Streptomycin) oder der Gonorrhoe (Spectinomycin)
nennenswerte humanmedizinische Bedeutung.

Gruppe 111

Die Gruppe Il enthalt Antibiotika-Resistenzgene, deren relevante
Antibiotika in der Humanmedizin von therapeutischer Bedeutung sind,
und deshalb im Genom transgener Pflanzen — einem hohen Mal an
Vorsorge folgend — vermieden werden sollten. Es handelt sich um
folgende Antibiotika-Resistenzgene:

- nptlll -Gen: Fur den Einsatz in der Humantherapie ist Amikacin
ein wichtiges Reserve-

Antibiotikum, dessen therapeutische Bedeutung nicht einmal
potentiell durch die Verwendung des nptlll -Gens bei der
Etablierung von gentechnisch veranderten Pflanzen ge-schmalert
werden sollte.

- tetA -Gen: Tetracycline sind durch ein breites Wirkungsspektrum
ausgezeichnet und sind in der Humanmedizin therapeutisch
weiterhin von Bedeutung; sie werden u.a. gegen Brucella,
Chlamydia , Mycoplasma , Rickettsia und Vibrio eingesetzt.

1V.2. Bewertung der Biologischen Sicherheit der
Antibiotika-Resistenzgene im Genom transgener Pflanzen, die fur
Freisetzungsexperimente vorgesehen sind.

Die ZKBS ist grundsatzlich der Auffassung, dalR kinftig bei gentechnisch
veranderten Pflanzen, die fur Freisetzungsexperimente vorgesehen
sind, die eingefliihrten heterologen Gene beschrankt werden sollten
auf diejenigen Gene, welche fur die angestrebte Veranderung
funk-tionell als Ziel- oder Markergene erforderlich sind.

1V.3. Bewertung der Biologischen Sicherheit der
Antibiotika-Resistenzgene im Genom transgener Pflanzen, die in
Verkehr gebracht werden sollen.

Die ZKBS ist grundsatzlich der Auffassung, dalR kinftig bei gentechnisch
veranderten Pflanzen, die in Verkehr gebracht werden, die
eingefuhrten heterologen Gene auf diejenigen Gene zu beschrénken
sind, welche fir die angestrebte Veranderung funktionell als Ziel- oder
Markergene erforderlich sind.

Die zukunftige Entwicklung in den Verkehr zu bringender gentechnisch
veranderter Pflanzen, die fur die Herstellung von Lebens- oder
http://www.rki.de/GENTEC/ZKBS/ALLGSTELL/99/ANTIBIOTIKA.HTM
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Futtermittel Verwendung finden sollen, mul3 darauf abzielen, Gene, die
Resistenzen gegen therapeutisch bedeutende Antibiotikaklassen
bewirken, zu vermeiden.
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