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Stellungnahme der ZKBS
zum wissenschaftlichen Kenntnisstand zur

Wirkung von Bt-Toxinen im Korper von Saugetieren

Derzeit werden weltweit vor allem solche gentechnisch veranderten Nutzpflanzen angebaut,
die sich einerseits durch Herbizidtoleranz auszeichnen oder andererseits Proteine, soge-
nannte Bt-Toxine, exprimieren, die der Pflanze eine verringerte Empfindlichkeit gegentber
Schadlingen vermitteln. In Deutschland wurde der Bt-Mais MON810 als gentechnisch veran-
derte Pflanze bis zu dessen Anbauverbot 2009 landwirtschaftlich genutzt. Vor dem Hinter-
grund der Veroffentlichung umstrittener Ergebnisse verschiedener Tierfutterungsstudien
fasst die ZKBS in dieser Stellungnahme den derzeitigen wissenschaftlichen Kenntnisstand
zur Wirkungsweise von Bt-Toxinen und zu mdéglichen Effekten im Korper von Saugetieren,
insbesondere zur Wirkung auf Mikroorganismen und die Schleimhaut im Magen-/Darmtrakt,

Zusammen.

Bt-Toxin

Bacillus thuringiensis (Bt) ist ein Gram-positives Bodenbakterium aus der Familie der Bacil-
laceae und als Spender- und Empfangerorganismus fiir gentechnische Arbeiten gemafl § 5
Abs. 6 i.V.m. Anhang | der Gentechnik-Sicherheitsverordnung (GenTSV) der Risikogruppe 1
zugeordnet. Wahrend der Sporulation bilden die Bakterien Kristall-ahnliche, parasporale In-
klusionen, die unter anderem Proteine enthalten, welche den d-Endotoxinen zugeordnet
sind. Diese werden von den sogenannten cry- (crystalline) oder cyt- (cytolytic) Genen ko-
diert. Die verschiedenen 6-Endotoxine sind toxisch flir ein breites Spektrum an Insekten und
Nematoden, aber nicht fuir Mammalia. Sie werden hier zusammenfassend als Cry-Proteine
oder Bt-Toxine (aktivierte Cry-Proteine) bezeichnet. Wegen ihrer Wirkungsspezifitat wurden
Formulierungen sporulierender Bakterien bereits seit der ersten Halfte des 20. Jahrhunderts
als Pflanzenschutzmittel in der Landwirtschaft genutzt (Glare & O Callaghan, 2000). Die Cry-
Proteine zeichnen sich gegenlber vielen chemischen Insektiziden durch einen raschen bio-
logischen Abbau aus (Entwistle et al., 1993; de Maagd et al., 2003). AuRerdem weisen die
von verschiedenen Bf-Stammen gebildeten Cry-Proteine jeweils einen engen Wirkungsbe-

reich auf, der sich zumeist auf einzelne Ordnungen, Familien oder Artengruppen beschrankt
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(van Frankenhuyzen, 2009). Mit der Entwicklung gentechnisch veranderter Pflanzen, die Bt-
Toxine bilden, wurden die positiven Eigenschaften von Bt-Toxinen mit Verbesserungen im
Pflanzenschutzmanagement (verbesserte Exposition gegeniber den Schadlingen, einfache
Anwendung, kein zusatzlicher Arbeitsaufwand) kombiniert (Shelton et al., 2002; James
2009).

Von besonderem Interesse flr den Pflanzenschutz sind die Cry-Proteine, die in Bt-Stammen
Plasmid-kodiert sind. Bis heute sind mindestens 335 verschiedene dieser Proteine mit einer
spezifischen toxischen Wirkung gegen bestimmte Insektengruppen beschrieben. Entspre-
chend wurden sie nach Hofte & Whiteley (1989) verschiedenen Unterfamilien zugeordnet.
Dabei zeigen Cry1-Proteine eine Wirkung gegen Lepidoptera (Schmetterlinge), Cry2-
Proteine gegen Lepidoptera und Diptera (Schmetterlinge und Zweifltigler), Cry3-Proteine
gegen Coleoptera (Kafer) und Cry4-Proteine gegen Diptera (Zweiflligler). Crickmore et al.
(1998) fuhrten spater eine neue Nomenklatur ein, die auf Ahnlichkeiten zwischen den Ami-
nosaure-Sequenzen der Cry-Proteine basiert.

In der sporulierenden Bakterienzelle liegen die Cry-Proteine als kristalline Protoxine in Inklu-
sionen vor. Nach Aufnahme durch die Insekten wird das Protoxin im Darm der Insekten ge-
I6st (pH-Verschiebung) und proteolytisch aktiviert. Die proteolytische Aktivierung erfolgt
durch die Abtrennung des C-terminalen Abschnittes und flihrt zum toxischen Protein. Das so
aktivierte Toxin bindet dann an spezifische Rezeptoren, die an der apikalen Seite der Mikro-
villi der Epithelzellen im Mitteldarm von Insekten lokalisiert sind. Fiir den nachfolgenden
Schritt, der Insertion des Toxins in die Zellmembran mit Bildung von Membranporen, werden
verschiedene Mechanismen diskutiert. Zum einen wird die Bindung von Monomeren an die
Rezeptoren als ausreichend erachtet, um eine Porenbildung in der Zellmembran zu verursa-
chen. Zum anderen wird eine lokale Anreicherung des aktivierten Toxins bzw. die Oligomeri-
sierung der Monomere als Voraussetzung angesehen, um die Porenbildung zu initiieren (Pi-
gott & Ellar, 2007; Bravo et al., 2004). Als Folge der Porenbildung (Gazit et al., 1998; Sobe-
ron et al., 2010) erhoht sich die Permeabilitat fir anorganische lonen, Aminosauren und Zu-
cker, was letztendlich in einer Osmolyse der Epithelzellen resultiert. Die Darmfunktion wird
dadurch zerstért und das befallene Insekt stirbt. In Ergédnzung zu diesem Mechanismus wird
aullerdem eine Signalweiterleitung nach der Rezeptoraktivierung durch die Bindung des To-
xins postuliert, die im Zelltod (Oncose) resultiert und ebenfalls zur Zerstérung der Darmfunk-
tion fihrt (Zhang et al., 2006; Vachon et al., 2012).

Die Aminosauresequenzen der einzelnen Cry-Proteinfamilien weisen geringe Ubereinstim-
mungen auf. Innerhalb der Cry-Proteinfamilien hat die Rontgenstruktur-Kristallographie aber
homologe Strukturen nachgewiesen. Bisher wurde die Struktur von sieben aktivierten Cry-
Proteinen verschiedener Klassen aufgeklart (Li et al., 1991; Grochulski et al., 1995; Galitsky
et al., 2001; Morse et al., 2001; Boonserm et al., 2005, 2006). Danach bestehen die ca. 60



kDa grofien Proteine aus drei Domanen. Der aus einem Bilindel von alpha-Helices beste-
henden Domane | wird eine Rolle bei der Membraninsertion und Porenbildung zugeschrie-
ben (Schnepf et al., 1998). Bei den Domanen Il und Il handelt es sich um zwei verschiedene
B-Faltblatt-Strukturen, die an den/die jeweiligen Rezeptor(en) binden (Pigott & Ellar, 2007).
Die Wirtsspezifitat eines Cry-Proteins wird in einem ersten Schritt dadurch bedingt, dass die
pH-abhangige Solubilisierung und die proteolytische Aktivierung im Darm des jeweiligen In-
sekts tatsachlich erfolgt. Im zweiten Schritt ist die Bindungsfahigkeit des Bt-Toxins an spezi-

fische Rezeptoren als Voraussetzung fiir die toxische Wirkung entscheidend.

Bei der Entwicklung landwirtschaftlich genutzter gv-Pflanzen finden Cry-Proteine mit einer
Spezifitat gegen Schmetterlinge (Lepidoptera) und Kafer (Coleoptera) Anwendung
(http.//ec.europa.eu/food/dyna/gm_register/index_en.cfm). In das Pflanzengenom werden
dabei jeweils ein oder mehrere Nukleinsdureabschnitte eingebracht, welche jeweils fir die
bereits aktivierten Formen der Cry-Proteine kodieren. Dabei kann es sich auch um zusam-
mengesetzte Proteine handeln, die aus verschiedenen Domanen verschiedener Bt-Toxine
bestehen (synthetische Bt-Toxine). Die Expression steht unter pflanzenspezifischer Kontrol-
le, so dass von der gv-Pflanze das Toxin exprimiert werden kann und geldst im Cytosol vor-
liegt. Eine pH-abhangige Solubilisierung und ein proteolytischer Verdau sind flr die Funkti-
onsfahigkeit des gebildeten Toxins nicht mehr erforderlich. Entscheidend flir die toxische

Wirkung ist die Bindung an einen spezifischen, funktionellen Rezeptor.

Die Spezifitat der Interaktion zwischen Bt-Toxin und Rezeptor ist mithilfe diverser Methoden
gezeigt worden (site directed mutagenesis, Oberflachenplasmonenresonanz-Spektroskopie,
Kompetitions-Bindungs-Studien mithilfe von Peptiden oder Antikérperfragmenten einschlief3-
lich Biacore-Studien und Interaktionsstudien zwischen Proteinfragmenten). Es wurden Inter-
aktionen der Cry-Proteine mit verschiedenen membrangebundenen Komponenten beobach-
tet, wie z.B. Glycosylphosphatidylinositol (GPI)-verankerte Aminopeptidase N (APN), alkali-
sche Phosphatasen und Glykolipide. Zur toxischen Wirkung der Bt-Toxine flhrten jedoch nur
die Wechselwirkungen mit Cadherin-ahnlichen Membranproteinen (Nagamatsu et al., 1999).
Bei diesen handelt es sich um Rezeptorstrukturen, die in dieser Konformation nur in der
Membran von Zellen des Insektendarms zu finden sind (Lecuit et al., 2007; Midboe et al.,
2003). Erst die ektopische Expression der Rezeptorproteine von Insekten in Sdugerzellen

machte diese empfindlich gegen das Bt-Toxin (Tsuda et al., 2003).

Mogliche Wirkung des Bt-Toxins auf Mikoorganismen

Eine mit der Toxizitat flr Insekten vergleichbare Toxizitat fur Prokaryoten ist nicht zu erwar-
ten. Prokaryote Zellen unterscheiden sich im Aufbau von eukaryoten, insbesondere tieri-

schen Zellen. So ist im Gegensatz zur tierischen Zelle die bakterielle Zytoplasmamembran



mit den darin integrierten Proteinen von einer komplexen Zellwand umgeben. Diese ist aus
diversen Schichten des Peptidoglycans Murein zusammengesetzt und durchlassig fir nie-
dermolekulare Substanzen und Salze. Gram-negative Bakterien sind zudem noch von einer
zusatzlichen aufleren Membran umgeben. Auch hier sind Membranproteine eingelagert, die
vorwiegend dem Stofftransport dienen. Es gibt keine Hinweise auf Cadherin-ahnliche Protei-
ne mit einer Bindestelle fur Bt-Toxine in der Zytoplasma- oder in der dulReren Membran von

Bakterien.

In vitro und in situ Studien belegen, dass das von der gv-Pflanze exprimierte Bt-Toxin Uber
die Wurzeln der Pflanze in den umgebenden Boden gelangen kann. Dort kann das wasser-
I6sliche Protein an Oberflachen-aktive Partikel im Boden binden (Saxena & Stotzky 2000)
und im Gegensatz zur Bodenflissigkeit Gber einen langeren Zeitraum (bis zu 180 Tage)
nachweisbar bleiben (Saxena and Stotzky 2001a). Die Diversitat und Aktivitat von Bakterien-
gemeinschaften im Boden ist in der Pflanzen-Rhizosphare am hdchsten. Um einen magli-
chen Effekt des Bt-Toxins auf Bakteriengemeinschaften zu untersuchen, wurden die o. g.
Bereiche fur Studien herangezogen. Mithilfe der Taxon-spezifischen quantitativen PCR (Fie-
rer et al., 2005), fingerprinting und pyrosequencing (Dohrmann et al., 2013) wurden vielfalti-
ge Untersuchungen zur Menge und Diversitat von Bodenbakterien beim Anbau verschiede-
ner cry-Gen tragender gv-Pflanzen in geografisch verschiedenen Regionen durchgeflihrt. Es
wurden keine Hinweise auf einen Effekt des Bt-Toxins gefunden (Singh et al., 2013; Barriuso
et al., 2012; Devare et al., 2007; Baumgarte & Tebbe, 2005, Miethling-Graff et al., 2010;
Dohrmann et al., 2013, Oliveira et al., 2008). Auch wenn in Einzelfallen geringe Unterschiede
in der Zusammensetzung der Bakteriengemeinschaften zwischen gv-Pflanze und Kontroll-
pflanze feststellbar waren, kann dies auch auf andere Faktoren wie beispielsweise Witte-
rungsbedingungen und Wachstumsstadium der individuellen Pflanze, insbesondere die je-
weilige Ausbildung der Rhizosphére, zurtickgefuhrt werden. Daruber hinaus beeinflussen die
von der jeweiligen Pflanze Uber die Rhizosphare abgegebenen Metabolite ebenfalls die Bak-
teriengemeinschaften. So unterscheidet sich nicht nur die Bakterienvielfalt in der Rhizospha-
re einzelner Pflanzen (Buee et al., 2009), sondern auch in verschiedenen Bereichen der Rhi-

zosphare einer einzelnen Pflanze (Watt et al., 2006).

Mogliche Wirkung des Bt-Toxins im Magen-Darm-Trakt von Sdugern

Das Verdauungssystem der Insekten ist im Vergleich zu Saugetieren einfach aufgebaut und
wird in drei funktionelle Abschnitte gegliedert, die entsprechend ihrer Lage als Vorder-,

Mittel- und Enddarm bezeichnet werden. Der Mitteldarm ist der Ort der Aktivierung und Bin-
dung des Bt-Toxins und der damit einhergehenden Toxizitat. Er ist mit einem Drisen-epithel

ausgekleidet, welches Enzyme produziert, die zur Verdauung notwendig sind. Der Mitteldarm
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ist mit den von Cadherin-ahnlichen Rezeptoren besetzten Mikrovilli ausgestattet und weist

einen neutralen bis alkalischen pH-Wert auf.

Das Verdauungssystem der Sauger unterscheidet sich grundsatzlich von dem der Insekten
Bei Saugern gelangt die Nahrung nach der Aufnahme Uber die Speiserthre erst in einen
Magen. In Saugetieren, die mit einem einfachen Magen-Darm-Trakt ausgestattet sind, wer-
den Proteinbestandteile der Nahrung im Magen durch Einwirkung von Pepsin und Salzsaure
(pH<2) denaturiert und proteolytisch degradiert, bevor sie in den Darmtrakt weitergeleitet
werden. Ruminante Sauger (Wiederkauer) zeichnen sich durch zusatzlich vorgeschaltete
Kompartimente des Magens, insbesondere des Rumens (Pansen) aus. In diesen Komparti-
menten wird die pflanzliche Nahrung mithilfe von Mikroorganismen vorfermentiert. Auch Bt-
Toxine, einschliellich synthetischer Bt-Toxine, unterliegen diesen Prozessen. So wurde der
Abbau von in Mais enthaltenen Bt-Toxinen im Gastrointestinaltrakt von ruminanten und auch
omnivoren Saugern (Allesfresser) in diversen Studien gezeigt (Paul et al., 2010; Chowdhury
et al., 2003; Einspanier et al., 2004; Lutz et al., 2005; EFSA-Report, 2008; Walsh et al.,
2012b; EFSA-Opinion, 2008).

. Effekte auf die Schleimhaut

Obwohl die mit der Nahrung aufgenommenen Bt-Toxine einer Denaturierung und Degradie-
rung im Magen von Saugern unterliegen, wurden in vitro-Experimente in Zellkultursystemen
durchgefiihrt, um etwaige Effekte der Bt-Toxine auf die Zellen der Darmschleimhaut (Muko-
sa) zu untersuchen. Die in der Darmschleimhaut Gberwiegenden Epithelzellen (Enterozyten
bzw. Saumzellen) weisen eine Polarisierung auf und besitzen Mikrovilli zur Oberflachenver-
grofRerung. Neben den Epithelzellen ist die Gewebsoberflache von weiteren Zellen wie Im-
mun- oder endokrinen Zellen durchsetzt. Zudem sind sie von einer Glykokalyx (Zuckerum-
mantelung) umgeben, die sie vor einer Selbstverdauung schitzt. Die Anzahl der Studien, in
denen Effekte von Bt-Toxinen auf eine funktionelle Darmschleimhaut in vitro getestet wur-
den, ist gering, da die Etablierung eines solchen Zellkultursystems sehr aufwendig ist (Cen-
ci¢ & Langerholc, 2010). Shimada et al. (2006) generierten aus den Epithelzellen des Dinn-
darms von Rind und Schwein Membranvesikel und testeten die Bindungsaffinitat von Bt-
Toxinen an die jeweilige Zellmembran sowie die mogliche Toxizitat. Selbst in den Fallen, in
denen ein geringer Anteil der Bt-Toxine unabhangig von einem Cadherin-ahnlichen Rezeptor
an die Membranen band, konnte eine Veranderung der Membran und eine damit verbunde-
ne toxische Wirkung nicht beobachtet werden. Vazquez-Pedron et al. (2000) konnten mithilfe
immunologischer Methoden sechs verschiedene Cry1Ac-bindende Proteine in Dliinndarm-
Praparationen von Mausen nachweisen. Diese nehmen jedoch keine Rezeptorfunktion wahr.
Die Interaktion mit den Cry-Proteinen induzierte zwar eine zeitweise Erhéhung der Mem-

branspannung; eine erhdhte Permeabiltat der Membran, die mit einer Gewebezerstérung



einhergeht, konnte nicht gezeigt werden. Bondzio et al. (2013) nutzten u. a. die neuere
Technologie der sog. real-time cell analysis, um die Reaktion von intestinalen Zellen des
Schweins auf eine Exposition gegentiber dem Bt-Toxin Gber einen langeren Zeitraum in vitro
zu analysieren. Eine Verringerung der Lebensfahigkeit der Zellen wurde trotz hoher Konzent-

rationen der eingesetzten Bt-Toxine nicht beobachtet.

Im Rumen von Rindern kénnen noch einige Stunden nach der Nahrungsaufnahme sowohl
fragmentierte als auch vollstandige Bt-Toxine nachgewiesen werden (Wiedemann et al.,
2006). In vitro Experimente mit Kulturen isolierter Rumenepithelzellen vom Schaf zeigten
jedoch keinen Effekt auf die Vitalitéat der Zellen durch Zugabe von Bt-Toxinen in physiologi-
schen Konzentrationen (Bondzio et al., 2008). Bei Gabe von unphysiologisch hohen Kon-
zentrationen wurde eine spontane Insertion von Bt-Toxinen in die Membran der Epithelzellen
beobachtet. Diese hatte jedoch keinen Einfluss auf die Lebensfahigkeit der Zellen (Stumpff
et al., 2007).

) Effekte auf Mikrobiome

Saugetiere werden von einer Vielzahl von Mikroorganismen besiedelt, welche zum gréfiten
Teil aus Bakterien bestehen (Mikrobiome). Neben Haut, Nasen- und Rachenraum gehort der
Gastrointestinaltrakt zu den am dichtesten von Mikroorganismen besiedelten Kompartimen-
ten. Der Diversitat der Bakterien im Darm wird eine immer gréf3er werdende Aufmerksamkeit
zuteil, insbesondere im Hinblick auf ihre Bedeutung fiir die Gesundheit des Menschen. Ende
2007 wurde vom amerikanischen National Institute of Health (NIH) das Human Microbiome
Project (HMP) zur Sequenzierung aller Genome der Mikroorganismen, die den Menschen
besiedeln, ins Leben gerufen. Innerhalb von finf Jahren wurden von dem aus 80 For-
schungsgruppen bestehenden Konsortium insgesamt 5177 taxonomische Bakterien-Profile
von 242 Probanden meist westlicher Gesellschaften generiert (HMP-Consortium 2012 a, b).
Dabei wurde deutlich, dass die Zusammensetzung eines Mikrobioms von verschiedenen
Parametern wie pH-Wert, Feuchtigkeit, Sauerstoffgehalt, Wirtsfaktoren wie genetische Dis-
position, Immunologie, Erndhrungszustand, Alter, ethnische Herkunft, aber auch von Interak-
tionen der Bakterien untereinander beeinflusst wird. Mikrobiome zeichnen sich durch ihre
Spezies-individuellen und sogar Intraspezies-individuellen Unterschiede aus. In diesem Zu-
sammenhang kann dem Schwein eine Modellfunktion zukommen, denn ihm wird physiologi-
sche Nahe zum Menschen hinsichtlich des Verdauungssystems und assoziierter Prozesse
zugeschrieben. Es ist ebenfalls ein omnivorer Sduger und dem Menschen in GroRe/Gewicht
und Nahrungsbedarf vergleichbar. Auch das intestinale mikrobielle Okosystem zeigt Ahnlich-
keiten zu dem des Menschen (Heinritz et al., 2013). Insofern kdnnten Studien am Schwein

auch fur Prognosen von Wirkungen beim Menschen herangezogen werden.



Von einer toxischen Wirkung von Bt-Toxinen auf die Mikrobiome von omnivoren oder rumi-
nanten Saugern durch die Aufnahme Bt-Toxin-haltiger Nahrung ist nicht auszugehen. Wie
oben schon dargelegt, ist der Magen-Darm-Trakt der Omnivoren so ausgestattet, dass die
Nahrung erst einer weitgehenden Denaturierung und Proteolyse im sauren Magenmilieu un-
terliegt, bevor die verdaute Nahrung in den Darm weitergegeben wird. Ein ausgedehnter
Kontakt zwischen intaktem Bt-Toxin und dem Mikrobiom ist deshalb nicht zu erwarten. Bei
ruminanten Saugern erfolgt der Kontakt der Bt-Toxin-haltigen Nahrung mit mikrobiellen Ge-
meinschaften bereits im Rumen, also vor der Denaturierung im sauren Milieu. Dennoch ist
nicht von einer Toxizitat fur das Mikrobiom auszugehen, da die in den Insektenepithelzellen
vorhandenen Bt-Toxin-spezifischen Rezeptorstrukturen in Bakterienmembranen nicht nach-

gewiesen werden konnten (s. 0.).

Diese Annahmen wurden in einer Reihe von Fltterungsstudien mit omnivoren als auch rumi-
nanten Saugern belegt. In keiner dieser Studien konnte ein signifikanter Einfluss auf die Bak-
teriengesellschaften des Darmes durch die Aufnahme Bt-Toxin-haltiger Nahrung beobachtet
werden (Einspanier et al., 2004; Wiedemann et al., 2007; Trabalza-Marinucci et al., 2008;
Buzoianu et al., 2012a; Buzoianu et al., 2012b; Yuan et al., 2013).

Fazit:

Nach Ansicht der ZKBS existiert ein breites, fundiertes Wissen tber die Wirkung von Cry-
Proteinen auf verschiedene Tiergruppen. Sehr spezifische Details des Wirkmechanismus der
Bt-Toxine werden zurzeit zwar noch diskutiert und naher untersucht, aber das Prinzip des
Wirkmechanismus an sich und die Wirtsspezifitdt stehen nicht in Frage. Aufgrund der Kennt-
nisse zum Wirkmechanismus und des Fehlens der Bt-Toxin-Rezeptoren im Sdugetierdarm
ist eine Wirkung von Bt-Toxinen auf Saugetiere nicht zu erwarten. Dies wird zusatzlich durch
zahlreiche Fltterungsstudien untermauert. Eine grof3e Zahl von Studien Uber die Wirkung
von Bt-Toxinen auf Bakteriengesellschaften im Verdauungstrakt von Saugetieren konnte

keinen Einfluss auf deren Zusammensetzung nachweisen.
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