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Allgemeine Stellungnahme der ZKBS zu den Kriterien der Vergleichbarkeit
haufig durchgefiihrter gentechnischer Arbeiten:
Ubertragung bestimmter Nukleinsidureabschnitte

ohne Gefahrdungspotenzial auf Mikroorganismen der Risikogruppe 2

Allgemeines

Gemal § 12 Absatz 4 GenTG ist fur gentechnische Arbeiten der Sicherheitsstufe 2 eine Stel-
lungnahme der ZKBS einzuholen, wenn die Arbeiten nicht vergleichbar sind mit bereits von der
ZKBS bewerteten Arbeiten. Die ZKBS kann entsprechend § 5 GenTG auch allgemeine Stel-
lungnahmen zu haufig durchgefuhrten gentechnischen Arbeiten mit den jeweils zugrunde lie-
genden Kriterien der Vergleichbarkeit veréffentlichen.

Werden Nukleinsdureabschnitte ohne Gefahrdungspotenzial auf Empfangerorganismen lber-
tragen, so ist nicht von einer Erhéhung des Gefahrdungspotenzials der Empfangerorganismen
auszugehen. Zu Nukleinsaureabschnitten, die grundsatzlich kein Gefahrdungspotenzial ha-
ben, zahlen Reportergene, Selektionsmarkergene und technische Sequenzen entsprechend
der im Folgenden aufgeflhrten Beschreibungen.

Reportergene werden verwendet, um die Expression eines bestimmten Gens nachzuweisen
oder einen Organismus optisch nachverfolgen zu kénnen. Beispiele fir Reporter sind z. B.
Gene fir fluoreszierende Proteine, Luziferasen, Peroxidasen oder Genprodukte, die dem Or-
ganismus nach Verstoffwechselung eines chromogenen Substrats eine andere Farbe verlei-
hen.

Selektionsmarker dienen dazu, Organismen auszuwahlen, in denen nach Ubertragung von
Nukleinsdureabschnitten gewlnschte Transformations- oder Rekombinationsereignisse er-
folgt sind. Als positive Selektionsmarker dienen haufig Antibiotikaresistenzgene oder Auxotro-
phiemarker wie z. B. die HIS3- oder LEU2-Gene von Saccharomyces cerevisiae. Einige Selek-
tionsmarker kénnen auflerdem zur negativen bzw. Gegenselektion genutzt werden (sog. Sui-
zidgene), bei der die Markergene zur Bildung toxischer Substanzen aus Substraten flihren. Auf
diese Weise kénnen z. B. Organismen ausgewahlt werden, bei denen durch Rekombination
Genomabschnitte oder Plasmide aus dem Genom der Bakterien entfernt wurden (Levansucra-
segen von Bacillus subtilis) oder bei denen gentechnische Veranderungen nicht an der ge-
wunschten Stelle in das Erregergenom eingefuhrt wurden (Thymidinkinasegen z. B. von Vacci-
niaviren).

Bei der Verwendung von Antibiotikaresistenzgenen als Selektionsmarker in multiresistenten
Empfangerorganismen ist die Allgemeine Stellungnahme der ZKBS zu gentechnischen Arbei-
ten, bei denen Gram-negative Bakterien mit multiplen Resistenzen gegen Antibiotika (3MRGN-
und 4MRGN-Stamme) verwendet oder generiert werden sollen [1], zu beachten.
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Als sog. technische Sequenzen werden natirliche und/oder synthetische Oligonukleotide wie
Linker, Adaptoren, ortsspezifische Rekombinationssequenzen wie loxP-sites oder Restrikti-
onsschnittstellen verstanden. Aufderdem gehéren dazu u. a. Sequenzen, die fir kurze Peptide
kodieren wie Affinitats-tags (wie z. B. HA- oder His-tags) oder Peptide, die zur Spaltung von
Proteinen wahrend der Translation flihren (z. B. 2A-Peptide), Signalpeptide, die das sorting
der markierten Proteine zu bestimmten Organellen (zum Zellkern, Plastiden) oder aus der Zel-
le heraus bewirken.

Nicht erfasst von dieser Stellungnahme sind gentechnische Arbeiten, bei denen Selektions-

markergene mit bestimmten Veranderungen verwendet werden, die das Gefahrdungspotenzi-
al der Empfangerorganismen erhdhen kdnnten. Dies kdnnte z. B. der Fall sein bei der Expres-
sion des Thymidinkinasegens in einem anderen genetischen Hintergrund, oder von Varianten
des Thymidinkinasegens mit erhdhtem Gefahrdungspotenzial. So wurde gezeigt, dass die
Ubertragung des Thymidinkinasegens des Simplexvirus humanalpha1 die Pathogenitat des
Saimiriine gammaherpesvirus 2 deutlich erhdhte [2]. Ebenfalls nicht erfasst von dieser Stel-
lungnahme sind gentechnische Arbeiten zur Ubertragung von Auxotrophiemarkergenen auf
Empfangerorganismen, deren Attenuierung auf entsprechenden Auxotrophien beruht. Aul3er-
dem nicht erfasst sind gentechnisch veranderte Organismen mit Suizidgenen, die zur Krebs-
therapie genutzt werden sollen, indem in Krebszellen spezifisch Pflanzen- oder Bakterientoxin-
gene exprimiert werden (zusammengefasst z. B. in [3]). Es ist auch zu beachten, dass die Ver-
anderung der Ladung von Proteinen durch die Fusion z. B. mit einem His-tag den Transport
Uber die Zellmembran erleichtern und so unter bestimmten Voraussetzungen ggf. das Gefahr-
dungspotenzial erhéhen kann. So wurde experimentell gezeigt, dass die Zellbindungs- und
Internalisierungsdomane des C2-Toxins von Clostridium botulinum die Translokation der kata-
lytischen Untereinheit des Diphtherietoxins vermitteln kann, allerdings nur, wenn diese mit ei-
nem His-tag fusioniert ist [4].

Empfehlung

Gentechnische Arbeiten, bei denen die o. g. Nukleinsaureabschnitte ohne Gefahrdungspoten-
zial auf Mikroorganismen (bertragen werden, die in der Liste der Spender- und Empfangeror-
ganismen fur gentechnische Arbeiten gemal § 6 GenTSV der Risikogruppe 2 zugeordnet sind,
sind vergleichbar. Sie werden der Sicherheitsstufe 2 zugeordnet.
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