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Stellungnahme der ZKBS
zum Ampicillinresistenz-Gen in gentechnisch verande rtem Mais

I. Einleitung

Am 18.12.1996 wurde von der EU-Komission dem Antrag der Fa. Ciba-Geigy auf Inver-
kehrbringen von gentechnisch verandertem Mais stattgegeben. Nachdem die franzdsische
Behdrde, tber die der Antrag eingebracht wurde, am 4.2.1997 die Entscheidung verotffent-
lichte, ist das EU-weite Inverkehrbringen des Mais gestattet. Dieser gentechnisch veranderte
Mais besitzt neben dem Gen fir ein B.t.-Toxin, das einen Schutz gegen den Maiszinsler
vermittelt, ein Gen fir die Toleranz gegen das Unkrautvernichtungsmittel Basta (Wirkstoff
Phosphinotricin), sowie ein Ampicillinresistenz-Gen (amp'). Der zur Pflanzentransformation
verwendete Vektor, ein pUC-Plasmid, trug neben dem B.t.-Gen und dem Phosphinotricin-
Toleranzgen auch das amp'-Gen. Im Gegensatz zu dem Herbizid-Toleranz-Gen, pat, das zur
Selektion der erfolgreich transformierten Pflanzen bendétigt wurde, ist das amp'-Gen lediglich
ein Bestandteil des verwendeten Vektors pUC zur Selektion der bakteriellen Transforman-
ten. Der B.t.-Mais wurde mit Hilfe der microprojectile bombardment Methode erzeugt. Als
Folge dieser Transformationsmethode wurde das amp'-Gen ebenfalls mit in die Pflanze
Ubertragen.

Il. Das amp'-Gen

Bei der Ampicillinresistenz im B.t.-Mais von Ciba-Geigy handelt es sich um das Gen fiir die
TEM-1 B-Laktamase. TEM-1 ist die am weitesten verbreitete (3-Laktamase (Sanders und
Sanders, 1992). Etwa die Halfte der klinischen E. coli-Isolate besitzen heute eine Ampicillin-
resistenz. Diese ist Uberwiegend, d. h. zu etwa 90 %; durch den B-Laktamasentyp TEM-1
bedingt (Livermore 1995).

Das Gen fiur diese pB-Laktamase liegt plasmidkodiert vor. Im molekularbiologischen Sprach-
gebrauch wird es als amp" oder blaremqy bezeichnet (vgl. Ciba, 1996) und liegt auf einer Rei-
he von Klonierungsvektoren vor (pBR322-Derivate, pUC-Serien etc.).

TEM-1 selbst hat gegeniiber neueren Cephalosporinen nur eine sehr geringe Aktivitat und
ist durch pB-Laktamase-Hemmer wie Clavulansédure oder Tazobactam inhibierbar. Jedoch
kann bei E. coli eine hohe Expressionsrate Resistenzen gegen Amoxicillin / Tazobactam und
gegen andere Kombinationen von [3-Laktamen / -Laktamase-Inhibitoren hervorrufen (San-
ders und Sanders, 1992).

Besondere Beachtung verdienen die in den letzten Jahren zunehmend auftretenden Mutati-
onen der TEM-1 und SHV-1 (3-Laktamasen (vgl. Davies, 1994). Als Folge dieser Mutationen
weisen einige TEM-Derivate Aktivitat auch gegen neuere Cephalosporine und Monobactame
auf und werden als extended spectrum beta-lactamases (ESBL) bezeichnet. Detaillierte Be-
schreibungen ihrer Substratspezifitidten / Reaktionsgeschwindigkeiten sind z. B. bei Livermo-
re (1995) und Bush et al (1995) zu finden. Insbesondere bei Klebsiella pneumoniae, aber
auch bei E. coli, Serratia marcescens, verschiedenen anderen Enterobacteriaceae, Citrobac-
ter und Salmonellen-Spezies wurden diese Enzyme detektiert. Die regionalen Unterschiede,
die in der Frequenz der Isolate zu beobachten sind, spiegeln sicherlich den Selektionsdruck
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wieder, der durch unterschiedlichen B-Laktam-Einsatz in den entsprechenden Landern be-
dingt wird.

Mutationen der TEM-1 B-Laktamase (z.B.TEM-30 bis TEM-41) fuhren weiterhin dazu, daf’
diese Enzyme nur schlecht durch Clavulanséure inhibierbar sind. Im Klassifizierungsschema
von Bush (1995) wurden solche Varianten als eigene Unterklasse 2br eingefiihrt. Bisher wur-
den diese inhibitor resistant TEM-RR-Laktamasen (IRT) nur in E. coli und vereinzelt in Proteus
mirabilis gefunden. In einer aktuellen Arbeit wird berichtet, daf? auch bei Klebsiella pneumo-
niae dieser Typ auftritt (Bermudes und Morand, 1997). Die Autoren dufRerten die Befiirch-
tung, dal3 sich IRT auch auf Haemophilus influenzae und Neisseria gonorrhoe, die ebenfalls
haufig TEM-1 [3-Laktamasen produzieren, ausbreiten konnten.

Der Gebrauch von Ampicillin ohne geeignete (3-Laktamase-Hemmer ist heute nur bei vor-
hergehender Resistenztestung angebracht. Trotzdem wird Ampicillin nicht nur bei Entero-
kokken-Infektionen sondern auch bei Infektionen mit Haemophilus influenzae weiterhin als
Mittel der Wahl betrachtet.

ll. Bewertung der Ubertragbarkeit des  B-Laktamase-Gens im B.t.-Mais von Ciba-Seeds
auf Bakterien

Die Wahrscheinlichkeit eines horizontalen Gentransfers von Pflanzenmaterial auf Mikroor-
ganismen wird als sehr gering eingestuft, ist jedoch nicht géanzlich auszuschliel3en.

Ein solcher Transfer kénnte z.B. im Tierpansen, im Magen-Darmtrakt von Saugern, in Sila-
gen und im Boden stattfinden. Ein Ablauf von folgenden Schritten ware dazu erforderlich:

1) Entlassung des amp'-Gens zusammen mit dem origin of replication (ori) von pUC in intak-
ter Form aus der Pflanzenzelle,

2) Aufnahme durch kompetente Bakterien,

3) Ringschlul? des DNA-Fragmentes in der Bakterienzelle zu einem funktionstiichtigen plas-
midartigen Replikon und

4) erfolgreiche Expression des lbertragenen amp'-Gens.

Bei Entlassung 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 anderen von Mikroorganismen
besiedelten Habitaten.

Die Fahigkeit, DNA aufzunehmen, wurde erst bei relativ wenigen Bakterienarten beobachtet.
Dartberhinaus ist die Entwicklung der DNA-Aufnahmefahigkeit unter den physiologischen
Bedingungen, wie sie im Pansen oder Magendarmtrakt, wahrscheinlich auch in der Silage
und im Boden vorliegen, ein sehr seltenes Ereignis.

Die Bildung eines Replikons in einer Zelle, z.B. durch Verknipfung der Enden des DNA-
Fragmentes, kdnnte erfolgreich nur durch sehr seltene Ereignisse, etwa ein illegitimes cross
over, erfolgen. Auch ist der Wirtsbereich des Replikationsursprungs (hier: ColE1) auf nur
wenige Arten von Enterobacteriaceae beschrankt.

SchlieBlich mussen die fir eine Genexpression erforderlichen Regulationsabschnitte in ge-
eigneter Anordnung vorliegen und von der Wirtszelle erkannt werden.

Das gemeinsame Eintreffen all dieser jeweils als sehr selten eingeschatzten Ereignisse
macht einen haufigen Gentransfer des amp'-Gens von Pflanzen auf Bakterien sehr unwahr-
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scheinlich. Wenn dies dennoch eintreten wirde, mifite man es vor dem Hintergrund des
heutigen naturlichen Auftretens der Ampicillinresistenz in Bakterien sehen. Es ist anzuneh-
men, dal3 fast jeder Mensch, auch ohne [-Laktam-Antibiotika exponiert zu sein, im Intesti-
naltrakt E. coli beherbergt, die das amp'-Gen besitzen. Dies wird durch die Beobachtung
gestitzt, daR etwa 50 % aller klinischen E. coli- Isolate resistent gegen Ampicillin sind, da-
von wieder 90% durch TEM-1 (B-Laktamasen bedingt (Livermore, 1995). Untersuchungen
(BgVV, 1997) zeigten auch, dafl? Ampicillinresistenzen bei E. coli-Isolaten von Rindern und
Schweinen etwa 74 % aller Proben kennzeichneten.

Ausgehend von der Tatsache der heute schon sehr weiten Verbreitung des amp'-Gens in
Enterobacteriaceae ist die Wahrscheinlichkeit, da3 durch den Ciba-Mais eine Ausweitung
der B-Laktam-Resistenz mit zusatzlichen Gefahrdungspotentialen fiir Mensch oder Tier be-
dingt wird, als unbedeutend gering einzuschéatzen.

IV. Schluf3folgerung

Eine zunehmende Verbreitung des amp'-Gens in Mikroorganismen durch die Verwendung
von gentechnisch veranderten Pflanzen wie des B.t.-Mais von Ciba-Geigy ist nicht zu erwar-
ten. Es ist keine Gefdhrdung der menschlichen Gesundheit, von Tieren oder der Umwelt zu
befirchten.

Das im B.t.-Mais enthaltene amp'-Gen wird jedoch weder fiir die gewiinschten Eigenschaf-
ten der Pflanze bendétigt, noch ist es zur Selektion der rekombinanten Pflanzen geeignet.

Unabhéngig von der vorstehenden Bewertung ist die ZKBS aus grundsétzlichen Erwagun-
gen (Nutzung der Moglichkeiten der Gentechnik, Vorsorgegrundsatz) der Auffassung, daf3
kinftig bei gentechnisch verédnderten Organismen, die in Verkehr gebracht werden, die ein-
gefuhrten heterologen Gene moglichst beschréankt werden sollten auf die Gene, welche fir
die angestrebte Veranderung funktionell erforderlich sind.

Die zukilnftige Entwicklung in Verkehr gelangender gentechnisch veranderter Organismen,
die fur die Herstellung von Lebens- oder Futtermittel Verwendung finden, sollte darauf abzie-
len, Markergene, die Resistenzen gegen therapeutisch bedeutende Antibiotikaklassen oder
gegen Herbizide bewirken, zu vermeiden.
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