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Stellungnahme der ZKBS
zur Eignung von haploiden Laborstammen
von Saccharomyces cerevisiae
als Teil biologischer SicherheitsmaRnahmen

gemaR § 8 Absatz 1 GenTSV

1. Allgemeines

Mit dem Inkrafttreten der Novelle der Gentechnik-Sicherheitsverordnung (GenTSV) zum Marz
2021 ist es erforderlich, dass entsprechend § 7 Abs. 5 GenTSV das Fortbestehen bereits
anerkannter biologischer SicherheitsmalRnahmen (hier: Vektor- und Empfangersysteme)
durch die Zentrale Kommission fur die Biologische Sicherheit bestatigt wird. Unter § 8 Abs. 1
der novellierten GenTSV wird ausgefuhrt, nach welchen Voraussetzungen die Verwendung
eines Empfangerorganismus als Teil einer biologischen SicherheitsmaRnahme anerkannt
werden kann. Diese sind erflllt, wenn 1. eine wissenschaftliche Beschreibung und eine
taxonomische Einordnung des Empfangerorganismus vorliegen, 2. die Vermehrung des
Empfangerorganismus nur unter Bedingungen mdglich ist, die aulerhalb gentechnischer
Anlagen selten oder nicht angetroffen werden, 3. der Empfangerorganismus fur Mensch, Tier
und Pflanzen nicht pathogen ist und keine umweltgefahrdenden Eigenschaften aufweist und
4. der Empfangerorganismus nur einen geringen horizontalen Genaustausch mit anderen
Spezies betreibt.

In dieser Stellungnahme wird geprift und bewertet, ob haploide Laborstdmme von
Saccharomyces cerevisiae die o. g. Voraussetzungen erfullen.

Haploide Laborstdamme von S. cerevisiae wurden bereits in den seit 1978 geltenden
»Richtlinien zum Schutz vor Gefahren durch in-vitro neukombinierte Nukleinsauren® (zuletzt in
der 5. Uberarbeiteten Fassung von 1986) als geeignete Empfangerorganismen fur biologische
SicherheitsmafRnahmen anerkannt. Dies wurde ebenso im Gentechnikgesetz von 1990
fortgeschrieben. In  den Jahrzehnten der breiten Nutzung von haploiden
S. cerevisiae-Laborstammen als biologische Sicherheitsmallnahme haben sich diese
ausnahmslos als sicher erwiesen.

1.1. Wissenschaftliche Beschreibung

Die Spezies S. cerevisiae gehoért zur Familie der Saccharomycetaceae. Die Familie umfasst
Hefen, die sich durch Knospung vermehren und gehért zu den Ascomyceten. S. cerevisiae ist
weltweit verbreitet und kommt in einer Vielzahl an Lebensrdumen vor. S. cerevisiae-Zellen
sind fakultativ aerob und haben je nach Zahl der Chromosomenséatze eine ellipsoide oder
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spharoide Form. S. cerevisiae kann sich sowohl durch geschlechtliche als auch durch
ungeschlechtliche Fortpflanzung vermehren [1]. Die Mehrheit aller wilden und domestizierten
S. cerevisiae-Stamme vermehrt sich vegetativ und besitzt einen diploiden Chromosomensatz
[2, 3].

Unter nahrstoffreichen Bedingungen vermehrt sich S. cerevisiae ungeschlechtlich durch
Knospung. Hierbei entsteht an der Mutterzelle zunachst ein kleiner Auswuchs, der sich
kontinuierlich vergroRert. Nach der Einwanderung eines Kerns in den Auswuchs wird dieser
als Knospe abgeschnirt. Wenn Stickstoff und fermentierbare Kohlenstoffquellen fehlen,
sporulieren diploide S. cerevisiae-Zellen, die sowohl MATa- als auch MATa-Paarungstypen
enthalten. Hierbei kommt es zur meiotischen Teilung, bei der vier haploide Ascosporen
entstehen. Diese Sporen sind resistenter gegeniber chemischen und physikalischen
Umwelteinfliissen als vegetative Zellen [4, 5]. Wenn die Sporen auf genigend Nahrstoffe
treffen, keimen sie, woraufhin zwei haploide Zellen des entgegengesetzten Paarungstyps zu
einer diploiden Zelle fusionieren kénnen. Die Mutterzelle selbst kann nach einer Teilung den
Paarungstyp wechseln und sich mit der Tochterzelle paaren. Dieser
Fortpflanzungsmechanismus wird Homothallie genannt. Die Umschaltung des Paarungstyps
wird durch die Homothallic switching-Endonuklease initiiert, die via Rekombination ein neues
a- oder a-Gen in den MAT-Genlokus einfligt [6]. Wenn die Zelle nicht in der Lage ist, den
Paarungstyp zu wechseln, teilen sich haploide Zellen so lange mitotisch, bis sie auf eine
ausgekeimte  Spore des  entgegengesetzten  Paarungstypus treffen. Dieser
Fortpflanzungsmechanismus wird Heterothallie genannt. Die meisten S. cerevisiae-Wildisolate
sind homothallisch [7].

Seit den 1930er Jahren werden S. cerevisiae-Stamme in genetischen Studien untersucht. Die
Stamme wurden dafir auf Agarplatten und Stichagar-Kulturen kultiviert und seit den 1950iger
Jahren auch durch Kryokonservierung praserviert [8]. Frihe Fortschritte in der Hefegenetik
wurden mit haploiden Laborstammen erzielt. Haploide Stamme eignen sich dafir, da
Genanalysen unabhangig von der Dominanz eines Alleles mdglich sind. Ein Grolfiteil der
haploiden Laborstdmme von S. cerevisiae stammen von dem heterothallischen Stamm S288c
ab [9, 10]. Der Stamm wurde in den 1960er Jahren von Robert Mortimer fir genetische und
molekularbiologische Studien gezuchtet [10, 11]. Die spontanen und eingefihrten Mutationen
von haploiden S. cerevisiae-Laborstdmmen sind vielfaltig und gut charakterisiert, sodass die
Stamme in der Grundlagenforschung und Biotechnologie vielseitig einsetzbar sind.
Auxotrophien tragen z. B. dazu bei, die Uberlebensfahigkeit von Hefen in der Umwelt zu
verringern. Die Genome verschiedener haploider Laborstamme von S. cerevisiae sind
vollstandig sequenziert [12—14].

Bei haploiden Laborstdmmen von S. cerevisiae handelt es sich um wissenschaftlich sehr gut
charakterisierte Modellorganismen mit einer taxonomisch eindeutigen Einordnung.

1.2. Pathogenes Potential von haploiden Laborstdmmen von S. cerevisiae

Einige wenige S. cerevisiae-Stamme sind als humanpathogene Erreger beschrieben. Sie sind
fur 1 — 4 % aller schweren Pilzinfektionen beim Menschen verantwortlich [15]. Diese Stamme
sind assoziiert mit Entzindungen der Haut und Schleimhaute bei immunkompetenten
Patienten und systemischen Infektionen der Blutbahn bei immungeschwachten Patienten. Die
meisten klinischen Stdmme sind durch vier Virulenzfaktoren gekennzeichnet. Sie wachsen bei
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Temperaturen Uber 37 °C, sind dazu befahigt Pseudohyphen auszubilden, kénnen sich an
Epithelzellen anheften und in vivo proliferieren [16].

In haploiden Laborstdmmen von S. cerevisiae sind diese Eigenschaften nicht ausgepragt. Die
meisten Laborstamme sind nicht oder nur wenig in der Lage, bei Temperaturen ber 37 °C zu
wachsen [17, 18]. Aufgrund von Mutationen im FLO8-Gen sind der Stamm S288c und davon
abgeleitete Stamme nicht in der Lage, Pseudohyphen auszubilden [19]. Im Gegensatz zu
klinischen Isolaten sind haploide Laborstdmme nicht in der Lage, sich an Epithelzellen
anzuheften [20]. Im Mausmodell kénnen S288c-abgeleitete diploide Laborstdmme bei
intravendser Injektion von 2 x 107 koloniebildenden Einheiten keine Gewebe und Organe
kolonisieren [21]. Klinische Isolate hingegen sind in der Lage, das Gehirn, die
Bauchspeicheldrise, Leber, Niere und Lunge der Tiere zu kolonisieren. Der haploide Labor-
stamm S288c sowie auch kommerzielle S. cerevisiae-Stamme werden bei Ferkeln als
Probiotikum eingesetzt, ohne schadliche Auswirkungen fur die Tiere [22, 23].

Einige S. cerevisiae-Stamme sind mit einer Phytopathogenitat assoziiert. So ist eine
schadigende Wirkung von Pseudohyphen-bildenden Isolaten bei Weinreben beschrieben [24].
Haploiden Laborstamme sind apathogen fur Pflanzen, da sie zumeist nicht in der Lage sind
Pseudohyphen auszubilden [25].

Haploide Laborstdmme von S. cerevisiae sind apathogen und stellen damit kein Risiko flr
Mensch, Tier und Pflanze dar.

1.3. Vermehrungsfahigkeit von haploiden Laborstdmmen von S. cerevisiae auflerhalb von
gentechnischen Anlagen

Vielfaltige Studien mit Boden- und Wasserproben zeigen, dass haploide Laborstdamme von
S. cerevisiae nicht in der Umwelt Gberdauern kénnen. So Uberleben haploide Laborstamme
und kommerzielle Backerhefestdmme nicht langer als 20 Tage in unsterilen suspendierten
Bodenproben [26, 27]. Beim Zusatz von Nahrmedium zu suspendierten Bodenproben werden
haploide Laborstdmme von der konkurrierenden Mikroflora Uberwachsen und sind nach
weniger als 20 Tage nicht mehr nachweisbar [26, 28]. Bei einer Freisetzung in Abwassern sind
nach 20 Tagen keine haploiden Laborstdmme mehr nachweisbar [26].

Diese Daten zeigen, dass haploide Laborstdmme von S. cerevisiae nur kurzfristig in der Lage
sind, in Béden und Gewassern zu Uberleben. Eine dauerhafte Etablierung in der Umwelt erfolgt
nicht.

1.4. Horizontaler Gentransfer von haploiden Laborstdmmen von S. cerevisiae zu anderen
Organismen
Horizontaler Gentransfer bei Pilzen kann durch Prozesse wie Transformation und

geschlechtliche Vererbung von genetischem Material stattfinden, deren molekulare Ablaufe
umfassend untersucht wurden [29-31].

Im Gegensatz zu verschiedenen Bakterienspezies sind die meisten Pilze nicht in der Lage,
DNA aktiv aus der Umgebung aufzunehmen, und weisen somit keine naturliche Kompetenz
fur die Transformation mit freier DNA auf. Flr S. cerevisiae liegen jedoch Daten vor, die auf
eine natiurliche Kompetenz hindeuten. So werden die Hefen wahrend der stationaren



BVL_FO_05_4100_402_V1.7

Wachstumsphase in Anwesenheit von Zucker und der Abwesenheit anderer Nahrstoffe
kompetent fur eine Aufnahme von DNA [32]. Weiterhin kann S. cerevisiae DNA nach dem
Wechsel von einem isotonischen zu einem hypotonischen Nahrmedium aufnehmen [33].

In gentechnischen Arbeiten gelangt DNA unter solchen Bedingungen in S. cerevisiae-Zellen,
die die Zellwand und die Zellmembran hierflr durchlassig machen, z. B. durch die Anwendung
physikalischer (Elektroporation) oder chemischer (Polyethylenglycol/Ca?+-Schock) Methoden.

Neben der Aufnahme von DNA mittels Transformation sind Hefen in der Lage, genetisches
Material Uber die geschlechtliche Fortpflanzung zu vererben. So kénnen heterothallische
haploide S. cerevisiae-Stamme mit verwandten Spezies der Gattung Saccharomyces
lebensfahige Hybride hervorbringen. Die Wahrscheinlichkeit, dass Hybridzellen bei der
Paarung entstehen, sinkt je weniger eng die Spezies miteinander verwandt sind. Die
Nachkommen nah verwandter Elternspezies tragen meist das genetische Material beider
Eltern, wohingegen bei entfernt verwandten Elternspezies die Nachkommen das genetische
Material nur einer Elternspezies und Fragmente des genetischen Material des anderen
Elternteils tragen [34].

Insgesamt ist der horizontale Gentransfer durch haploide Laborstamme von S. cerevisiae nur
in geringen MalRe mdglich und beschrankt sich auf eng verwandte Spezies.

2. Empfehlung

Nach § 8 Absatz 1 GenTSV werden haploide Laborstamme von S. cerevisiae als Teil einer
biologischen SicherheitsmalRnahme anerkannt.

3. Begriindung

Haploide Laborstamme von S. cerevisiae erflllen die Voraussetzungen des § 8 Abs. 1
GenTSV  fur die Anerkennung als Empfangerorganismen fur  biologische
SicherheitsmalRnahmen. Sie sind wissenschaftlich sehr gut beschrieben und apathogen fir
Mensch, Tier und Pflanze. Das Uberleben von haploiden Laborstimmen auRerhalb
gentechnischer Anlagen ist gut untersucht und es ist gezeigt, dass die Hefen nur fur kurze
Zeitraume in Béden und Gewassern Uberlebensfahig sind. Diese Hefen stellen somit keine
Gefahr fur die Rechtsglter nach § 1 Abs. 1 GenTG dar. Der horizontale Gentransfer von
S. cerevisiae auf andere Mikroorganismen ist im Allgemeinen sehr niedrig und beschrankt sich
auf nahe Verwandte derselben Gattung.

Haploiden Stamme, die nicht von etablierten Laborstammen abstammen, sind meist nicht
ausreichend wissenschaftlich und hinsichtlich ihres pathogenen Potentials fir Mensch, Tier
und Pflanze charakterisiert, um als Empfangerorganismen fir biologische
Sicherheitsmalinahmen geeignet zu sein.

Informationen dazu, ob einzelne haploide Laborstdamme von S. cerevisiae entsprechend der
in dieser Stellungnahme festgelegten Kriterien als Empfangerstdmme fir biologische
SicherheitsmalRnahmen geeignet sind, werden in der Datenbank der Empfangerstamme flr
biologische Sicherheitsmallinahmen gesammelt und zur Verfigung gestellt, die von der ZKBS-

Geschéftsstelle gefuhrt wird.


https://zag.bvl.bund.de/ecoli/index.jsf?dswid=6621&dsrid=693
https://zag.bvl.bund.de/ecoli/index.jsf?dswid=6621&dsrid=693
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