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1.1.2.1. Bewertung der durch die Ubertragenen Nukleinsduresequenzen bewirkten

Veranderungen in den gentechnisch veranderten Pflanzen

(a) Das Xylanase-Gen

Die gentechnisch veranderten Tabakpflanzen enthalten eine verkirzte Form des Xylanase-
Gens xynZ aus Clostridium thermocellum unter der Kontrolle des 35S-Promotors des CaMV
und der Octopin-Synthase-Terminationsregion von Agrobacterium. Das rekombinante xynZ-
Gen wurde mit der Nukleinsduresequenz fir das Signalpeptid des Proteinase Inhibitors Il der
Kartoffel fusioniert, wodurch das Genprodukt in den Apoplasten transportiert wird.

Xylan ist ein Bestandteil der Hemicellulose pflanzlicher Zellwande. Es kommt besonders in
Sekundarwanden vor sowie in Primarwanden von Monokotylen. In Primarwanden von Diko-
tylen ist Xylan mengenmafig weniger bedeutend. Xylan ist aus 1,4-B-Polyxylose aufgebaut,
verzweigt und mit Arabinose, Glucuronsaure und Methylglucuronsaure substituiert. Der Ab-
bau von Xylan erfolgt zunachst durch die Aktivitat von Xylanasen, die die glycosidischen
Bindungen zwischen nicht-substituierten Xylose-Resten hydrolysieren. Die dadurch entste-
henden verzweigten Oligosaccharide werden dann durch andere Enzyme zu den entspre-
chenden Monomeren abgebaut. Xylanasen kommen bei Bakterien, Pilzen und auch Pflanzen
vor. Sie werden auf der Basis von Sequenzhomologien der katalytischen Domanen in neun
Familien (A bis H) eingeteilt. Die Familie F, zu der auch die Xylanase aus C. thermocellum
gehort, umfalRt sowohl bakterielle als auch pilzliche Xylanasen. Die Xylanase aus C. ther-
mocellum zeichnet sich dadurch aus, daB ihr Temperaturoptimum bei ca. 70°C liegt. Des
weiteren verflgt sie Uber eine hohe Substratspezifitat fur Xylan, da sie nicht Cellulose hydro-
lysiert, wie es bei anderen Xylanasen beobachtet wird.

Das vollstandige xynZ-Gen aus C. thermocellum hat eine Lange von 2511 Nukleotiden. De-
letionsanalysen haben jedoch ergeben, dal} der C-terminale Bereich fir die Xylanase-
Aktivitat ausreichend ist. Aus diesem Grund wurden zur Erzeugung des rekombinanten
Xylanase-Gens die 3’-terminalen 1025 Bp des Gens mit den 0.g. Regulationssequenzen und
der Nukleinsduresequenz fir das Signalpeptid kombiniert und mittels Agrobacterium in Ta-
bak Ubertragen. Durch den Transport in den Apoplasten wird die Xylanase aus der Protease-
reichen intrazellularen Umgebung entfernt und somit vor Abbau geschutzt.

Der Anteil der rekombinanten Xylanase in den gentechnisch veranderten Tabakpflanzen be-
tragt nach Angaben des Antragstellers ca. 4% vom Gesamtprotein. Die Enzymaktivitat und
das Temperaturoptimum des rekombinanten Enzyms entsprechen dem von C. thermocellum
gebildeten Enzym. In Gewachshausversuchen konnte trotz der Anwesenheit der Xylanase in
den gentechnisch veranderten Pflanzen keine Veranderung des Pflanzenwachstums, der
Pathogenanfalligkeit sowie der Zellwand-zusammensetzung festgestellt werden.

Dennoch kann nicht ausgeschlossen werden, dal} sich unter Freilandbedingungen Auswir-

kungen der rekombinanten Xylanase auf die Pflanzen bemerkbar machen. Die Xylanase
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XynZ zeichnet sich zwar durch ihr hohes Temperaturoptimum und ihre Substratspezifitat
aus, und weiterhin ist bei Dikotylen der Xylan-Anteil relativ gering; aullerdem kommen Xyla-
nasen auch natirlicherweise bei Pflanzen vor (Familie E Xylanasen). Andererseits besitzt die
Xylanase XynZ auch bei 25°C noch eine Aktivitat von ca. 20% der Maximalaktivitat, und der
Xylanase-Anteil ist in den gentechnisch veranderten Tabakpflanzen besonders hoch. Es ist
somit nicht auszuschliel3en, dal} insbesondere bei hdheren Aulientemperaturen und starker
Sonneneinstrahlung aufgrund der Aktivitat der Xylanase eine leichte Veranderung der Zell-
wandzusammensetzung der gentechnisch veranderten Tabakpflanzen erfolgt. Die Folge wa-
re jedoch insbesondere unter den Bedingungen im Freiland eine Verminderung der Fitness
der gentechnisch veranderten Pflanzen. Schadliche Auswirkungen fir die Rechtsglter des §
1 Nr. 1 GenTG lassen sich hieraus nicht ableiten.

(b) Das nptll-Gen

Das in die gentechnisch veranderten Pflanzen Ubertragene nptll-Gen kodiert das Enzym Ne-
omycin-Phosphotransferase und wurde als Markergen zur Selektion transformierter Pflan-
zenzellen eingeflihrt.

Die Neomycin-Phosphotransferase ist eine Aminoglycosid-3'-Phosphotransferase des Typs Il
(APH(3"1I), welche die ATP-abhangige Phosphorylierung der 3'-OH-Gruppe des Aminohexo-
se-Rings bestimmter Aminoglycosid-Antibiotika katalysiert, wodurch diese inaktiviert werden.
Das Enzym zeichnet sich durch eine hohe Substratspezifitat aus. Zu den Substraten der
APH(3")llI-Enzyme zahlen die Antibiotika Kanamycin, Neomycin, Geneticin, Butirosin,
Gentamicin A und B sowie Paromomycin. Die in der Humanmedizin therapeutisch bedeut-
samen Gentamicine und sonstigen Aminoglycoside und Aminocyclitole gehéren nicht zum
Substratspektrum der APH(3')-II-Enzyme. In der Tiermedizin finden Kanamycin und Neomy-
cin jedoch breite Anwendung. Aufgrund der Substratspezifitit der Neomycin-
Phosphotransferase ist zu erwarten, daf} unter Freilandbedingungen in den gentechnisch
veranderten Tabakpflanzen bei fehlendem Substrat keine neuen Stoffwechselprodukte ent-
stehen. Da die betreffenden Antibiotika im Boden nicht in héheren Konzentrationen vorlie-
gen, vermittelt die Neomycin-Phosphotransferase den gentechnisch veranderten Pflanzen im
Freiland keinen Selektionsvorteil. Eine Toxizitat des Enzyms fur Pflanzen, Tiere, Mikroorga-
nismen oder den Menschen liegt nicht vor.

(c) Die kodierende Sequenz des a-Teils der b-Galaktosidase, lacl-Sequenzen

Zur Erzeugung der gentechnisch veranderten Pflanzen wurde der Vektor pBIN19 verwendet,
bei dem sich die ,multiple cloning site“ innerhalb der kodierenden Sequenz des a-Fragments
der b-Galaktosidase aus E. coli befindet.

Das native Enzym b-Galaktosidase spaltet b-D-Galaktoside in Galaktose und die entspre-
chende Alkoholverbindung. Das physiologisch wichtigste Substrat ist Lactose, die zu Galak-

tose und Glucose hydrolysiert wird. Als a-Teil werden die ersten 146 aminoterminalen Ami-
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nosauren der b-Galaktosidase bezeichnet. Das a-Teil alleine ist enzymatisch nicht aktiv, eine
Komplementation in geeigneten Wirten ist jedoch maglich.

Durch die Insertion des Xylanase-Gens in die ,multiple cloning site“ wurde die fiir das a-Teil
der b-Galaktosidase kodierende Sequenz unterbrochen, so dal} sie in dieser Form u. a. in E.
coli-Bakterien nicht mehr fir ein komplementationsfahiges a-Teil kodieren kann. Die unter-
brochene Sequenz des a-Teils der b-Galaktosidase steht unter der Kontrolle eines bakteriel-
len Promotors. Ein funktionsfahiges Genprodukt wird durch diese Sequenz nicht kodiert.
Veranderungen in den gentechnisch veranderten Tabakpflanzen aufgrund des Vorhandens-
eins dieser Sequenz sind nicht zu erwarten.

In den gentechnisch veranderten Pflanzen befinden sich wahrscheinlich auRerdem auch 5’-
und 3’-Sequenzen des Repressor-Gens /acl. Diese 5’- und 3’-Sequenzen sind jedoch durch
die lacZ- und M13 ori-Sequenzen voneinander getrennt. Eine Funktionsfahigkeit der lacl-
Sequenzen in den gentechnisch veranderten Pflanzen ist nicht zu erwarten.

(d) M13-Sequenzen

Die gentechnisch veranderten Pflanzen wurden durch Transformation mit einem Derivat des
Vektors pBIN19 erzeugt und enthalten wahrscheinlich zwei Fragmente aus M13mp19, nam-
lich ein 440 bp groRRes Fragment, das einen Teil eines offenen Leserahmens eines Struktur-
proteins von M13 umfaldt sowie ein 433 bp grofles Fragment, das den Replikationsursprung
des Phagen M13 enthalt.

Sollte es in den gentechnisch veranderten Tabakpflanzen zu einer Transkription des Frag-
ments des offenen Leserahmens des Strukturproteins kommen, wirde dies nicht in einem
funktionalen Protein resultieren, da das Fragment nur flr 167 Aminosauren von insgesamt
423 Aminosauren des kompletten Phagenproteins kodiert. Auswirkungen auf den Stoffwech-
sel der Pflanzen aufgrund der Anwesenheit dieses Fragments sind daher nicht zu erwarten.
Der Replikationsursprung von M13 bewirkt die Replikation des Phagen in E. coli, wenn E.
coli mit M13-, f1- oder fd-Phagen infiziert ist. Eine Funktionsfahigkeit des Replikationsur-
sprungs in Pflanzen ist nicht zu erwarten.

(e) Das Fragment des ocd-Gens

Des weiteren enthalten die Pflanzen wahrscheinlich ein Fragment des ocd-Gens (Ornithin-
Cyclodeaminase), welches sich zwischen dem 3’-Ende der translatierten Sequenz des nptll-
Gens und der NOS-Terminationssequenz befindet. Da diese Sequenz als Teil der mRNA
des nptll-Gens transkribiert wird, jedoch hinter dem Terminationskodon des npt/l-Gens liegt,
ist nicht zu erwarten, dal} die Sequenz translatiert wird.

(f) Bordersequenzen aus Ti-Plasmiden und Regulationssequenzen

Die gentechnisch veranderten Pflanzen enthalten Sequenzen der linken und der rechten
Borderregion der T-DNA des Plasmids pTiT37 aus Agrobacterium tumefaciens. Diese Se-

quenzen bewirkten, abhangig von den Genprodukten der vir-Regionen des in dem zur Trans-
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formation verwendeten Agrobacterium-Stammes vorhandenen Helferplasmids pGV2260, das
nicht in die Pflanzen Gbertragen wurde, die Integration der zwischen den Borderregionen lie-
genden Gene in Chromosomen der Tabakpflanzen. Diese Borderregionen der Ti-Plasmide
sind in den gentechnisch veranderten Pflanzen funktionslos und lassen keine Veranderun-
gen in den Pflanzen erwarten.

Die gentechnisch veranderten Pflanzen enthalten ins Genom integriert jeweils folgende in

Pflanzen funktionale Regulationssequenzen:

-den 35S-Promotor des Cauliflower mosaic virus (CaMV),

-den Promotor des Nopalinsynthase-Gens aus Agrobacterium tumefaciens,

-die Terminationsregionen des Nopalinsynthase-Gens und des Octopinsynthase-Gens aus

Agrobacterium tumefaciens.

Die Promotor- und Terminationssequenzen regeln die Expression der zwischen ihnen lie-

genden kodierenden Sequenzen des Xylanase-Gens und des nptl/l-Gens in den gentech-

nisch veranderten Pflanzen. Ausfiihrungen zu den Auswirkungen der Bildung dieser Proteine

in den Pflanzen finden sich unter 111.1.2.1.(a) und (b).

(9) AuRerhalb der T-DNA gelegene Sequenzen

In der Regel werden bei Transformationen mit Hilfe von Agrobakterien nur die innerhalb der

Border liegenden Sequenzen ins Pflanzengenom integriert. Eine Ubertragung von Sequen-

zen jenseits der Border wurde jedoch im Einzelfall berichtet und kann aufgrund der im Antrag

enthaltenen Angaben nicht ausgeschlossen werden.

Nach den dem Antrag zu entnehmenden Informationen kdnnten im vorliegenden Fall durch

Integration von aul3erhalb der Border gelegenen Sequenzen folgende DNA-Abschnitte in die

gentechnisch veranderten Pflanzen integriert worden sein:

(i) das nptlll-Gen (kodiert eine Aminoglycosid-3'-Phosphotransferase des Typs lll) flr Re-
sistenz gegenuber Aminoglycosid-Antibiotika;

(i)  der Replikationsursprung oriV des Plasmids RK2;

(i) die traF-Region, enthaltend den oriT des Plasmids RK2;

(iv) der trfA-Lokus des Plasmids RK2 (kodiert zwei Proteine, die fir die Replikation des
Plasmids erforderlich sind);

(v) ein nicht-funktionales Fragment des klaC-Gens aus dem Plasmid RK2;

(vi) das tetA-Gen des Plasmids RK2 (durch Insertion der T-DNA-Region unterbrochen);

(vii) das Insertionselement IS1 innerhalb des nptlll-Gens;

(viii) der Replikationsursprung des Plasmids pMB1.

Da das nptlll-Gen (i) unter der Kontrolle eines bakteriellen Promotors steht, ist nicht davon

auszugehen, dal} es in Pflanzen exprimiert wirde. Eine Auswirkung des Gens auf den

pflanzlichen Stoffwechsel ware daher nicht zu erwarten.
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Die Replikationsurspriinge oriV (ii) bzw. oriT (iii) des Plasmids RK2 erméglichen die Replika-
tion des Plasmids in einem weiten Wirtsbereich gram-negativer Bakterien bzw. seinen konju-
gativen Transfer, sofern die Mobilisierungsfunktionen durch ein Helferplasmid zur Verfigung
gestellt werden. Es gibt keine Hinweise daflr, da® die Replikationsurspriinge von RK2, der
Replikationsursprung von pMB1 (viii) oder die Ubrigen DNA-Abschnitte bakteriellen Ur-
sprungs (iv, v, vi, vii) in héheren Pflanzen eine Funktion hatten. Einige der DNA-Abschnitte
sind zudem unvollstandig (v) bzw. unterbrochen (vi).

(h) Positionseffekte und Kontextanderungen; Allergenitat

Die Expressionsstarke von Genen, die mittels gentechnischer Methoden in das Genom von
Pflanzen integriert werden, ist abhangig vom Insertionsort im Chromosom bzw. von der Um-
gebung des Insertionsorts (,Positionseffekt). Unter Freilandbedingungen kann die Expressi-
onsstarke zudem durch Umwelteinfliisse, z. B. durch die Temperatur, beeinflut werden. Im
vorliegenden Fall konnte dies dazu flihren, daf die Xylanase-Ausbeute von den aufgrund der
Untersuchungen unter Gewachshausbedingungen herrihrenden Erwartungen abweicht. Ri-
siken fur die Umwelt oder die Gesundheit von Menschen oder Tieren sind daraus nicht abzu-
leiten. Auch im Hinblick auf die Ubrigen Ubertragenen Eigenschaften kann aus einer veran-
derten Expressionsstarke kein Risiko fir die Umwelt oder die Gesunkheit von Menschen o-
der Tieren abgeleitet werden.

Durch die Insertion der Fremdgene kann es zu Beeinflussungen der Expression oder Regu-
lation pflanzeneigener Gene am bzw. in der Nahe des Insertionsorts kommen. Beeinflussun-
gen pflanzlicher Stoffwechselwege durch solche Vorgange sind méglich. Wahrend der bishe-
rigen Arbeiten mit den gentechnisch veranderten Pflanzen im Gewachshaus wurden jedoch
keine Beobachtungen gemacht, die auf ein solches Ereignis hindeuten.

Bewegliche genetische Elemente (transponierbare Elemente), die durch Transposition im
Genom Effekte auf am Zielort vorhandene Pflanzengene ausuben kdnnen, kommen naturli-
cherweise in Pflanzen vor. Inaktivierungen von Genen bzw. Anderungen der Regulation von
Genen treten auch durch eine Reihe weiterer naturlicher Vorgange, z. B. Punktmutationen,
Deletionen oder Translokationen, auf und werden Ublicherweise in der Pflanzenziichtung ge-
nutzt. Eine mdgliche Beeinflussung pflanzlicher Stoffwechselwege durch solche Ereignisse
ist daher jederzeit auch in nicht gentechnisch veranderten Pflanzen madglich. Insofern unter-
scheiden sich die hier freizusetzenden gentechnisch veranderten Pflanzen in ihren diesbe-
zuglichen Eigenschaften grundsatzlich nicht von nicht gentechnisch veranderten Pflanzen.
Es ist beim gegenwartigen Kenntnisstand nicht moglich, aus der Aminosauresequenz eines
Proteins Vorhersagen Uber eine mogliche allergene Wirkung des Proteins zu machen. Je-
doch liegen aus den bisherigen Versuchen mit den gentechnisch veranderten Pflanzen keine

Hinweise auf eine erhohte Allergenitat der Pflanzen vor.
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.1.2.2. Bewertung der Fahigkeit der gentechnisch verdnderten Pflanzen, im Freiland

zu Uberdauern oder sich zu etablieren

N. tabacum zahlt zu den einjahrigen Pflanzen. Tabak ist frostempfindlich und kann Tempera-
turen unter
-3°C nur kurzfristig Uberstehen. Da vegetative Pflanzenteile durch Frost vernichtet werden,
vermehrt sich N. tabacum in unseren Breitengraden ausschlief3lich Gber Samen. In Deutsch-
land verunkrautet N. tabacum nicht, und eine Etablierung auflerhalb landwirtschaftlicher
Nutzflachen findet nicht statt.

Die Versuchsplanung sieht vor, dal® die gentechnisch veranderten Organismen nicht als
Samen, sondern als Pflanzen ausgebracht werden sollen und dal} die Infloreszenzen vor
Blihbeginn entfernt werden, so daR kein Pollen freigesetzt wird und es nicht zu einer Sa-
menbildung an den gentechnisch veranderten Tabakpflanzen kommen wird. Die Ernte der
gentechnisch veanderten Tabakpflanzen soll von Hand durchgefihrt werden. Das geerntete
Pflanzenmaterial soll zum Teil fur weitere Untersuchungen in eine gentechnische Anlage
verbracht werden. Das restliche Material soll zerkleinert und innerhalb des Institutsgelandes
auf einer gekennzeichneten Flache kompostiert werden. Da im Laufe des Versuchs keine
gentechnisch veranderten Samen auf die Freisetzungsflachen gebracht werden oder dort
entstehen, ist aufgrund der Frostempfindlichkeit der vegetativen Pflanzenteile nicht mit einem
erneuten Aufwuchs in den Folgejahren zu rechnen. Trotzdem soll in der auf die Freisetzung
folgenden Saison auf den Versuchsflachen kein Tabak angebaut werden, und die Flachen
sollen wahrend zwei Jahren nach Beendigung der Freisetzung auf auflaufende Tabakpflan-
zen kontrolliert werden. Durchwuchspflanzen sollen ggf. entfernt werden.

Eine Uberdauerung oder Etablierung der gentechnisch veranderten Tabakpflanzen ist somit

nicht zu erwarten.

1.1.2.3. Bewertung der Moglichkeit einer Ubertragung der eingefiihrten Gene von den

gentechnisch veranderten Pflanzen durch Pollen auf andere Pflanzen

N. tabacum ist Uberwiegend selbstbefruchtend. Der Anteil der Fremdbefruchtung betragt ca.
8% bis 10%. Die Fremdbestaubung erfolgt vornehmlich durch Insekten. Zu den natirlichen
Verbreitungsgebieten von Nicotiana zahlen Amerika, Australien, die pazifischen Inseln und -
mit einer Art vertreten - Afrika. Als Kultur- und Zierpflanzen werden jedoch N. tabacum sowie
andere Nicotiana-Arten auch in Deutschland angebaut. N. rustica tritt gelegentlich verwildert
auf, wurde in der Umgebung von Gatersleben jedoch selten beobachtet. Unter naturlichen
Bedingungen werden auflerdem keine fertilen Hybride zwischen N. tabacum und N. rustica
gebildet. Auch fur die in Europa vorkommenden entfernter verwandten Wildarten Solanum

nigrum und Solanum dulcamara wurden keine Kreuzungen mit N. tabacum beobachtet.
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Der Antragsteller sieht vor, die Infloreszenzen vor Blihbeginn zu entfernen. Dies soll durch
tagliches Begehen der Versuchsflachen durch fachkundiges Personal sichergestellt werden.
Da zwischen dem Erscheinen der sichtbaren Blitenknospen und der Reifung der Bliten
mehrere Tage liegen und eine Freisetzung von Pollen erst nach Offnung der reifen Bliten zu
erwarten ist, sind tagliche Kontrollen ausreichend, um sich bildende Bluten rechtzeitig erken-
nen und entfernen zu kdnnen. Es ist somit nicht zu erwarten, daf® Pollen von den gentech-
nisch veranderten Pflanzen auf andere Pflanzen Gbertragen werden kdnnen.

Um der Mdglichkeit Rechnung zu tragen, dal} Bluten eventuell nicht rechtzeitig entfernt wer-
den konnten, hat die ZKBS in ihrer Stellungnahme einen Isolationsabstand von 200 m zu
bluhenden Tabakpflanzen empfohlen. In der Nebenbesimmung 11.6. wird deshalb festgelegt,
daf, falls die rechtzeitige Entfernung der Infloreszenzen nicht sichergestellt sein sollte, ein
Isolationsabstand von 200 m zu blihenden Tabakpflanzen einzuhalten ist. Durch diese
MafRnahme wird erreicht, dal} eine Pollenausbreitung in jedem Fall hinreichend begrenzt ist.
Selbst wenn entgegen der Erwartung Polleniibertragungen auf andere Pflanzen vorkommen
sollten, ware dies aufgrund der Eigenschaften der Ubertragenen Gene (s. Abschnitt I11.1.2.1.)

nicht mit einer Gefahrdung fur die Schutzguter des § 1 Nr. 1 GenTG verbunden.

1.1.2.4. Bewertung der Mdglichkeit einer Ubertragung der eingefiihrten Fremdgene

von den gentechnisch verdnderten Pflanzen Gber horizontalen Gentransfer auf

Mikroorganismen

Die eingeflihrten Sequenzen sind stabil in Chromosomen der Empfangerorganismen inte-
griert. Beweise fir eine unter natirlichen Bedingungen stattfindende Ubertragung geneti-
scher Information aus Pflanzen und ihrer Expression in Mikroorganismen liegen nicht vor.
Untersuchungen zur Transformationsfahigkeit von Bodenbakterien unter natirlichen Bedin-
gungen lassen jedoch folgern, da auch eine Ubertragung pflanzlichen genetischen Materi-
als auf Bodenbakterien prinzipiell méglich sein kann.

Soweit anzunehmen ist, dal} ein genetischer Austausch zwischen taxonomisch so weit von-
einander entfernten Organismen wie Pflanzen und Bakterien tatsachlich stattfindet, ware zu
folgern, daly das Vorkommen eines solchen Austauschs von heterologem Erbmaterial allein
betrachtet kein Sicherheitskriterium sein kann, da als Folge eines solchen Austauschs immer
die Aufnahme von jedwedem heterologem Erbmaterial, also jedweder pflanzlicher DNA,
maoglich ware.

Xylanasen sind bei Mikroorganismen weit verbreitet. Sie kommen insbesondere bei Bakte-
rien und Pilzen vor, die pflanzliches Material als Nahrungsquelle nutzen. Eine Ubertragung
der rekombinanten Xylanase auf diese Mikroorganismen wirde ihnen keine neuartigen Ei-
genschaften vermitteln. Die Xylanase XynZ hat aufgrund ihres Temperaturoptimums von ca.

70°C bei unseren klimatischen Verhaltnissen nur eine geringe Aktivitat und verleiht deswe-
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gen den in Frage kommenden Mikroorganismen keinen bedeutenden Selektionsvorteil. Des
weiteren ist ein Austausch von Xylanasen zwischen Mikroorganismen weitaus wahrscheinli-
cher als ein horizontaler Gentransfer von den gentechnisch veranderten Tabakpflanzen. Mit
einer Funktionsfahigkeit des DNA-Abschnitts fur das Signalpeptid des Proteinase-Inhibitors Il
der Kartoffel in Mikroorganismen ist ebenfalls nicht zu rechnen.

Die durch die Neomycin-Phosphotransferase inaktivierten Antibiotika sind, wie unter Punkt
[11.1.2.1.(b) bereits dargestellt, in der Humanmedizin nur von geringerer Bedeutung, werden
in der Tiermedizin jedoch vielfaltig angewendet. Es war somit zu prufen, ob durch einen
mdglichen horizontalen Gentransfer des nptll-Gens der therapeutische Einsatz der betref-
fenden Antibiotika beeintrachtigt wirde.

Der Resistenzmechanismus der Inaktivierung von Aminoglycosid-Antibiotika durch Phospho-
rylierung kommt natirlicherweise bei Bodenmikroorganismen vor. APH(3")IlI-Enzyme wurden
zudem in klinischen Isolaten von Menschen gefunden. Die weite Verbreitung von Genen, die
eine Resistenz gegen Aminoglycosid-Antibiotika vermitteln, ist durch die haufige Anwendung
dieser Antibiotika sowie dadurch zu erklaren, daf} diese Gene oft auf Plasmiden lokalisiert
sind, wodurch eine effektive Ubertragung durch Konjugation méglich ist. Selbst im Falle ei-
nes horizontalen Gentransfers von den gentechnisch veranderten Tabakpflanzen auf Mikro-
organismen wirde somit die Gesamtfrequenz dieses Resistenzmechanismus nicht erkenn-
bar erhoht.

Das Gen fur das a-Fragment der b-Galaktosidase ist unterbrochen, so daf} kein funktionsfa-
higes Genprodukt gebildet werden kann. Dies ware auch in Bakterien, die das Gen durch ei-
nen horizontalen Gentransfer erhalten wirden, der Fall. Das gleiche gilt fur die 3’- und 5'-
Sequenzen des lacl-Gens.

Eine ahnliche Situation liegt bei dem Fragment des Gens fir ein Strukturprotein des Phagen
M13 und bei dem Fragment des ocd-Gens vor. Mit einer Funktionsfahigkeit dieser Fragmen-
te in Bakterien ist nicht zu rechnen. Bei dem Fragment des ocd-Gens kommt noch hinzu,
dal} dieses Fragment wie unter 111.1.2.1.(e) erlautert, wahrscheinlich nicht translatiert wirde.
Die gentechnisch veranderten Tabakpflanzen enthalten wahrscheinlich den Replikationsur-
sprung von M13. M13 zahlt zu den F-spezifischen E. coli-Phagen. Fir diesen Replikati-
onsursprung ist somit die Wahrscheinlichkeit einer Verbreitung durch Ubertragung zwischen
Bakterien weitaus grofder als die Wahrscheinlichkeit einer Verbreitung durch horizontalen
Gentransfer von den gentechnisch veranderten Pflanzen auf Mikroorganismen.

Die zur Regulation der ubertragenen Gene in die Tabakpflanzen eingefuhrten Sequenzen
stammen aus Agrobacterium tumefaciens und CaMV. Bezuglich eines horizontalen Gen-
transfers dieser Sequenzen auf Mikroorganismen ist anzumerken, daly Agrobacterium tume-
faciens in Béden weit verbreitet ist und eine Ubertragung der entsprechenden Sequenzen

aus Agrobacterium weitaus wahrscheinlicher ist, als eine Ubertragung aus den gentechnisch
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veranderten Pflanzen. Die theoretische Mdglichkeit eines Transfers der CaMV-Sequenzen

aus diesen Pflanzen wiirde keine neue im Vergleich zur natirlicherweise vorliegenden Situa-

tion darstellen, weil CaMV als doppelstrangiges pflanzeninfizierendes DNA-Virus ohnehin in

Pflanzen anzutreffen ist.

In der Regel werden bei Transformationen mit Hilfe von Agrobakterien nur die innerhalb der

Border der T-DNA liegenden Sequenzen ins Pflanzengenom integriert. Eine Ubertragung

von Sequenzen jenseits der Border kann jedoch aufgrund der im Antrag enthaltenen Anga-

ben nicht ausgeschlossen werden. Im vorliegenden Fall kénnten durch Ubertragung von au-

Rerhalb der Borderregionen gelegenen Sequenzen folgende DNA-Abschnitte in die gentech-

nisch veranderten Pflanzen integriert worden sein:

(i) das nptlll-Gen aus Streptococcus faecalis (kodiert eine Aminoglycosid-3'-
Phosphotransferase des Typs Ill) fir Resistenz gegentber Aminoglycosid-Antibiotika;

(i)  der Replikationsursprung oriV des Plasmids RK2;

(iii) die traF-Region, enthaltend den oriT des Plasmids RK2;

(iv) der trfA-Lokus des Plasmids RK2 (kodiert zwei Proteine, die fir die Replikation des
Plasmids erforderlich sind);

(v) ein nicht-funktionales Fragment des klaC-Gens aus dem Plasmid RK2;

(vi) das tetA-Gen des Plasmids RK2 (durch Insertion der T-DNA-Region unterbrochen);

(vii) das Insertionselement IS1 innerhalb des nptlll-Gens;

(viii) der Replikationsursprung des Plasmids pMB1.

Fur das nptlll-Gen (i) gilt wie flr das npt/l-Gen (siehe oben), dall der entsprechende Resis-

tenzmechanismus in Bakterien weit verbreitet ist.

Das Insertionselement 1S1 (vii) tritt naturlicherweise bei verschiedenen Arten der Enterobac-

teriaceae auf. Es wurde beispielsweise bei Arten der Gattungen Escherichia, Shigella, Klebs-

iella, Serratia und Salmonella gefunden. Die Kopienzahl pro Bakteriengenom kann bei 1S1

bis zu > 40 Kopien betragen. Kopien von IS1 kdnnen sowohl chromosomal als auch plasmi-

dal lokalisiert sein und wurden auch in Prophagen nachgewiesen. Es ist anzunehmen, dal}

eine Ausbreitung dieses Insertionselements Uber horizontalen Gentransfer zwischen Bakte-

rien leicht mdglich ist. Im Vergleich hierzu ist eine theoretisch denkbare Ausbreitung Uber ei-

nen horizontalen Gentransfer von den gentechnisch veranderten Pflanzen auf Mikroorga-

nismen vernachlassigbar gering.

RK2 gehort zu einer Gruppe von broad host range-Plasmiden (u.a. RP1, RP4, R18, R68),

die in einer Vielzahl gram-negativer Bakterien replizierbar sind. Fir die aus RK2 stammen-

den DNA-Abschnitte (i bis vi) ist somit die Wahrscheinlichkeit einer Verbreitung durch Uber-

tragung zwischen Bakterien weitaus groRer als die Wahrscheinlichkeit einer Verbreitung

durch horizontalen Gentransfer von den gentechnisch veranderten Pflanzen auf Mikroorga-

nismen. Einige der DNA-Abschnitte sind zudem unvollstandig (v) bzw. unterbrochen (vi).
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Das pMB1-Replikon (viii) gehdrt zum Typ der ColE1-Plasmide, die einen auf einige gram-
negative Bakterien begrenzten Wirtsbereich haben. Im Wesentlichen kann das Replikon in E.
coli und nahe verwandten Bakterienspezies, wie z.B. Serratia oder Salmonella, replizieren. In
den meisten gram-negativen Bodenbakterien erfolgt keine Replikation. In Enterobakterien
treten ColE1-Plasmide recht haufig auf. Ein Gentransfer ausgehend von Enterobakterien auf
andere Bakterien ist als weitaus wahrscheinlicher anzusehen als ein horizontaler Gentrans-
fer von den gentechnisch veranderten Pflanzen auf Bakterien. Es ist deshalb nicht zu erwar-
ten, dal} die eventuelle Prasenz des Replikationsursprungs von pMB1 im Pflanzenchromo-

som zu einer Erhéhung der Gesamtfrequenz des horizontalen Gentransfers beitragt.

11.1.2.5. Zur Erzeugung der gentechnisch veranderten Pflanzen eingesetzte Agrobak-

terien
Zur Erzeugung der Ursprungstransformanten, von denen die zur Freisetzung beantragten
gentechnisch veranderten Pflanzen abstammen, wurden verwundete Blatter einer Sterilkultur
von N. tabacum cv. Samsun mit Agrobakterien inokuliert, die die zu Ubertragenden Gene
zwischen den Borderregionen eines binaren Vektorplasmids enthielten. Der verwendete Ag-
robacterium-Stamm ist, im Gegensatz zu den weit verbreiteten Wildformen von Agrobacteri-
um tumefaciens, ,disarmed® (,entwaffnet), d. h. er ist nicht mehr zur Tumorinduktion befa-
higt. Nach erfolgter Transformation wurde zur Eliminierung der Agrobakterien eine Antibioti-
kabehandlung durchgefihrt. Die freizusetzenden Pflanzen sind Uber Samen vermehrt wor-
den. Auch durch diese Vermehrung Uber Saatgut waren die eingesetzten Agrobakterien aus

den gentechnisch veranderten Pflanzen entfernt worden



