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Vorwort

Eine weltweit steigende Anzahl von Gehodlzfreisetzungen und erste in Verkehr ge-
brachte Gehdlzsorten machen die rasante Entwicklung deutlich, die sich in den letz-
ten Jahren bei der gentechnischen Veranderung von Gehdlzen vollzogen hat. Im
Gegensatz dazu ist das Wissen Uber Auswirkungen transgener Gehdlze auf die Um-
welt noch sehr lickenhaft. Vor allem zu den Langzeitwirkungen liegen keine Erfah-
rungen vor und die Sicherheitsforschung steht hier noch am Anfang.

Aufgrund ihrer Langlebigkeit ist eine Abschatzung des Risikos von Freisetzungen
und Inverkehrbringen von Gehdlzen besonders problematisch. Bei einem Risikoma-
nagement muss den Besonderheiten von Gehdlzen wie Frostharte, Wurzelwachs-
tum, Wuchshohe und der langen Lebensdauer durch entsprechende Sicherheits-
maflinahmen Rechnung getragen werden. In diesem Zusammenhang wird insbe-
sondere die Etablierung sogenannter ,biologischer Confinements® diskutiert. Darun-
ter werden gentechnisch eingebaute ,Schranken® verstanden, welche die Ausbrei-
tung Uber Pollen und Samen verhindern, indem sie z.B. eine mannliche und/oder
weibliche Sterilitat bewirken. Voraussetzung flr die Zuverlassigkeit und Sicherheit

solcher Mechanismen ist allerdings deren lang andauernde hohe Stabilitat.

Die vorgelegte Studie dokumentiert umfassend den Wissens- und Diskussionsstand
zum Thema ,Merkmalsstabilitat in transgenen Pflanzen® und setzt sich mit den Fakto-
ren und mdglichen Ursachen fur die Instabilitat auseinander. DarUber hinaus werden
speziell die Moglichkeiten und die Grenzen von stabilen Sterilitdtsmechanismen als
,biologische Confinements® in transgenen Pflanzen aufgezeigt. Fur langlebige
Geholzarten wird dabei der kombinierte Einsatz mehrerer unabhangiger Sterilitats-
mechanismen vorgeschlagen, da gegenwartig einzelne Merkmale wie z.B. eine Pol-

lensterilitat allein, noch keine ausreichende Sicherheit gewahrleisten.

Diese Studie ist ein erstes abgeschlossenes Teilvorhaben eines Verbundprojektes
des Umweltbundesamtes mit dem Ministerium fir Umwelt, Natur und Forsten des
Landes Schleswig-Holstein, dessen Ziel es ist, die Grundlagen fur Risikobewertung
und —management bei der Freisetzung und dem Inverkehrbringen gentechnisch
veranderter Geholze zu verbessern. Dazu soll neben Fragen der Genstabilitat auch

der vertikale Gentransfer betrachtet werden. Das Vorhaben besteht aus einem fachli-



chen Verbund von sechs vernetzten Teilprojekten. Sowohl verschiedene Gehdlzarten
(Aspe, Larche, Rose, Rhododendron) als auch unterschiedliche theoretische und
experimentelle Methoden kommen zur Anwendung. Das Verbundprojekt hat eine
Laufzeit von drei Jahren und endet im Fruhjahr 2004.

Informationen zum Projekt sowie Zwischenergebnisse kénnen Uber

www.umwelt.schleswig-holstein.de und www.umweltbundesamt.de abgerufen wer-

den.

Ina Ebert und Sarah Driel3en, Projektkoordinatorinnen am Umweltbundesamt und
MUNF Schleswig-Holstein

Berlin im Oktober 2002
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VORBEMERKUNG

Die vorliegende Literaturstudie behandelt ein komplexes Thema, fiir dessen Beschreibung die
Verwendung von Fachbegriffen aus der klassischen und der molekularen Genetik
unumganglich ist. Um den Textflul nicht durch Erlduterungen zu unterbrechen, wurde ein
umfangreiches Glossar beigefugt.

Das Thema (Trans-)Gen-Instabilitat ist nicht nur komplex, sondern dariiberhinaus auch in vielen
Belangen noch unverstanden. Eine umfassende Betrachtung dieses Forschungsgebietes
erfordert die Berlcksichtigung einer Vielzahl mehr oder weniger detaillierter
Phanomenbeschreibungen, spekulativer Interpretationen und Erklarungsmodelle. Die Verfasser
dieser Studie moéchten sich bei einer Reihe von Kollegen fir Informationen und Ratschlage
bedanken, die die Orientierung im Literatur-,Dschungel“ zu diesem Thema erleichtert haben:
Dirk Becker, Inge Broer, Matthias Fladung, Martin Meixner, Florian Mette, Peter Meyer, Ortrun
Mittelsten-Scheid, Holger Puchta, Steven Strauss und Kurt Zoglauer. Selbstverstandlich liegt
die Verantwortung fur eventuelle MiRinterpretationen oder unkorrekte Darstellungen auf Seiten
der Verfasser der Studie.



ABKURZUNGEN'

5-Fluoro-dUMP  5-Fluoro-Deoxyuridin-Monophosphat

A1 codierende Sequenz der Dihydroflavonol-Reduktase aus Zea mays

bar Herbizidresistenzgen aus Streptomyces hygroscopicus (bialaphos-
resistance)

CaMVv Cauliflower Mosaic Virus

CcO chimare Oligonucleotide

CP4 Coat protein 4

Cre-lox Cyclisation of recombination — Locus of crossing over

gdfr Codierende Sequenz der Dihydroflavonol-Reduktase aus Gerbera

HDGS Homology dependent gene silencing

gfp codierende Sequenz des Green Fluorescent Protein

GOX Glyphosat-Oxidoreduktase

GUS B-Glucuronidase

hpt codierende Sequenz derHygromycin-Phosphotransferase

nos codierende Sequenz der Nopalin-Synthase

nptll codierende Sequenz der Neomycin-Phosphotransferase I

OECD Organisation for Economic Co-Operation and Ddevelopment

PARP polyADP-Ribose-Polymerase

pat Herbizidresistenzgen aus Streptomyces viridochromogenes
(Phosphinothricin-Acetyltransferase)

PTGS Posttranscriptional gene silencing

rbcs Codierende Sequenz der kleinen Untereinheit der Ribulose-
Bisphosphat-Carboxylase

RdRP RNA-abhangige RNA-Polymerase

T-DNA Transfer-DNA

TGS Transcriptional gene silencing

UPOV International Union for the Protection of New Varieties of Plants

VIGS Virus induced gene silencing

! Abkirzungen, die nur in den Tabellen der Kapitel 3 und 4 enthalten sind und dort erklart werden, sind in
dieser Liste nicht aufgeflhrt.



1 Problemstellung und Ziel der Studie

1 PROBLEMSTELLUNG UND ZIEL DER LITERATURSTUDIE

Seit etwa 10000 Jahren zichtet der Mensch durch Auslese und Kreuzung neue, flr
landwirtschaftliche Zwecke optimierte und gegenuber ihren urspriinglichen Eigenschaften stark
veranderte Formen bestimmter Pflanzenarten. Ermoglicht wurde diese Erweiterung der
Formenvielfalt durch die hohe Variabilitit und Flexibilitat des pflanzlichen Genoms
(Rekombinationen, chromosomale Umlagerungen, Mutationen, mobile Elemente) und durch die
bei Pflanzen nicht seltene Vermischung und Kombination unterschiedlicher Genome nach
nattrlichen, art- und gattungsibergreifenden Hybridisierungen. Im letzten Jahrhundert wurde
die Basis fur die Auslese neuer Formen und Merkmale durch mutationsauslésende Chemikalien
oder Strahlen sowie durch gezielte, von Zichtern vorgenommene interspezifische Kreuzungen

noch gesteigert.

Nachdem ein Merkmal durch Auslese erfasst und zlchterisch fur interessant befunden wurde,
soll es in seiner Auspragung eine maoglichst hohe Stabilitat besitzen. Diese Stabilitat muss aus
folgenden Griinden in Versuchslinien zundchst ermittelt und anschlieRend auf Sortenebene

durch kontinuierliche MalRnahmen erhalten werden:

(i) Uber die fir das Merkmal verantwortliche(n) Gene bzw. Genaktivitat liegen zunéchst
keine Informationen vor. Gene wirken niemals isoliert, ihre Wirkung wird durch den
genetischen Hintergrund und die Umwelt (mit)bestimmt. Nur ein Bruchteil der
Regulationsprozesse und Interaktionen zwischen genetischen Informationen,
entwicklungsspezifischen Faktoren sowie biotischen und abiotischen Umwelteinfliissen

sind bisher jedoch aufgeklart.

(i) Durch Mutation erzeugte oder nach interspezifischen Kreuzungen vorkommende
chromosomale  Umlagerungen sind ,zufallige® und  unkontrollierbare In-
tegrationsereignisse, die von Sequenzumlagerungen begleitet werden und Einflissen
durch den veranderten genomischen Kontext unterliegen. Diese Faktoren kénnen eine

instabilisierende Wirkung ausuben.

(iii) Einen niedrigfrequenten Beitrag zur Instabilitat eines Merkmals liefert die oben
erwahnte Variabilitat des Genoms (die eine 100% Stabilitat in biologischen Systemen

ausschliel3t).

(iv) Bei der Vermehrung von Linien und Sorten kénnen Merkmalsverluste durch Saat-

Beimischungen, Einkreuzungen von Nachbarfeldern oder aus der ,Wildnis“ entstehen.

Seit etwa 1980 lassen sich Pflanzen durch Ubertragung einzelner, definierter DNA-Sequenzen
gentechnisch modifizieren. Diese Technik stellt eine grundlegende Neuerung gegenuber
herkdmmlichen Verfahren der Pflanzenziichtung dar, da nun ein unbegrenzter Genpool flr

genetische Veranderungen zur Verfligung steht. Gentechnisch vermittelte Merkmale unterliegen



1 Problemstellung und Ziel der Studie

dabei den gleichen instabilisierenden Einflissen wie konventionelle Merkmale, allerdings sind

transgene Merkmale aus folgenden Griinden haufiger und in starkerem Male betroffen:

e Die gegenwartig verfligbaren Transformationstechniken erlauben zum einen nur eine
,zufallige®, nicht kontrollierbare Integration der fremden Gene in das Genom des
Empfangerorganismus. Derartige Integrationsereignisse ahneln den oben unter (ii)
erwahnten chromosomalen Umlagerungen. Die hieraus resultierenden
Sequenzumordnungen und Positionseffekte sind systembedingt und flhren
dementsprechend hé’lufig2 zu Verlusten oder zu Veranderungen der Auspragung

transgener Merkmale.

e Zum anderen kénnen die erst mit Hilfe gentechnischer Verfahren moglich gewordenen
groRen phylogenetischen Unterschiede zwischen Spender und Empfangerorganismen
(z.B. die Expression bakterieller Gene in Pflanzen) aufgrund noch unbekannter
Regulationsprozesse bzw. Interaktionen zwischen genetischen Informationen

Schwierigkeiten hinsichtlich der Expressionsstabilitdt des Transgens auftreten.

Auf Sortenebene ist man aus wirtschaftlichen Motiven bestrebt, einen gewissen Stabilitdtsgrad
des erwilnschten Merkmals einzuhalten. Als Gegenstand sicherheitsbezogener Erwagungen ist
die Stabilitat transgener Merkmale in Situationen zu betrachten, in denen der Verlust eines
transgenen Merkmals eine direkte oder indirekte Umweltwirkung hervorrufen kann. Ein Beispiel
hierfur stellen die Systeme zur Vermeidung der Ausbreitung von Transgenen Uber Samen oder
Pollen dar, in denen die Entwicklung von Bliten oder Blitenorganen durch die Expression
bestimmter Gene verhindert wird. Die Etablierung solcher biologischen Confinements wird in
Zusammenhang mit der Freisetzung und Kommerzialisierung transgener Geholzarten diskutiert.
Viele Geholzarten besitzen ein sehr hohes Reproduktions- und Ausbreitungspotential. Sie
stellen sehr langlebige Organismen dar, im naheren Umkreis finden sich haufiger als bei
krautigen Nutzpflanzen kreuzungskompatible Arten, und die Kombination aus Windbestaubung,
grofler Wuchshéhe und speziellen morphologischen Eigenschaften der Samen gewahrleistet
u.a. bei Waldbdumen eine weite Verbreitung sowohl des Pollens als auch der Nachkommen.
Voraussetzung fir die Wirkungssicherheit von biologischen Confinements ist eine hohe

Merkmalsstabilitadt der Gene, deren Aktivitat die Blutenbildung unterdricken.

Das Ziel dieser Studie besteht darin, den derzeitigen Kenntnis- und Diskussionsstand zum
Thema ,Stabilitat transgener Merkmale in gentechnisch veranderten Pflanzen® umfassend und
Ubersichtlich zu dokumentieren. Transgene Gehoélzpflanzen und die Wirkungsweise von
Sterilitdtsgenen zur Erzeugung von biologischen Confinements erfahren dabei besondere
Bericksichtigung. Unter Einbeziehung der Daten und Schlisse aus der Dokumentation wird der

Forschungsbedarf zur Problematik der Instabilitdt transgener Merkmale im allgemeinen und in

2 Diese Aussage bezieht sich auf Primartransformanten, die noch keinem Ausleseverfahren hinsichtlich
Expressionshéhe und -stabilitdt unterzogen wurden. Eine Uber mehrere Generationen Uberprifte,
gentechnisch veranderte Linie kann den gleichen Stabilitdtsgrad aufweisen wie konventionelle Sorten.



1 Problemstellung und Ziel der Studie

Hinblick auf die Nutzung biologischer Confinements bei der Ausbringung transgener Geholze
formuliert. Die Studie soll eine Grundlage fir die Erérterung der Fragestellung schaffen, welche
Erwartungen und Anspriche an ein solches Confinement in transgenen Gehdlzbestdnden
gestellt werden konnen, wo die Grenzen einer solchen Mallnahme liegen und wie eine

Minimierung der Risiken einer Reversion zu fertilen Formen zu erreichen ist.



2 Einleitung

2 EINLEITUNG

2.1 BEDEUTUNG DER GENTECHNIK IN LAND- UND FORSTWIRTSCHAFT

Die Fortschritte in der pflanzlichen Gewebekultur und der Molekularbiologie sowie die
Entdeckung und Aufklarung des natiirlichen Gen-Ubertragungsvektors Agrobacterium
tumefaciens bildeten Anfang der 80er Jahre die Grundlage fiir die Entwicklung neuer Strategien
in der Pflanzenziichtung. In einer Technologie, mit deren Hilfe sich einzelne Gene in Pflanzen
Ubertragen lassen, sah die konventionelle Zichtung eine Erweiterung ihres methodischen

Repertoirs.

Die anwendungsorientierte Zichtungsforschung richtete bis etwa Mitte der 90er Jahre ihr
Hauptaugenmerk auf die EinfUhrung zumeist bakterieller Gene zur Vermittlung von
Eigenschaften wie die Resistenz gegen Insekten oder nicht-selektive Herbizide, sowie auf die
Ubertragung von Hiillproteingenen zur Erzeugung von Virusresistenzen. Ein Blick auf die
Zlichtungsprogramme der zweiten Halfte der 90er Jahre und auf die gegenwartigen
Forschungsprojekte lassen eine wesentlich breiter gefacherte Palette von mdglichen Nutzungen
fur die nachsten Jahre erkennen: neben Pilzresistenzen, einem verbesserten Nahrwert von
Samen und Frichten und einer veranderten Zusammensetzung sekundarer Inhaltsstoffe,
gehoren eine effizientere Nahrstoffaufnahme, die Anpassung an Trockenheit und Salzgehalt
des Bodens oder die Produktion von ,nachwachsenden Rohstoffen“ (abbaubare Kunststoffe,
modifizierte Ole und Kohlenhydrate) und pharmazeutischen Produkten (Impfstoffe, Antikérper,

Hormone) zu den gegenwartigen Zuchtzielen.

Nach den ersten experimentellen Freisetzungen 1987 wurden Mitte der 90er Jahre die ersten
transgenen Sorten kommerzialisiert. Heute sind insgesamt etwa 60-70 gentechnisch veranderte
Events® fir den Anbau in verschiedenen OECD-Léndern zugelassen. Als transgen-vermittelte
Merkmale sind Herbizidtoleranzen am haufigsten vertreten, gefolgt von Insekten- und
Virusresistenz. Die Anbauflachen mit transgenen Pflanzen wachsen weltweit stetig an, von 1.7
Millionen ha (1996) auf ca. 50 Millionen ha im Jahre 2001 — wobei zu berlcksichtigen ist, dass
sich 99% dieser Flache in den Landern USA, Argentinien, Kanada und China befinden. Die
Entwicklung in Landern wie Japan oder der EU, in denen aufgrund von Vorbehalten gegentiber
der ,grinen“ Gentechnik Kommerzialisierung und Anbau transgener Sorten in groflerem

MaRstab noch nicht stattgefunden haben, bleibt abzuwarten.

Auch im Obstbau und der Forstwirtschaft gibt es Bestrebungen, die Gentechnik zur
Verbesserung verschiedener Arten zu nutzen (s. Tzfira et al. 1998). Dazu gehort z.B. die
Reduktion des Ligningehaltes in Pappeln zur effizienteren und umweltschonenderen
Verwertung in der Papierindustrie (Baucher et al. 1998), die Resistenz gegen pilzliche

Pathogene im Weinbau (Yamamoto et al. 2000) oder der Erzeugung virusresistenter sowie

% Gentechnisch veranderte Basislinien, die in bestehende Sorten eingekreuzt werden.
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frihblihender Obstbaume (Scorza et al. 1998, Pena et al. 2001). Obwohl schon seit Anfang der
90iger Jahre viele Freisetzungsexperimente mit Gehdlzarten statigefunden haben (darunter
Apfel, Rhododendron, Pappel, Kaffee, Fichte, Walnuss und Himbeeren), wurde bislang nur eine
einzige Geholzart in einem OECD-Land in den Verkehr gebracht (Carica papaya mit Resistenz
gegen den Papaya-Ringspot-Virus, 1997/USA). Diese Verzdgerung ist damit zu erklaren, dass
die experimentelle Phase bei transgenen Baumen sowie die Sortenzulassung naturgemaf

ldnger andauert als bei ein- oder zweijahrigen Nutzpflanzen.

2.2 STABILITAT TRANSGEN-VERMITTELTER MERKMALE

Eine erfolgreiche Nutzung der Gentechnik in Landwirtschaft und Pflanzenzichtung setzt eine
ausreichende Stabilitdt der transgen-vermittelten Merkmale voraus. In der landwirtschaftlichen
Praxis werden zur Beurteilung der Bestandigkeit eines Merkmals die Richtlinien der UPOV
(International Union for the Protection of New Varieties of Plants, Genf/Schweiz“)
herangezogen. Sorten dirfen hiernach eine Abweichung von hdchstens 2-4% (je nach
ProbengréRe) aufweisen, ein Stabilitdtsgrad, der von transgen-vermittelten Merkmalen
offensichtlich erreicht wird, wie der weltweit praktizierte Anbau gentechnisch modifizierter
Sorten erkennen Iasst. Darlber hinaus zeigen auch wissenschaftliche Studien, dass transgene
Linien mit einem Ausfall des untersuchten Merkmals zwischen 0,005% und 2% eine hohe
Stabilitat besitzen kdnnen (z.B. Conner et al. 1998).

Die Mehrheit der im Labor produzierten transgenen Linien zeigt jedoch ein instabiles Verhalten,
d.h. weist unerwartete Anderungen in der Auspragung des transgenen Merkmals auf. Linien mit
hoher und stabiler Expression missen aus dem Pool dieser Primartransformanten durch
Auslese ermittelt werden. Instabilititen oder Anderungen im Expressionsverhalten werden
durch eine Vielzahl verschiedener und in den wesentlichen Zigen noch nicht aufgeklarter
Prozesse verursacht - dementsprechend vielfaltig sind die jeweiligen Erscheinungsbilder. Sie
stehen jedoch Ubereinstimmend mit der Tatsache in Verbindung, dass ein Transgen eine
genetische Information darstellt, deren Kontext in unkontrollierter Weise verandert wurde.
Derartige Ereignisse sind mit Translokationen, d.h. Umlagerungen und Austauschen von
Chromosomen-Abschnitten vergleichbar, die in der konventionellen Zichtung bei einigen
Pflanzenarten zur Ubertragung von Merkmalen aus Wildarten in Zuchtlinien benutzt werden
kénnen. Instabilitdten in der Merkmalsausprdgung in Translokationslinien sind normale
Begleiterscheinungen dieser Methode, stabile Linien missen durch Selektion ermittelt werden.
Auch andere Beispiele fur Instabilititen und Abweichungen von der Mendelschen Aufspaltung
sind aus der klassischen Genetik bekannt (s. z.B. Seyffert 1998). In Zusammenhang mit
derartigen Vorkommnissen wurden in der klassischen Genetik u.a. die Begriffe Penetranz

(Prozentsatz von Genotypen, die den charakteristischen Phanotyp ausbilden), Expressivitat

4 http://www.upov.int/
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(der Auspragungsgrad), Paramutation (Brink 1956, vererbbare, aber reversible Suppression von
Allelen) und Epimutation (Jeggo und Holliday 1986, Anderungen der Genexpression ohne
Veranderungen der DNA-Sequenz) gepragt. Instabile Eigenschaften sind keine Folge
gentechnischer Verfahren. Dass transgene Merkmale inzwischen weitaus haufiger als
natirliche Eigenschaften in Studien zur Genstabilitat untersucht werden, lalt sich auf die
Tatsache zurickfiihren, dass hier die entsprechenden DNA-Sequenzen, ihre Funktion und bei
codierenden Bereichen deren Produkte auf Proteinebene bekannt und deshalb einer

hinreichenden Analyse Uberhaupt erst zuganglich sind.

Unerwartete Anderungen oder Verluste der Auspragung transgener Merkmale haben die
~grune“ Gentechnik stets begleitet. ,Mendelian transmission of genes introduced into plants by
the Ti-plasmid of Agrobacterium tumefaciens lautete der Titel der Publikation, in der 1981
erstmalig die Herstellung und Charakterisierung einer genetisch manipulierten Pflanze sowie
die stabile Vererbung des Ubertragenen Gens in die Nachkommenschaft beschrieben wurde
(Otten et al. 1981). Im gleichen Jahr publizierten Wullems et al. (1981) eine ahnliche Studie, in
der ebenfalls die Nachkommenschaft eines mit Hilfe von Agrobacterium tumefaciens
transformierten Tabaksprosses5 untersucht wurde. Im Unterschied zur Arbeit von Otten et al.
(1981) berichteten Wullems et al., dass nur ein Bruchteil der (nach den Mendelschen Regeln)
erwarteten Zahl gentechnisch veranderter Nachkommen die Expression des Transgens zeigten.
Ahnliche Abweichungen von der Mendelschen Aufspaltung bzw. der Verlust des transgenen
Merkmals wurden in den folgenden Jahren mehrfach beschrieben. Insgesamt blieben solche
Berichte jedoch bis etwa 1990 eher selten, obwohl aus heutiger Sicht der Anteil instabiler Linien
unter den Primartransformanten Uberwiegt. Gerade in den ersten Jahren dieser Technik galt
eine nicht-Mendelnde Nachkommenschaft als fehlgeschlagenes Transformationsexperiment

und es ist anzunehmen, dass viele solcher Daten Uberwiegend unveréffentlicht blieben.

Die Berichte lassen sich in zwei Gruppen teilen: eine (sehr viel kleinere) Gruppe beschreibt
Ereignisse, in denen der Verlust des transgenen Merkmals auf den Verlust oder Anderungen
der DNA-Sequenz selbst zuriickgefihrt wird, wahrend die Publikationen der zweiten, weitaus

gréReren Gruppe lber Merkmalsverluste bei unveranderter Transgen-Sequenz berichten.

In der folgenden Ubersicht wurde nur eine kleine Auswahl von Publikationen beriicksichtigt. Die
zitierten Arbeiten haben in der Regel erstmalig bestimmte Phanomene beschrieben oder

wichtige Daten und Erkenntnisse zum Thema beigetragen.

2.2.1 Verlust des transgenen Merkmals durch Sequenzverlust oder —dnderung

Merkmalsverluste von Transgenen durch physischen Verlust der entsprechenden Sequenzen
(Deletionen) oder durch Umordnungen im bereits integrierten Sequenzbereich wurden nur

selten beschrieben. Solche Ereignisse fand man in transgenen Zellkulturen (z.B. Peerbolte et

® Die Art Nicotiana tabacum wurde aufgrund des gut entwickelten Gewebekultur-Systems und der relativ
leichten genetischen Manipulierbarkeit sehr schnell zur Modellpflanze in diesem Forschungsgebiet.
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al. 1987), aber auch in intakten Pflanzen (z.B. Spencer et al. 1992). Ob die geringe Zahl von
Berichten hiertber tatsachlich auch eine insgesamt geringe Frequenz solcher Vorkommnisse
wiederspiegelt, ist unklar, da in den wenigen Untersuchungen hierzu jeweils ein relativ hoher
Prozentsatz von Linien einen Verlust des (in den ersten Generationen nachweisbaren)
transgenen Merkmals aufwies (s. Abschnitt 3.5). Verlust oder Anderungen der Basensequenz
durch Mutationen oder intrachromosomale Rekombinationen (Abschnitt 3.6), die mit einer im
Vergleich hierzu sehr viel niedrigeren Frequenz von etwa 10 - 107 auftreten, kénnen in diesen

Fallen ausgeschlossen werden.

2.2.2 Verlust des transgenen Merkmals bei unveranderter Basensequenz

Barton et al. (1983) wiesen nach, dass im Fall der von ihnen produzierten transformierten
Tabaklinien eine von den Mendelschen Regeln abweichende Aufspaltung nur phanotypisch (auf
Expressionsebene), nicht aber genotypisch vorlag. Die Transgene waren in unveranderter Form
an die Nachkommen weitergegeben worden, befanden sich jedoch in einem inaktiven Zustand.
In den folgenden Jahren hauften sich Beispiele, in denen gleichfalls das intakte Gen, jedoch
nicht dessen Expression nachzuweisen war (z.B. Czernilofsky et al. 1986, Potrykus et al. 1985,
Sukhapinda et al. 1987).

Die Inaktivierung von Genen durch eine Modifikation der DNA war schon damals kein
unbekanntes Phanomen. In Kenntnis der bereits in der Virusforschung und Saugerbiologie
diskutierten Rolle der Cytosin-Methylierung als Signal fiir Gen-Suppressionen (Dorfler 1981)
zeigten Hepburn et al. (1983) erstmals, dass auch in Pflanzen ein Zusammenhang zwischen
Methylierung und (In-)Aktivitdt eines durch Agrobacterium tumefaciens Ubertragenen Gens
bestehen kann. In Untersuchungen an Agrobacterium-induzierten Tumoren, die ein inaktives
Nopalinsynthase-Gen (nos) besafien, fanden Hepburn et al.,, dass die Demethylierung der
entsprechenden Sequenz durch Behandlung der Zellen mit Azacytidin (ein Inhibitor des Enzyms
Methyltransferase, welches die Methylierung des Cytosins katalysiert) mit einer Aktivierung des

nos-Gens verbunden war.

Die Ergebnisse einer Untersuchung von Matzke et al. (1989) deuteten schlielRlich daraufhin,
dass Methylierung und Sequenzhomologien mit der Inaktivierung von Transgenen in
Zusammenhang stehen koénnen. In zwei aufeinanderfolgenden Transformationsschritten
wurden Doppeltransformanten erzeugt, die verschiedene Markergene unter Kontrolle des
gleichen Promotors (nos-Promotor) enthielten. Wahrend nach der ersten Transformation eine
normale Expression festgestellt wurde, waren die Gene in 15% der Doppeltransformanten
.-abgeschaltet®. Der inaktive Zustand der Gene war mit einem hohen Methylierungsgrad des
Promotorbereichs korreliert. Nach einer Trennung der transgenen Loci durch Aufspaltung in der
Nachkommenschaft wurde eine Reaktivierung der Transgene, inklusive einer Verringerung des

Methylierungsgrades der Promotoren, beobachtet.
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Zur gleichen Zeit wurde in zwei Arbeitsgruppen der Versuch unternommen, Petunien mit einer
intensiveren Bliitenfarbe durch Uberexpression der Chalconsynthase, einem Schliissel-Enzym
aus der Synthese der Anthocyan-Farbstoffe, zu erzeugen. Hierzu wurde das bereits bekannte
Gen der Chalconsynthase mit einem starken Promotor (CaMV-35S) versehen und in Petunien
Ubertragen. Unerwarteterweise besallen einige (ca. 25%) Transformanten weisse oder lila-
weiss gemusterte Bliten. In diesen Linien waren sowohl das neu eingefugte Transgen als auch
das endogene Chalconsynthase inaktiviert worden (Napoli et al. 1990, van der Krol et al. 1990).
Den gleichen Effekt fanden Smith et al. (1990) in transgenen Tomatenpflanzen, in die ein
Polygalacturonidase-Gen (ein in der Tomate bereits existierendes Gen, dessen Aktivitat im
Fruchtreifeprozess eine wichtige Rolle spielt) GUbertragen worden war.

Pflanzeneigene Gene lieRen sich mit Hilfe dieses als Sense- oder Co-Suppression bezeichnten
Vorganges ,abschalten“. Die Inaktivierung war hier ebenfalls mit einer Methylierung der
entsprechenden Sequenzen verbunden. Einige Jahre zuvor hatte man bereits eine ahnliche
Vorgehensweise zur ,Down-Regulation von natirlichen Genen mit Erfolg bei Pflanzen
einsetzen kénnen. Bei dieser Strategie wurden die entsprechenden Sequenzen in umgekehrter
Orientierung (Antisensee) in die Pflanzen transformiert (van der Krol et al. 1988). Allerdings
zeigte, wie bei der Co-Suppression, auch hier nur ein Bruchteil der Transformanten die
gewinschte Inhibierung der Expression der endogenen Sequenz, wahrend der grofite Teil der
Linien keinerlei Veranderungen aufwies. Warum ein Transgen sowohl als Sense als auch als
Antisense-Kopie ein homologes, pflanzeneigenes Gene ,abzuschalten vermag und warum dies
nur bei bestimmten Linien erfolgt, klart sich erst jetzt auf (Wang und Waterhouse 2000, s.
Abschnitt 3.4.3).

Wichtige Erkenntnisse lieferten Untersuchungen zur Co-Suppression hinsichtlich der
molekulargenetischen Ebene, auf der eine Gen-Inaktivierung erfolgen kann. In den Arbeiten von
Mol et al. (1991) und de Carvalho et al. (1992) konnte mit Hilfe von run-on Experimenten
zwischen einer Inaktivierung auf franskriptionaler oder auf posttranskriptionaler Ebene
unterschieden werden (Abbildung 1). Bei einer run-on-Transkription wird eine Anreicherung der
Zellkerne vorgenommen, in der sich mit Hilfe radioaktiver Markierungstechniken ein
Primartranskript nachweisen la3t, wenn die Inaktivierung der Gen-Expression auf
posttranskriptionaler Ebene erfolgt, nicht dagegen bei einer Suppression der Transkription. Co-
supprimierte Linien wiesen eine normale Transkriptionsaktivitat auf, d.h. die Inaktivierung muss
mit einer posttranskriptionalen Degradierung der RNA in Verbindung stehen. Die von Matzke et
al. (1989) beschriebene Gen-Inaktivierung nach Kombination mehrerer Kopien des nos-
Promotors in Doppeltransformanten fand hingegen auf transkriptionaler Ebene statt (Matzke et
al. 1993). Hieraus wurde geschlossen, dass es fur die mit der Existenz homologer Sequenzen

in Zusammenhang stehende Inaktivierung unterschiedliche Mechanismen geben muss.

® In diese Kategorie gehort z.B. die in den USA kommerzialisierte ,Antimatsch“-Tomate, die aufgrund der
(Antisense)lnaktivierung eines pflanzeneigenen Galacturonidasegens eine verzégerte Reifung aufweist
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Abbildung 1: Vereinfachte Darstellung der Vorgange bei der Realisierung der genetischen Information in
Organismen, die einen Zellkern besitzen (Eukaryoten).

Von dem ,abzulesenden” Gen (DNA-Doppelstrang) wird zunachst ein RNA-Primartranskript (RNA-
Einzelstrang) hergestellt, das sich in Lange und Struktur von seiner endgultigen Version, der mRNA oder
Boten-RNA unterscheidet. Auf dem Weg vom Kern ins Zellplasma, wo das ,Umkopieren“ der mRNA in ein
Proteinmolekdil erfolgt, finden hierzu komplexe Modifikations- und Bearbeitungsvorgange inklusive einer
Kirzung der Primartranskripte statt.

Dargestellt sind auch (kursiv) die Ebenen, auf denen Mechanismen der epigenetischen Genregulation eine
Realisierung der genetischen Information verhindern kénnen. Auf welcher der beiden Ebenen dies in einem
speziellen Fall geschieht, 18t sich durch run-on Experimente nachweisen. In einer run-on-Analyse wird
zunachst eine Anreicherung der Zellkerne einer Pflanze vorgenommen, in der sich mit Hilfe radioaktiver
Markierungstechniken ein Primartranskript nachweisen 1a6t, wenn die Inaktivierung der Gen-Expression auf
posttranskriptionaler Ebene erfolgt (PTGS), nicht dagegen bei einer Suppression der Transkription (TGS).
Auf beiden Ebenen agieren viele, grofdtenteils noch unverstandene Mechanismen, die dariiberhinaus z.T.
ineinandergreifen.

In der Arbeit von van der Krol (1990) findet sich erstmalig der Begriff gene silencing fir diese
Phanomene, ein Begriff, der schon vorher in der Systematik fir den Expressionsverlust

bestimmter Allele nach Kreuzungen phylogenetisch entfernter Arten benutzt wurde.

Eine anschauliche Demonstration flr die Instabilitat der Merkmalsauspragung eines Transgens
lieferte das erste Freisetzungsexperiment in Deutschland. Fir diesen Versuch, dessen
eigentliches Ziel darin bestand, ein ,springendes Gen" zu identifizieren (s. Abschnitt 3.11.1),
wurden im Sommer 1990 31000 Individuen einer transgenen Petunien-Linie ausgebracht. Die
Pflanzen enthielten eine einzelne Kopie eines Mais-Gens, dessen Aktivitdt unter
Gewachshausbedingungen eine fiir Petunien bis dahin untypische lachsrote Blitenfarbe
verursachte. Die Erwartung der Wissenschaftler, dass eine geringe Zahl von Individuen auf-
grund der Aktivitat springender Gene zur weissbliihenden Form revertiert, bestatigte sich nicht.
Stattdessen zeigten unter Feilandbedingungen je nach Beobachtungszeitpunkt (Juni-August)
bis zu 60% der Pflanzen einen mehr oder weniger starken Verlust der lachsroten BlUtenfarbe.
Molekularbiologische Analysen ergaben, dass das Mais-Gen in diesen Pflanzen hypermethyliert
war (Meyer et al. 1992). Diese Ergebnisse zeigen, dass nicht nur Sequenzhomologien mit dem
Verlust des transgenen Merkmals in Verbindung stehen kdnnen, sondern auch als Einzelkopie

integrierte Transgene durch Umweltfaktoren in ihrer Stabilitat beeinflusst werden kdnnen.
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Die Untersuchung des Methylierungsmusters entwickelte sich in den folgenden Jahren zu dem
am haufigsten untersuchten Aspekt in Studien zur Transgen-Stabilitat, sicherlich nicht zuletzt
aufgrund der Verfligbarkeit verschiedener und z.T. relativ einfach durchzufiihrender Techniken.
Dass allerdings die Feststellung einer Korrelation nichts Uber Ursache und Wirkung aussagt,
bemerkte Jorgensen schon 1991. Ausnahmen gab es schon Anfang der 90er Jahre genug: das
Genom einiger Insekten, Pilze oder Wirmer weist (fast) keine Methylierung auf, eine Reihe von
Paramutations-Phdnomenen zeigt keine Korrelation zu Methylierungen und hochmethylierte
Gene koénnen durchaus aktiv sein, wahrend nicht-methylierte Gene inaktiv sind. So ist sowohl
die Rolle der Cytosin-Methylierung als auch die Bedeutung der Sequenzhomologie bei der
(Trans-)Gen-Inaktivierung auch 18 Jahre nach Veréffentlichung der Untersuchung von Hepburn
et al. 1983 nicht abschlieRend geklart (Paszkowsky und Whitham 2001).

Vorgange, die Anderungen der Expression eines Gens bewirken, ohne dass Veranderungen
der DNA-Sequenzinformation (wie bei Mutationen und Rekombinationsereignissen)
stattgefunden haben, werden den epigenetischen Regulationsprozessen zugeordnet. Die
Regulation der Genexpression findet in diesem Fall auf einer oberhalb der DNA-Se-
quenzinformation liegenden Ebene statt und erfolgt durch die DNA-Modifikation durch Cytosin-
Methylierung sowie durch Chromatin-remodelling bzw. Anderungen der molekularen Architektur
des Chromatins, die Einfluss auf die Aktivitat spezifischer Gene haben kénnen (Meyer 2000).
Methylierungsmuster und Chromatinstruktur sind durch Interaktionen zwischen genetischen
Faktoren sowie durch Umweltfaktoren beeinflussbar und kénnen an Tochterzellen und an die
Nachkommenschaft weitergegeben werden. Verschiedene Vorgange, die der epigenetischen
Genregulation zugeordnet werden, sind bereits seit Idngerem bekannt. Hierzu gehdrt z.B. das
genomische Imprinting, ein Begriff, der die Vererbung eines inaktiven oder eines aktivierbaren
Zustandes von Genen miutterlicherseits oder vaterlicherseits an die nachste Generation
beschreibt. Auch die Paramutation und Transvektion beruhen auf epigenetischen Prozessen (s.
z.B. Wolffe und Matzke 1999).

Die grundlegenden Mechanismen der epigenetischen Genregulation sind allerdings noch
weitgehend unverstanden. Durch die oben geschilderten Untersuchungen zur Co-Suppression
und zur Korrelation zwischen gene-silencing und Methylierung entwickelten sich die Arten
Petunia hybrida und Nicotiana tabacum (ab etwa 1994 auch Arabidopsis thaliana) zu den
bevorzugten Modellorganismen in diesem Gebiet. Die Ergebnisse der Untersuchungen an
diesen Arten zeigten bereits, dass fur die Inaktivierung eines (Trans)gens eine ganze Reihe
unterschiedlicher Prozesse verantwortlich sein konnen (Matzke und Matzke 1995, Fagard and
Vaucheret 2000a). Man hat wahrend der letzten Jahre versucht, eine (eher deskriptive)
Systematik des gene silencing in Pflanzen vorzunehmen. Es wurden jedoch immer wieder neue
Varianten beschrieben, die von keinem Modell hinreichend erklart wurden (z.B. Fu et al. 2000).

Einige Kommentare zum gene silencing mogen die aktuelle Situation belegen: “...we do not

have enough information to understand the mechanisms of gene silencing in plants” (Fagard
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und Vaucheret 2000a) und “...the reason why some transgenes become silenced...while others
do not remains a mystery” (Grant 1999) oder “Unfortunately confusion often follows discovery of
novel biological phenomena, and in the area of gene-silencing, the confusion is still formidable.”
(Selker 1999). Die Ahnlichkeit zur AuRerung von Jorgensen (1991) ist frappant: “Understanding

of the mechanism behind (repeat-induced) gene-silencing is not yet near.”

Allerdings wurden im Verlauf der letzten 3 - 4 Jahre auf diesem Gebiet auch einige Fortschritte
erzielt, z.B. bei der Isolierung und Charakterisierung der am gene silencing beteiligten Gene
(Fagard et al. 2000, Mourrain et al. 2000), bei der Aufklarung von RNA/RNA-Interaktionen und
des RNA-Abbaus (Baulcombe 2000, Tuschl et al. 1999) sowie der Klarung von DNA-DNA
Interaktionen (Selker 1999). Da das Phanomen der Gen-Inaktivierung oder der Geninstabilitat
weder auf Pflanzen noch auf Transgene beschrankt ist, sind flr diesen Fortschritt auch die
Erkenntnisse aus der Tumorbiologie, der Embryologie oder der Evolutionsbiologie
mitverantwortlich. Daher ist auch seit wenigen Jahren ein Ubergang von einer eher deskriptiven
zu einer konstruktiven oder kreativen Modellentwicklung zu beobachten. Neben der Frage nach
dem ,Wie“ und ,Wann“ stehen daher hdufg auch Fragen nach dem ,Warum® und dem
biologischen Sinn im Vordergrund. So wird das gene silencing in Pflanzen (aber nicht nur in
Pflanzen) seit einiger Zeit im Zusammenhang mit dem Konzept eines Abwehrsystems
gegenuber der Aufnahme und Integration fremder Nukleinsduren (intrusive DNA bei Kumpatla
et al. 1998 oder invasive DNA bei Matzke et al. 1996, Matzke und Matzke 1998) diskutiert.
Solche Abwehrsysteme wurden sowohl von pro- als auch eukaryotischen Zellen entwickelt. Zu
den ,eingedrungenen“ Nukleinsauren werden z.B. (Para-) Retro-Viren, Viroide, aber auch
endogene, (latent) mobile, eigenstédndige oder ,kryptische“ DNA-Sequenzen sowie Transgene
gezahlt. Aber auch fur die passive Entwicklung neuer Arten (und die Entstehung von
Reproduktionsbarrieren) kénnte das gene silencing mitverantwortlich sein (Lynch und Conery
2000).

Die meisten Phanomene, die in Zusammenhang mit der Instabilitat transgener Merkmale bei
Pflanzen beschrieben wurden, stehen mit epigenetischen Prozessen in Verbindung. Uber
einen vollstandigen Verlust von Transgenen wurde, wie oben schon erwahnt, weitaus seltener
berichtet. Es existieren darlUber hinaus Falle von Merkmalsinstabilititen, die keiner dieser
beiden Gruppen zugeordnet werden kénnen. Hierzu gehort z.B. die Temperatursensitivitat der
Expression des pat41-Gens, der natlrlichen codierenden Sequenz der Phosphinothricin-
Acetyletransferase aus Streptomyces viridochromogenes, die eine Resistenz gegeniiber dem
Herbizid Basta vermittelt (Walter et al. 1992, Kéhne et al. 1998, s. hierzu die Abschnitte 3.9 und
3.11.1).
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2.3 URSACHEN DER INSTABILITAT TRANSGENER MERKMALE

Die Ursachen und Faktoren, die den Stabilititsgrad eines transgenen Merkmals mit
unterschiedlicher Gewichtung gemeinsam bestimmen, lassen sich in drei Kategorien einteilen
(s. auch Abbildung 2).

2.3.1 ,Zufallige” Integration und Sequenzhomologien

Die Ubertragung und die Integration fremder Sequenzen in Pflanzenzellen wird in hohem Male
von ,zufélligen“ Ereignissen auf molekularer Ebene begleitet. Dies betrifft zum einen die
Struktur des transgenen Locus, der durch vielfdltige Sequenzumlagerungen wahrend des
Transformationsprozesses einen hohen Komplexitatsgrad aufweisen kann, zum anderen
dessen Position im Genom der Wirtspflanze, da der Einbau in einer nicht zu kontrollierenden
Weise an einem nicht bestimmbaren Ort erfolgt. Ein solch ,zufallig“ entstandener Locus
unterliegt dem Einfluss verschiedener und in der Mehrheit bislang unverstandener
epigenetischer Regulationsmechanismen, die die Aktivitdt der Gbertragenen Gene bestimmen,
ohne dass diese eliminiert oder auf Sequenzebene verandert werden. Bildlich ausgedrtickt: der
transgene Locus befindet sich in einem Netzwerk eines komplizierten Informationssystems auf
Nukleinsaure/Protein-Basis, das offensichtlich Kontrollmechanismen besitzt, solche komplexen
und/oder in einem nicht ,passenden® genetischen Kontext befindlichen Loci zu erkennen und

diese zu irgendeinem Zeitpunkt ,abzuschalten” (Matzke et al. 1998, Kumpatla et al. 1998).

Da in diesem Erkennungsprozess u.a. homologe Sequenzbereiche eine Signalfunktion besitzen
und gleichzeitig auch das Ziel von Kontrollmafinahmen darstellen, kénnen (i) sowohl endogene,
pflanzeneigene Gene inaktiviert werden, wenn eine entsprechende homologe Sequenz als
Transgen Ubertragen wurde, als auch (ii) transgene Sequenzen selbst einer Inaktivierung
unterliegen, wenn sie durch wiederholte Transformationsschritte oder durch Kreuzung

transgener Linien mehrfach in einem Genom vorliegen.

Dieser als Co-Suppression (oder Antisense-Suppression, wenn die transgene Sequenz eine
umgekehrte Orientierung aufweist) bezeichnete Effekt wird in der Gentechnik zum
+Ausschalten® natirlicher Gene verwendet. Im Prinzip handelt es sich hierbei um einen starken
gene silencing Effekt auf transkriptionaler oder posttranskriptionaler Ebene (s. Abbildung 1).
Diese gezielte Gen-Inaktivierung hat wichtige Beitrdge zum Verstandnis der Phanomene des
(unerwtlinschten) gene silencing geliefert. Die Co-Suppression kann aber auch selbst inaktiviert
werden (Marathe et al. 2000, s. Abschnitt 3.11.2).

Die weitaus meisten Falle von Instabilitdten transgener Merkmale beruhen, wie in Abschnitt 2.2
bereits erwahnt, auf Mechanismen des epigenetischen gene silencing, verursacht durch
Positionseffekte, durch die Komplexitat des transgenen Locus oder durch Homologieeffekte. In

den wenigen Publikationen, in denen der Verlust eines Merkmals auf den Verlust des
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Transgens selbst zurtckgeflhrt wird, wird zumeist ebenfalls ein Zusammenhang mit dem
Integrationsort vermutet (unterbrochener Pfeil in Abbildung 2). Es ist nicht auszuschlieRen, dass
bestimmte Integrations-Strukturen oder bestimmte Loci auch eine physische Instabilitat
aufweisen koénnen (s. Abschnitt 3.5).

Die Merkmalsinstabilitaten dieser Kategorie reprasentieren individuelle Eigenschaften einzelner
Linien. Aus einer Population transgener Pflanzen lassen sich daher stabile Linien durch
geeignete Ausleseverfahren ermitteln.

»Zuféllige“ Integration des Transgens: beeinflullt Variabilitat der genetischen Information:
komplexe und in den umgebenden Kontext Mutation, Deletion, Translokation,
nicht ,passende” Loci kdnnen epigenetische intrachromosomale Rekombination,
Regulationsprozesse aktivieren bewegliche Elemente

(gene silencing) 1 2

Homologien zu

"
endogenen, pflanzen- ~ o~ - ‘
eigenen Genen . -
(Co- und Antisense- variable Merkmalsauspragung b variable Merkmalsauspragung
Suppression) durch DNA-Modifikation durch Sequenzverinderung
Merkmal

T

schwache oder variable Merkmalsauspragung,
unerwartet bei Unkenntnis der Regulation

Regulationsprozesse: 3
- Regulation der Genexpression liber mRNA-Stabilitat,
Einflisse durch physiologische und/oder Umweltfaktoren

- Unterschiedliche RNA-Prozessierungsmechanismen in
Spender- und Empfangerorganismus

- Wirt - Pathogeninteraktion

Abbildung 2: Ursachen und Faktoren, die die Stabilitat transgener Merkmale beeinflussen kénnen.
Erlduterungen siehe Text

2.3.2 Genetische Variabilitat

Die genetische Information reprasentiert keine starre, lineare Anordnung von Bauanleitungen
fur RNA- und Proteinmolekiile. Fiir standige Anderungen der Information sorgt die Variabilitat
des Genoms, die auf der Aktivitdt mobiler Elemente (springende Gene), auf vielfaltigen
intrachromosomalen Umlagerungen und Deletionen von Sequenzen sowie auf Mutationen
beruht (s. z.B. Walbot und Cullis 1985). Diese Variabilitdt, deren Ausmall durch
Umweltbedingungen beeinflusst wird, erzeugt eine Art niedrigfrequentes ,Grundrauschen® an
Instabilitdt, dem transgene Sequenzen in gleicher Weise ausgesetzt sind. Sowohl die

Mutationsrate (Kovalchuk et al. 2000) als auch die Frequenz intrachromosomaler
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Rekombinationen (Assaad und Signer 1992, Puchta et al. 1995) in einem transgenen Locus
kann in unabhangigen Linien unterschiedlich ausgepragt sein, d.h. durch den Integrationsort
offensichtlich beeinflusst wird. Der unter (1) beschriebene Positionseffekt ist also auch in

diesem Zusammenhang wirksam.

Solche niedrigfrequenten Ereignisse (10'4—10'7) wurden bislang nicht in Zusammenhang mit der
Stabilitdt transgener Merkmale untersucht und nur selten diskutiert. Da in der vorliegenden
Studie die Merkmalsstabilitit u.a. auch unter sicherheitsbezogenen Aspekten in
Zusammenhang mit biologischen Confinements erortert wird, werden diese niedrigfrequenten

Veranderungen jedoch ebenfalls in die Betrachtungen miteinbezogen (s. Abschnitt 3.6).
2.3.3 Unbekannte Regulationsprozesse und Gen-Interaktionen

Als Instabilitdt werden dartber hinaus aber auch Ereignisse gewertet, die aufgrund von noch
unverstandenen Regulationsprozessen auf genomischer Ebene und Interaktionen zwischen
genetischer Information, entwicklungsspezifischen Faktoren sowie biotischen und abiotischen
Umwelteinflissen aus Sicht des Beobachters ,unerwartet” eintreten. Hierzu gehéren z.B. die
Merkmalsauspragung negativ beeinflussenden Interaktionen zwischen Viren und in der
Wirtspflanze befindlichen Transgenen (Suppression der Co-Suppression, s. Abschnitt 3.11.2)
oder Beispiele, in denen die betreffende Sequenz selbst die Eigenschaft besitzt, unter
bestimmten physiologischen oder Umwelt-Bedingungen mit einer Anderung des
Expressionsverhaltens zu reagieren. Auch werden Falle, in denen es aufgrund grofier
phylogenetischer Unterschiede zwischen Spender- und dem Empfangerorganismus zu
Problemen bei der Expression eines Gens kommt, in diese Kategorie eingeordnet, etwa die
Expressionsinstabilitat eines Gens monokotylen Ursprungs nach Ubertragung in dikotyle
Petunien (Elomaa et al. 1995) oder die schwache Expression bakterieller Gene in Pflanzen, z.B.
die cry7-Toxingene aus Bacillus thuringiensis (s. Abschnitt 3.9). In diesem Bereich existiert
allerdings eine gewisse ,Grauzone®, da es vom Aufklarungsgrad des Vorganges abhangt, ob

von einer Merkmalsinstabilitat oder einem Regulationsprozess gesprochen wird.

Im Unterschied zu den unter (1) und (2) beschriebenen Ursachen, die eine Folge stochastischer
(d.h. zuféllig im statistischen Sinne) Ereignisse auf molekularer Ebene darstellen, sind die der
Kategorie (3) =zugeordneten Vorgdnge unter Umstanden kontrollierbar, wenn die
zugrundeliegenden Regulationsvorgange aufgeklart wurden und geeignete MalRnhahmen zur
Erhdhung der Stabilitdt entwickelt werden konnten. Merkmalsverluste durch genetische
Veranderungen der Kategorie 2 sind hingegen unvermeidbar. Bis zu einem gewissen Grad

kontrollierbar sind Merkmalsinstabilitaten der Kategorie 1 durch geeignete Ausleseverfahren.

" von crystal-protein; die Bt-Toxine bilden kristallformige Aggregate
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2.4 BEDEUTUNG DER INSTABILITAT TRANSGENER MERKMALE FUR DIE ANWENDUNG DER
»GRUNEN“ GENTECHNIK

2.4.1 Wirtschaftliche Aspekte

Auf die Richtlinien der UPOV bezlglich der Anforderungen an die Stabilitdt eines Merkmals zur
Sortenzulassung wurde bereits hingewiesen. Um die Bestandigkeit einer Sorte zu
gewabhrleisten, wird in der konventionellen Pflanzenziichtung und Saatgutproduktion eine
Erhaltungsziichtung betrieben. Saat-Beimischungen, Einkreuzungen von Nachbarfeldern oder
aus der ,Wildnis®, natirliche Instabilititen wie Deletionen, Mutationensorgen dafiir, dass auch
naturliche Merkmale keine absolute Stabilitdt besitzen. Transgene Sorten unterscheiden sich
hierin nicht von konventionellen Sorten. Bei einer Haufung instabiler Individuen durch einen
unerwarteten Merkmalsausfall in einer transgenen Sorte waren wirtschaftliche Nachteile fur die
betreffenden Saatzuchtfirmen zu erwarten. Von den Unternehmen sind hierzu allerdings aus
naheliegenden Griinden wenig Auskilnfte zu erhalten. Offiziell existieren keine Probleme mit
Instabilitaten transgener Merkmale auf Sortenebene (Informationen von Mitarbeitern bzw.
Offentlichkeitsstellen der Firmen Aventis und Monsanto Deutschland). Die offizielle
Stellungnahme von Monsanto Deutschland enthalt den Hinweis ,commercial experience with

our products has confirmed that the traits are stable®.

Unter einem wirtschaftlichen Aspekt lassen sich auch die technischen Probleme betrachten, die
aufgrund der Instabilitdt transgener Merkmale fiir solche Nutzpflanzenarten entstehen, die sich
schwer transformieren lassen. Hierzu gehdren z.B. viele Getreidearten, die gleichzeitig eine
Okonomisch wichtige Bedeutung in der landwirtschaftlichen Produktion besitzen. Die niedrige
Effektivitat der gegenwartig verwendbaren Transformationsmethoden fiir diese Arten erzeugen
nur kleine Populationen transgener Linien, die sich fir die oben erwahnten Ausleseverfahren
nur bedingt eignen. In diesem Bereich gibt es erhebliche Anstrengungen, die Methoden zu

verbessern und den Anteil stabiler Linien durch verschiedene MalRnahmen zu erhohen.

2.4.2 Okologische Aspekte

Es sind Szenarien vorstellbar, in denen die Instabilitdt eines Transgens in einer Nutzpflanze
eine direkte oder indirekte Umweltwirkung hervorrufen kann. Werden z.B. durch Einflihrung von
Genen Eingriffe in den Sekundarmetabolismus vorgenommen bzw. Stoffwechselwege
verandert, stellt sich die Frage nach moglichen Zwischenprodukten, die beim ,Ausfall
endogener oder rekombinanter Gene auftreten kénnen und welche Wirkung diese haben

koénnen.

Ein weiteres Beispiel stellen die Systeme zur Vermeidung der Ausbreitung von Transgenen
Uber Samen oder Pollen dar, in denen die Blitenentwicklung durch die Expression bestimmter
Gene verhindert wird (s. Kapitel 4). Fur die Wirkungssicherheit solcher biologischen

Confinements ist eine sehr hohe Merkmalsstabilitat offensichtlich. Die Instabilitat von
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Transgenen in gentechnisch modifizierten Nutzpflanzen ist deshalb unter Umstanden durchaus
sicherheitsrelevant.

Die letzten Beispiele machen deutlich, dass die Instabilitdt transgener Merkmale aus
unterschiedlichen Blickwinkeln betrachtet werden muss. Eine Frequenz von héchstens 2%
Merkmals-Abweichlern, wie von der UPOV (s. Seite 5) flir die Sortenzulassung gefordert, mag
z.B. fUr herbizidtolerante Linien wirtschaftlich akzeptabel sein, flr ein biologisches Confinement
aus Sicherheitserwdgungen dagegen nicht. Zu berlcksichtigen sind auch weitere Aspekte, etwa
die biologischen Eigenschaften des Ziel-Organismus (s. Kapitel 6) oder die Tatsache, dass die
Aktivitdt von Transgenen durch zundchst nicht beachtete Faktoren beeinflusst werden kann
(z.B. Inaktivierung durch Virusbefall, 3.11.2). Das Problem Iasst sich deshalb nicht allein durch
entsprechende  Ausleseverfahren I6sen. Erforderlich sind gleichzeitig begleitende
Forschungsaktivitidten auf verschiedenen Ebenen, um den Kenntnisstand zur Stabilitat der

Merkmalsauspragung von Transgenen zu erweitern.
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3 DOKUMENTATION
3.1 ANMERKUNGEN ZUR RELEVANTEN LITERATUR

Eine Sichtung der relevanten Literatur zur Stabilitdt transgener Merkmale vermittelt ein sehr
heterogenes Bild. Die Publikationen, die fur diese Dokumentation herangezogen wurden,

lassen sich grob in vier Gruppen einteilen:

1. Publikationen von Arbeitsgruppen, die sich mit den dem gene silencing zugrundeliegenden
Mechanismen beschaftigen, in der Regel sehr genaue molekulargenetische Analysen der
transgenen Loci vornehmen, entsprechende Untersuchungen zur Transkription der relevanten
Gene durchfiihren, und z.T. aus den Ergebnissen Modelle zur Gen-Inaktivierung ableiten. Mehr
als die Anwendung der Gentechnik in der Pflanzenzlchtung stehen hier die Mechanismen der
epigenetischen Genregulation und ihre grundlegenden biologischen Funktionen im Mittelpunkt.
Auf die Bedeutung dieser Forschungsrichtung wurde bereits im vorigen Kapitel hingewiesen. In
diesen Arbeiten werden haufig Linien untersucht, in denen durch Einbringung speziell
konstruierter Gen-Kassetten eine Transgen-Inaktivierung gezielt induziert wird. Insofern stellen
diese Linien aus der Sicht derjenigen, die eine Transgen-Inaktivierung als ,Unfall“ betrachten,
eher Modelle dar. Allerdings enthalten diese Publikationen wichtige Informationen zu den
Charakteristika transgener Loci, die zur Instabilitdt neigen. In diesen Studien dienen fast
ausnahmslos Modellpflanzen als Untersuchungsobjekte, daher existiert eine Fllle an
Informationen zur Transgen-Instabilitat fir die Arten Petunia hybrida, Nicotiana tabacum und

Arabidopsis thaliana.

2. Publikationen von Arbeitsgruppen, die sich weniger mit dem Problem der Instabilitdt von
Transgenen auseinandersetzen, sondern die Nutzung einer Form der epigenetischen
Regulation, des homology dependent gene silencing (HDGS), zur Co-Suppression endogener,
pflanzeneigener Gene oder viraler Sequenzen zur Erzeugung von Virus-Resistenzen zum Ziel
haben. Da auch hier eine Inaktivierung gezielt induziert wird, handelt es sich auch bei den in
diesen Untersuchungen produzierten Linien um Modelle, die eine stabile Inaktivierung der
betreffende Gene zeigen (und somit ebenfalls Informationen zu silencing-anfalligen Locus-
Strukturen liefern). Die vorliegende Studie enthalt jedoch keine ausfiihrliche Ubersicht zum
Thema Co-Suppression, sondern bezieht nur eine Auswahl von Publikationen mit ein, die fir
das Thema Locus-Struktur von Interesse sind. Es wurde bereits darauf hingewiesen, dass
durch Co-Suppression erzeugte Virusresistenzen durch virale Faktoren wiederum selbst einem
silencing unterliegen konnen. Diese Falle von Transgen-Instabilitdt werden im Unterkapitel
3.11.2 behandelt.

3. Publikationen, in denen die Instabilitdt von Transgenen aus anwendungsorientierter Sicht
betrachtet wird, die auch Untersuchungen an Nutzpflanzen beinhalten und in der Regel das
Verhalten von Transgenen (iber mehrere Generationen (bei Samenpflanzen) bzw. tber langere

Propagationsphasen (bei vegetativ zu vermehrenden Arten) beschreiben. Bezlglich des
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methodisch-technischen Niveaus ist diese Gruppe allerdings sehr heterogen. Die
molekularbiologischen Analysen entsprechen in ihrer Genauigkeit zumeist nicht denjenigen aus
den Untersuchungen der Gruppen (1) und (2). Ein gewisses Problem bei der Zuordnung von
Publikationen zu dieser Gruppe besteht darin, dass zwischen speziellen Untersuchungen zur
Transgen-Instabilitat und allgemeinen Verdéffentlichungen zur Transformation von Pflanzen ein
flieRender Ubergang besteht. Im Prinzip liefert jede Publikation, in der die Expression eines
beliebigen Fremdgens in transgenen Individuen irgendeiner Pflanzenart beschrieben wird, eine
Information zur Transgen(in)stabilitét. In fast jeder dieser Studien werden Linien registriert, in
denen Abweichungen vom erwarteten Vererbungsmodus oder ein Verlust der Genexpression
innerhalb einer Generation auftreten. Da aber Untersuchungen, in denen die Stabilitat des
Transgens nicht direkt im Mittelpunkt steht, in der Regel keine ausreichende Datenmenge flr
eine fundierte Beurteilung der Situation enthalten, blieben solche Publikationen in der

vorliegenden Studie weitgehend unberiicksichtigt.

4. Eine vierte Gruppe betrifft Publikationen zum Thema Mutation und interchromosomale
Rekombination in Pflanzen, d.h. niedrigfrequenten Ereignissen, die die Stabilitdt von

(Trans)genen beeinflussen.

Berlcksichtigt wurden dartber hinaus Publikationen, die spezielle Aspekte und Details zu
Regulationsmechanismen auf genetischer und physiologischer Ebene beschreiben, die in

Zusammenhang mit verschiedenen Phanomenen der Instabilitat transgener Merkmale stehen.

3.2 GLIEDERUNG DER DOKUMENTATION

In der Einleitung wurde bereits auf die Komplexitat des Themas hingewiesen. Es sollte deutlich
geworden sein, dass die Vielfalt von Phanomenen und Mechanismen, sowie deren haufig
unklare Relation die Erstellung von Ordnungsprinzipien sehr erschwert. Eine Dokumentation zur
Stabilitat oder Instabilitdt von Transgenen steht deshalb vor der Aufgabe, mehr oder weniger
vollstdndige Datensatze, z.T. sehr spekulative Interpretationen und haufig reine
Phanomenbeschreibungen zusammenzustellen und ordnen zu mussen. Hinzu kommt, dass die
Autoren dieser Verdffentlichungen unterschiedliche Fragestellungen bearbeiten und sich daher

auch in den angewandten Methoden sehr unterscheiden.

Fir eine moglichst umfassende und gleichzeitig Gbersichtliche Darstellung wurde deshalb eine
Gliederung des Materials nach verschiedenen Aspekten, die in Zusammenhang mit der
Instabilitdt von Transgenen stehen bzw. unter denen dieses Thema wissenschaftlich bearbeitet
wird, vorgenommen (Abbildung 3). Die daraus resultierenden Unterkapitel (3.4 — 3.12)
beschreiben dabei Inhalte auf unterschiedlichen Ebenen, entsprechend der Heterogenitat der
vorliegenden Publikationen. Die Dokumentation versucht damit, die gesamte Bandbreite der

Zielstellungen und experimentellen Vorgehensweisen zu erfassen, ausgehend von der in situ
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Lokalisation einzelner Transgene in distinkten Chromosomenabschnitten bis hin zu
Untersuchungen, in denen keine einzelnen Linien analysiert, sondern Segregationsanalysen mit
mehreren hunderttausend Individuen vorgenommen wurden. Viele Veroffentlichungen enthalten
mehrere Fragestellungen und lassen sich deshalb nicht nur einem der Unterkapitel zuordnen.
Nicht selten wird ein Artikel deshalb mehrfach in unterschiedlichen Sparten zitiert sein.
Wiederholungen des Inhalts werden jedoch durch Querverweise vermieden. Eine Reihe von
Tatbestédnden Iasst sich daruber hinaus je nach Sichtweise dem einen oder anderen Aspekt
zuordnen. Dies wird durch entsprechende Hinweise im Text berticksichtigt. Letztendlich ist auch
zu vergegenwartigen, dass in vielen Fallen nicht nur eine, sondern mehrere Ursachen einen
Merkmalsverlust bedingen und folglich ein ,Gemisch® an Instabilititsphanomenen erzeugen
kénnen, das aufgrund des generell geringen Kenntnisstandes schwerlich aufzuldsen ist. Eine
Kategorisierung der Ereignisse bzw. Phanomene kann daher letztendlich nur reduktionistisch

sein und keinesfalls allen Anspriichen genlgen.
Folgende Aspekte wurden in der Dokumentation beriicksichtigt:

e Abschnitt 3.3 enthalt eine phanomenologische Beschreibung der verschiedenen
Varianten der Transgen-Instabilitdt, d.h. wie sich die verschiedenen Formen der
Merkmalsinstabilitdt auRern kénnen und wie sie detektiert werden. In diesem
Zusammenhang wird auch das Problem der unterschiedlicher Definitionen der Begriffe

gene silencing und Instabilitat in der Literatur erortert.

e In Abschnitt 3.4 werden die Eigenschaften transgener Loci und ihre mogliche Bedeu-
tung fir die Entstehung von gene silencing-Phanomenen beschrieben.

e In Abschnitt 3.5 werden die Beispiele dokumentiert, in denen ein physischer Verlust der

transgenen Sequenz(en) beschrieben wurde.

e In Abschnitt 3.6 wird die Bedeutung von niedrigfrequenten Ereignissen wie Mutationen

und Rekombinationsereignisse fur die Stabilitadt von Transgenen erortert.

e Abschnitt 3.7 enthalt Informationen tUber den CaMV35S-Promotor, der in mindestens
90% aller Studien im Bereich der ,griinen* Gentechnik zur Kontrolle der Trans-
genexpression verwendet wurde und dessen Eigenschaften gelegentlich mit der In-

stabilitdt von Transgenen in Verbindung gebracht wird.

e Abschnitt 3.8 behandelt die unterschiedlichen Transformationsmethoden, die Einfluss
auf die Stabilitdt aufgrund der unterschiedlich erzeugten Integrationsmuster besitzen

kdénnen.

e In Abschnitt 3.9 wird die Bedeutung des genetischen Hintergrundes diskutiert — dies
betrifft zum einen phylogenetische Unterschiede zwischen Spender und Empfan-

gerorganismus, zum anderen Ploidie- und Genotypenabhangigkeit der Instabilitat.
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e In Abschnitt 3.10 werden entwicklungsspezifische Einflisse auf die Merkmalsstabilitat

beschrieben.

e In Abschnitt 3.11 werden die Falle dokumentiert, in denen biotische und abiotische

Umwelfaktoren die Merkmalsstabilitdt von Transgenen beeinflusst haben.

e In Abschnitt 3.12 werden die Angaben zur Haufigkeit, mit der Instabilitdten transgener

Merkmale in gentechnisch veranderten Pflanzen auftreten, diskutiert.

In einigen Kapiteln werden die veroffentlichten Informationen und Daten in tabellarischer Form

dargestellt.
—{ [ T by
/ Transformationsvektor
Transformation
Eigenschaften des ﬂ Transformationsmethode
CaMV-35S Promotors
Integration genetischer Hintergrund des

Empfédngerorganismus

g

— T 1T

Eigenschaften des transgenen Locus als mégliche
Ursachen fiir gene silencing

physischer Verlust ﬂ EinfluB von Mutationen und
der Sequenzen \ Rekombinationen auf die Stabilitét

EinfluB durch biotische ﬂ
und abiotische % y\
S EinfluB durch

Umweltfaktoren
I entwicklungsspezifische Faktoren

—>
—>

Angaben zur Héufigkeit von
Instabilitdten transgener Merkmale

Abbildung 3: Verschiedene Aspekte bzw. Faktoren (kursiv), die mit der (In)Stabilitat
transgener Merkmale in gentechnisch veranderten Pflanzen in Zusammenhang stehen und
in dieser Dokumentation berticksichtigt bzw. diskutiert werden.
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3.3 PHANOMENOLOGISCHE BETRACHTUNG DER VERSCHIEDENEN FORMEN DER IN-
STABILITAT

Die schematische Darstellung in Abbildung 4 zeigt den groben Verlauf eines Transfor-
mationsexperimentes, der Aufzucht der Primartransformanten sowie die Vermehrung von
transgenen Pflanzen liber Samen oder vegetativ Uber Stecklinge. Gewebe, in denen ein Verlust
des transgenen Merkmals oder eine Veranderung der Auspragung stattgefunden hat bzw.
beobachtet werden kann, erscheinen in der Grafik weil. Tatsachlich ist ein solcher Verlust der
Expression bei Verwendung einiger morphologischer Markergene in ahnlicher Weise direkt
sichtbar, z.B. rolB und rolC aus Agrobacterium rhizogenes, deren Produkte in den
Phytohormonhaushalt der Pflanzen eingreifen und das Erscheinungsbild derjenigen Pflanzen
verandern, in denen diese Gene aktiv sind. Bei einem Verlust oder einer Inaktivierung des
Transgens revertieren die Pflanzen bzw. Organe oder Gewebe wieder zum normalen Phanotyp
(Dehio und Schell 1994, Schmiilling und Réhrig 1995, Fladung 1996). Bei Verwendung
biochemischer Marker ist hingegen eine Aufarbeitung des Gewebes unumganglich. Zeigt sich
die Instabilitat allerdings nicht in Form eines vollstédndigen Verlustes sondern als Anderung der
Genaktivitat, sind quantitativ messbare biochemische Marker wiederum von Vorteil. Sehr haufig
wird in Untersuchungen zur Transgen-Instabilitdt das Reportergen GUS (B-Glucuronidase aus
E. coli) eingesetzt, hier lasst sich die Genexpression sowohl in situ durch eine Farbreaktion im
Gewebe als auch Uber eine quantitative Bestimmung nachweisen. Einen technisch wenig
aufwendigen und auch bei groflen Zahlen von Individuen einsetzbaren Nachweis der
Genexpression ermdglichen auch Antibiotika- und Herbizid-Resistenzgene, deren Aktivitat z.B.
durch Keimung von Samen auf antibiotikahaltigen Medien oder durch Bespriihen der Pflanzen
im Gewachshaus mit dem entsprechenden Herbizid innerhalb kurzer Zeit Uberprift werden

kann.

Das Schema in Abbildung 4 beginnt mit der genetischen Transformation unter in vitro
Bedingungen, am Beispiel der fur viele Pflanzenarten Ublichen, mit dem Agrobacterium-
vermittelten Gentransfer kombinierten /eaf-disk Methode®. Im Anschluss an die Agrobacterium-
Behandlung werden die Gewebe durch Zugabe entsprechender Phytohormone zur Zellteilung
und Kallusbildung angeregt, gleichzeitig aber auch einer Selektion unterzogen, um die
Proliferation nicht transformierter Zellen zu verhindern. Zu diesem Zweck enthalten die
Ubertragungsvektoren, neben dem eigentlichen gene of interest, einen Selektionsmarker,
zumeist eine Antibiotikum-Resistenz, die fir die spateren Untersuchungen oder Anwendungen
der transgenen Linien keine Bedeutung hat. Ein Expressionsverlust des Resistenzmarkers in
dieser Phase wirde zum Absterben des Gewebes fiihren, ein solcher Vorgang wird in der
Regel deshalb nicht erfasst. Es ist aber anzunehmen, dass auch schon wahrend der

Selektionsphase Klone aufgrund solcher Instabilitaten ausfallen.

® nur im Fall der Modellpflanze Arabidopsis thaliana und der Leguminose Medicago truncatula ist man

bislang in der Lage, auf Gewebekulturtechniken verzichten zu kénnen.
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Wahrend der Sprossregeneration und der anschlieRenden Aufzucht der Primartransformanten
findet Ublicherweise eine Durchmusterung der Transformanten mittels molekularbiologischer
und biochemischer Analysen statt. Dies ist notwendig, da verschiedene Linien eines
Transformationsexperimentes in ihrer Expressionshéhe sehr stark variieren, eine Beobachtung,
die als Positionseffekt bezeichnet wird (Peach und Velten 1991, s. Abschnitt 3.4.1). Eine zu
diesem Zeitpunkt ermittelte niedrige oder nicht vorhandene (bzw. unterhalb der
Nachweisgrenze liegende) Expression des gene of interest kann auf einem Verlust der
Expression wahrend der vorangegangenen in vitro Kulturphasen beruhen, oder aber auf einem
mdglicherweise stabilen Positionseffekt, der von Beginn an bestanden hat; eine Unterscheidung
wird an dieser Stelle in den meisten Untersuchungen nicht vorgenommen. Instabilitaten in der
Genaktivitat lassen sich wahrend dieser Phasen jedoch gut mit Hilfe morphologischer Marker

(z.B. rolC, s. oben) verfolgen.

Je nach Pflanzenart erfolgt die weitere Vermehrung der Linien (iber Samen oder vegetativ. Bei
der Samenvermehrung konnen sich Instabilititen als Abweichung von der erwarteten
Aufspaltung auflern (Transgene segregieren wie natlrliche Gene den Mendelschen Regeln
entsprechend). Das Ausmal} der Instabilitdt kann dabei je nach Linie und in Abh&ngigkeit von
Umweltfaktoren (s.u.) variieren, zwischen vollstdndigem und selten auftretendem
stochastischem Merkmalsverlust. Produzieren die Pflanzen relativ wenige Samen (z.B.
Kdrnerleguminosen), lasst sich ein mit geringer Frequenz auftretender Expressionsverlust in der
ersten Generation kaum feststellen; erst in spateren Generationen wird eine solche Instabilitat
sichtbar (z.B. Meixner et al. 1995). Bei Arten wie Tabak, Petunie oder Arabidopsis thaliana mit
mehreren hundert bis tausenden von Samen pro Pflanze lassen sich derartige Untersuchungen
deshalb effizienter gestalten (z.B. Miiller et al. 1987, Meza et al. 2001). Zunachst stabile Linien
kénnen in einer spateren Generation instabil werden (z.B. Iglesias et al. 1997), oder des
Ausmald des Merkmalsverlustes nimmt im Verlauf mehrerer Generationen zu (z.B. Kilby et al.
1992). Darlber hinaus existieren Falle, in denen ein nicht-exprimierter Locus nach Einkreuzung
in eine stabil exprimierende Linien diese ebenfalls silenced (silencer loci, Vaucheret 1993) oder
nach Kreuzung zweier exprimierender Linien ein Teil der Nachkommen einem silencing
unterliegen (Matzke et al. 1993). Ein aktives Transgen kann auch duch eine erneute
Transformation mit einer zweiten, homologen Sequenz inaktiviert werden, wie dies in einer der
Pionierarbeiten zum Thema gene silencing gezeigt wurde (Matzke et al. 1989). Ein Verlust der
Expression kann gleichfalls bei vegetativer Vermehrung auftreten (Fladung 1996, 1999),

allerdings existieren hieriber weitaus weniger Berichte.

Die Stabilitat der Expression kann von verschiedenen endogenen und exogenen Faktoren
abhangig sein. Dies kann sich darin auflern, dass ein Verlust oder eine Verringerung der
Expression erst in bestimmten Stadien der Pflanzenentwicklung oder unter bestimmten
Umweltbedingungen realisiert wird. Ein Expressionsverlust kann sich auch partiell in

bestimmten Zellen, Geweben oder Teilen der Pflanzen etablieren (Palauqui et al. 1996, Fladung
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1999) und sich unter Umstanden von dort systemisch ausbreiten (Boerjan et al. 1994, Fagard
und Vaucheret 2000b). Die Bedeutung von morphologischen (rolC) und in situ Markern (GUS,
GFP) zur Detektion solcher partiell auftretenden Instabilitaten ist offensichtlich. Gene, die in
Kombination auf einem Vektor zusammen Ubertragen werden, kdnnen sich im Gbrigen durchaus
unterschiedlich verhalten, d.h. eines verbleibt im aktiven Status, das andere dagegen ist

Faktoren ausgesetzt, die eine Expression verhindern.

Bei der Vielfalt von Phdnomenen ist es nicht Uberraschend, dass die Auffassungen dartber,
was ,Instabilitdt* transgener Merkmale im einzelnen bedeutet, nicht immer Ubereinstimmen.
Auch der Begriff gene silencing ist nicht eindeutig definiert: wahrend Mittelsten-Scheid und
Paszkowski (2000) die Eingrenzung vornehmen ,gene silencing leads to loss of previously
active loci”, benutzen andere Autoren diesen Begriff auch fir eine von Beginn an bestehende
schwache Expression (z.B. Cervera et al. 2000). Es wird dariber hinaus auch deutlich, dass
bestimmte Merkmalsverluste nicht bemerkt werden, wenn dies die experimentelle
Vorgehensweise nicht erlaubt. Wird z.B. der Verlust der Kanamycinresistenz lediglich durch
Keimungstests auf Antibiotikum-haltigen Medium ermittelt, 1asst sich eine mdgliche Inaktivierung
des Gens in spateren Stadien nicht erfassen. Zur Evaluierung der Stabilitdt von
Resistenzmarkergenen sind Resistenztests auch deshalb nur bedingt geeignet, da in solchen
Tests quantitative Veranderungen nicht erfasst werden. Auch bei einer Verminderung der Gen-
Aktivitat wird u.U. noch so viel Enzym produziert, dass die Pflanzenzellen ihre Re-
sistenzeigenschaft beibehalten. Andererseits ermdglichen Resistenztests ein Screening
tausender von Individuen mit relativ geringem Aufwand und konnen Instabilitaten, die mit

niedriger Frequenz auftreten, erst sichtbar machen.

Nicht nur auf experimenteller Ebene, auch in der Anwendung ist ein Ausfall der Expression
eines Transgens nicht unbedingt erkennbar. So bliebe z.B. ein (reversibler) Ausfall einer
Herbizidtoleranz bei Temperaturen Uber 37°C unbemerkt, wenn die Spritzungen (wie
normalerweise Ublich) bei Temperaturen unterhalb dieser Grenze vorgenommen werden. Viele
Daten und Interpretationen, vor allem aber Angaben zur Frequenz (s. Abschnitt 3.12), mit der
Instabilitdten zu beobachten sind, missen deshalb haufig individuell in Zusammenhang mit der
jeweiligen experimentellen Vorgehensweise, der Definition des Begriffes Instabilitdt sowie u.U.

auch der Fragestellung der wissenschaftlichen Arbeit betrachtet werden.

3.4 BEDEUTUNG DER EIGENSCHAFTEN DES TRANSGENEN LOCUS IN ZUSAMMENHANG MIT
DER INAKTIVIERUNG VON GENEN DURCH GENE SILENCING

In der Einleitung wurde bereits erwahnt, dass die Stabilitat transgener Merkmale vorrangig von
der Beschaffenheit des transgenen Locus beeinflusst wird. In Pflanzen erfolgt die Integration
fremder Gene bevorzugt iber eine nicht-homologe oder illegitime Rekombination (Vergunst und

Hooykaas 1999). Die Position des transgenen Locus lasst sich deshalb gegenwartig nicht
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kontrollieren, d.h. der Einbau der fremden Gensequenzen in das Genom erfolgt ,zufallig“.
Dariiber hinaus kénnen vor und wahrend der Integration mehr oder weniger vielfaltige
Sequenzumlagerungen stattfinden. Ein Beispiel flr derartige Umlagerungen zeigt Abbildung 5
(aus Morino et al. 2000).

Transformationsvektor

Promotor transkribierte Sequenz Terminator

Transformation

gk

Integration

iy
S | Eu

Abbildung 5: Struktur eines transgenen Locus in Reis (aus Morino et al. 1999) mit Sequenz-

umlagerungen. Die gestrichelten Pfeile markieren die Leserichtung. Von gezackten Linien be-
grenzte Blocke stellen unvollstandig eingebaute Sequenzen dar. Der Locus in diesem Beispiel
enthalt keine aktive Gen-Kassette.

——p §-p 4_. pflanzliches

Genom

Die Erfahrung hat gezeigt, dass bestimmte Eigenschaften transgener Loci das Potential fur ein
+Abschalten* von Transgenen bergen und einige Locus-Strukturen mit bestimmten silencing-
Phanomenen korrelieren. Einflull auf die Expressionsstabilitdt besitzt auch der genomische
Kontext, der aufgrund der ,zufalligen® Integration ebenfalls fir jede Linie eine inviduelle

Eigenschaft darstellt.

In diesem Abschnitt wird der Versuch unternommen, Untersuchungsergebnisse zu dieser
Fragestellung zu dokumentieren, wobei nicht die vollstdndige Erfassung samtlicher
Publikationen sondern die Vollstdndigkeit der zu erfassenden Informationen im Vordergrund
stand. Die einzelnen Abschnitte enthalten 2z.T. schematische Darstellungen der
Erklarungsmodelle des gene silencing, die sich weitgehend an verschiedenen Abbildungen aus
Reviews von Stam et al. (1997b), Matzke und Matzke (1998a, 1998b) und Waterhouse et al.

(1999) orientieren.

3.4.1 Positionseffekte: Einfluss durch den genomischen Kontext

Der flr jede transgene Linie spezifische genomische Kontext (Abbildung 6) besitzt Einfluss auf
Hoéhe und Stabilitat der Expression. Dieser als Positionseffekt bezeichnete Einfluss (Peach und
Velten 1991, Matzke und Matzke 1998a) bewirkt, dass verschiedene Linien eines
Transformationsexperimentes in ihrer Expressionshéhe erheblich variieren kdnnen.

Positionseffekte beruhen auf (i) der Wirkung von in der Nahe des Integrationsortes liegenden
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Sequenzelementen wie z.B. Enhancern und (ii) Faktoren, die die Expression des Transgens
direkt oder indirekt Uber epigenetische Regulationsmechanismen steuern. Positionseffekte
konnen die Expression eines Gens ,stabil* beeinflussen, etwa eine dauerhaft ausgepragte
schwache Expression oder vollstandige Unterdrickung eines Transgens bewirken. In solchen
Fallen handelt es sich genaugenommen nicht um eine ,Instabilitat* - trotzdem werden auch
derartige Beispiele in diesem Abschnitt berlcksichtigt, da dieser Effekt auf der Wirkung

epigenetischer Faktoren wie z.B. Methylierungsmuster oder Chromatinstruktur beruhen kann.

Da die Bedeutung und Eigenschaften der den transgenen Locus flankierenden Bereiche des
Empfangergenoms unbekannt sind und sich zudem in jeder Linie voneinander unterscheiden,
sind Voraussagen Uuber ihren Einflud auf die Expressionsstabilitit eines Transgens am
schwierigsten zu treffen. Linien, die unter idealen Gewachshausbedingungen eine stabile
Expression aufwiesen, kdnnen im Freiland ein ganz anderes Verhalten zeigen. Deshalb sind es
gerade die Positionseffekte, die eine Uberpriifung der Stabilitit eines Transgens unter

mdglichst vielen und praxisnahen Umweltbedingungen erforderlich macht.

Die mit dem genomischen Kontext in Zusammenhang stehenden gene silencing-Effekte
verhindern die Expression des Gens auf Transkriptionsebene, d.h. es wird ein transkriptionales

gene silencing (TGS) verursacht.
Der genomische Kontext ist, soweit bekannt, gekennzeichnet durch

e den Chromosomenbereich, in dem sich die libertragenen Sequenzen befinden
e die Chromatinstruktur

e den Methylierungsstatus

e eventuell vorhandene repetitive Sequenzbereiche

e mobile Elemente wie Transposons

e einen spezifischen GC-Gehalt

beeinflussen

C e

Methylierungsgrad der Fremd- DNA
Repetitive Bereiche
(hoher Methylierungsgrad)
—— | .
Differenzen im GC-Gehalt
L I L J

i\—/

Keine Transkription
transkriptionales gene silencing -TGS

Methylierungs- Chromatin-
muster struktur

Abbildung 6: Eigenschaften der flankierenden, genomischen Sequenzbereiche, die die Expressions-
stabilitat eines Transgens epigenetisch beeinflussen kdnnen
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In Untersuchungen zur Aufklarung der Ursachen des gene silencing wurden die Eigenschaften
der genomischen Bereiche, in denen sich stabil und instabil exprimierende bzw. aktive und
inaktive Loci befanden, hinsichtlich einiger dieser Komponenten analysiert. Nicht selten werden
in diesem Zusammenhang experimentelle Ansatze verfolgt, in denen Konstrukte mit Sequenzen
Ubertragen werden, die ,im Verdacht stehen“ ein gene silencing auszulésen oder zumindest

daran beteiligt sein kénnen.

Position des transgenen Locus im Chromosom

Zytogenetische Analysen zur Lokalisation von transgenen Loci wurden in mehreren Studien
durchgefiihrt, aber nur in wenigen Fallen wurde versucht, eine Korrelation zwischen der
Stabilitat der Expression und der Position des Locus im Chromosom herzustellen. In der
Arbeitsgruppe von Marjori und Antonius Matzke wurden einige stabile und instabile Linien unter
Verwendung der Fluoreszenz-in situ-Hybridisierung naher charakterisiert (Matzke und Matzke
1998). In stabilen Linien befanden sich transgene Loci im Bereich der Chromosomenenden, in
der Nahe von Telomeren, wahrend bei instabilen Linien eine Integration in interkalare und
paracentromere Abschnitte des Chromosoms festgestellt wurde (Park et al. 1996, Iglesias et al.
1997, Jakowitsch et al. 1999). Instabile Loci, die in Telomer-Abschnitten lokalisiert wurden,
waren von Heterochromatin flankiert (heterochromatische Bereiche stellen transkriptions-
inaktive Genomabschnitte dar). Die Zahl der insgesamt untersuchten Linien ist allerdings relativ
klein und es ist fraglich, ob hieraus allgemeingiiltige Schlussfolgerungen gezogen werden

kdénnen.

Methylierungsgrad und repetitive Sequenzen in den angrenzenden Bereichen des
Wirtsgenoms

yotillgelegte” Transgene weisen i.d.R. einen erhdhten Grad an Cytosin-Methylierungen auf
(Meyer 1998, Vaucheret und Fagard 2001, Paszkowski und Whitham 2001). Die
Hypermethylierung ist jedoch keine spezifische Eigenschaft inaktiver oder instabiler transgener
DNA-Sequenzen, sondern stellt eine natirliche, reversible Form der DNA-Modifizierung dar, die
auf noch unbekannte Weise mit epigenetischen Regulationsmechanismen in Zusammenhang
steht. Nachdem man C-Methylierungen im Genom von Saugetieren hauptsachlich an Cytosin-
Guanosin (CG)-Stellen gefunden hatte, wurde schon vor 20 Jahren erwogen, dass es sich bei
der C-Methylierung um eine sequenzunabhangige, jedoch aufgrund der CG-Symmetrie an
Tochterzellen bzw. Nachkommen vererbbare Markierung von DNA-Abschnitten handeln kdnnte
(s. Robertson und Wolffe 2000). In Pflanzenzellen kénnen auller CG-Stellen auch CNG-Stellen
(N=beliebiges Nukleotid) methyliert sein (s. Finnegan und Kovac 2000), die ebenfalls bei der
Replikation kopiert werden koénnen. Dariiberhinaus wurden bei Pflanzen allerdings auch
vererbare C-Methylierungen an nicht-symmetrischen Stellen gefunden (Meyer et al. 1994), flr
die dieser einfache Kopiermechanismus nicht gelten kann.

Es ist unklar, ob es sich bei der Methylierung um die Ursache oder um eine Folge des

Prozesses handelt, der zur Inaktivierung von Genen fuhrt. Da C-Methylierungen in
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verschiedenen Organismen (Drosophila, Caenorhabditis, Hefe) nicht oder nur in geringem
Ausmaly vorkommen, ist es fraglich, ob eine ursachlicher Zusammenhang zwischen
Methylierung und der Inaktivierung von Genen besteht.

Methylierungen im Promotorbereich eines Gens stehen haufig mit dem Verlust der
Transkriptionsaktivitdt in Verbindung (transkriptionales gene silencing), wahrend eine
Hypermethylierung der transkribierten oder codierenden Bereiche bei Genen zu finden ist, die
ein posttranskriptionales gene silencing aufweisen (Sijen und Kooter 2000). Innerhalb dieser
Sequenzbereiche kdénnen sich Methylierungen u.U. ausbreiten, seltener hingegen vom
Promoter auf den codierenden Bereich und umgekehrt.

Aus Untersuchungen an gentechnisch veranderten Pflanzen ist bekannt, dass haufig solche
Gene bzw. Loci von Methylierungen betroffen sind, die aufgrund einer multiplen Insertion
mehrfach vorhanden sind oder Sequenzumordnungen mit direkten und invertierten

Sequenzwiederholungen aufweisen (s. Abschnitt 3.4.3).

Aus Analysen transgener Petunien, die das Kanamycin-Resistenzgen (nptll) und das A1-Gen
(Dihydroflavonol-Reduktase-Gen aus Zea mays, dessen Expression eine lachsrote Blitenfarbe
bewirkt, s. 3.11.1) jeweils in einer Kopie enthielten, schlossen Prdls und Meyer (1992), dass fir
die Hypermethylierung eines Gens u.U. auch die flankierenden Sequenzbereiche des
Wirtsgenoms verantwortlich sein kénnen. Eine der drei untersuchten Linien (Transformante 16),
in der beide Gene in einem inaktiven Zustand vorlagen, enthielt in den angrenzenden Bereichen
des Petuniengenoms hypermethylierte, repetitive Sequenzen, wahrend die Transgene der
anderen beiden Linien in hypomethylierte Bereiche integriert waren und stabil exprimiert
wurden. Préls und Meyer vermuteten, dass eine Ausbreitung des Methylierungsmusters
repetitiver, genomischer Sequenzen auf die transgenen Sequenzen erfolgen kann.

Bestatigt wurde diese Vermutung in einer Arbeit von Ten Lohuis et al. (1995). Aus dem
hypermethylierten, genomischen Bereich der Transformante 16 wurde eine genomische
Sequenzwiederholung von 57 bp isoliert und mit Reporter- und Resistenzmarker-Genkassetten
auf einem Transformationsvektor kombiniert. Tabakpflanzen, die mit diesem Konstrukt
transformiert wurden, wiesen eine signifikant héhere Variabilitat und Instabilitat der Transgen-
Expression auf. Dariber hinaus wurde festgestellt, dass die Anwesenheit des 57bp-

Sequenzwiederholung eine de novo Methylierung der angrenzenden Sequenzen initiieren kann.

Der Einflud von Sequenzwiederholungen auf die Stabilitdt benachbarter Transgene
untersuchten auch English und Jones (1998). Sie erzeugten transgene Tabaklinien mit einem
Streptomycin-Resistenzgen, das gleichzeitig ein internes AC-Element enthielt. Hierbei handelt
es sich um einen Bestandteil eines ,springenden Gens“ (Transposon), das sich aus einer
Sequenz herauslésen und an anderer Stelle, zumeist nicht sehr weit entfernt vom
urspriinglichen Ort, wieder integrieren kann. Eine Resistenz gegeniiber Streptomycin entsteht

erst im Falle einer Exzision dieses Elementes. Unter den Nachkommen fanden English und
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Jones neben vollstandig resistenten Linien auch solche mit griin-weiss gemusterten Blattern®, in
denen aufgrund eines somatischen silencing-Effektes die Resistenz in einzelnen
Gewebebereichen wieder zusammenbrochen war. Diese Eigenschaft war in den betreffenden
Transformanten vererbbar. Aus insgesamt 111 Linien, in denen eine Excision des AC-
Elementes stattgefunden hatte, wurden vier solcher Linien gefunden. Eine genauere Analyse
der flankierenden Bereiche ergab, dass alle vier eine gréRere Zahl direkter AC-
Sequenzwiederholungen in der Umgebung des Streptomycin-Resistenzgens besallen, wahrend
sich in stabilen Linien nur ein bis zwei AC-Elemente fanden. Aus den Daten schlossen die
Autoren auf eine enge Korrelation zwischen der Existenz dieser Sequenzwiederholungen und

dem Auftreten des (in diesem Fall somatischen) silencing-Phdnomens.

Transgene Loci mit flankierenden Sequenzwiederholungen lassen sich noch gezielter mit Hilfe
des Cre-lox-Systems herstellen. Dieses Rekombinationssystem stammt aus dem
Bakteriophagen P1 und besteht aus den Komponenten Cre-Rekombinase (cyclisation
recombination) und 34bp lox-Erkennungssequenzen (locus of crossing over). Bei Anordnung
von zwei lox-Erkennungssequenzen in gleicher Orientierung werden diese von der Cre-
Rekombinase ausgeschnitten, inklusive der dazwischenliegenden Bereiche (Dale und Ow 1990,
Ubersicht bei Nagy 2000).

Um den Einfluss von Sequenzwiederholungen im Bereich des transgenen Locus unabhangig
von moglichen Positionseffekten untersuchen zu konnen, erzeugten Matzke und Matzke
(1998a) einen Transformationsvektor mit einem Kanamycin-Resistenzmarkergen und mehreren,
von lox-Erkennungssequenzen eingerahmten, kinstlichen Sequenzwiederholungen. Aus den
mit diesem Konstrukt transformierten Tabakpflanzen wurden instabile Linien ausgewahlt und
mit Cre-Rekombinase-exprimierenden Pflanzen gekreuzt. Die Nachkommen dieser Kreuzung
enthielten den gleichen transgenen Locus wie die zuvor ausgewahlten, instabilen
Ausgangseltern, jedoch ohne Sequenzwiederholungen, die durch die Aktivitdit der Cre-
Rekombinase entfernt worden waren. Auf diese Weise lieR sich nachweisen, dass in
urspringlich instabilen Linien die Eliminierung von direkten Sequenzwiederholungen, die im
Transformationsvektor in der Nahe des Promotors plaziert worden waren, zu einer Reduzierung
des Methylierungsgrades und einer (Re-)Aktivierung des entsprechenden Gens flhren kann
(Matzke und Matzke 1998a).

GC-Gehalt

Pflanzengenome bestehen aus Mosaiken von DNA-Segmenten mit Ubereinstimmenden GC-
Gehalt, die als Isochore bezeichnet werden (Salinas et al. 1988, Matassi et al. 1989). Gene
besitzen ebenfalls eine spezifische GC-Zusammensetzung und sind in die entsprechenden,
beziiglich des GC-Gehalts ,passenden” Bereiche des Genoms eingebettet (Meyer 1998). Falls

ein fremdes Gen in ein ,unpassendes“ Isochor integriert, kann diese Region von (noch

° Auf streptomycin-haltigem Medium verlieren Pflanzenzellen die Fahigkeit, Blattgriin zu produzieren,
sterben jedoch nicht ab.
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unbekannten) Uberwachungssystemen des Empfangergenoms erkannt und inaktiviert wird, was
unter Umstanden mit einer Methylierung der Region verbunden sein kann (Finnegan und
McElroy 1994, Kumpatla et al. 1998). Eine solche Regulation vermuten Meyer und Heidmann
(1994) in der unter Gewachshausbedingungen stabilen, unter Freilandbedingungen jedoch
instabilen Petunien-Linie R17 (s. Abschnitt 3.11.1). Die den transgenen Locus in dieser Linie
flankierenden genomischen Bereiche (269 Basenpaare stromaufwarts, 196 Basenpaare
stromabwarts) besitzen einen AT Gehalt von 74% bzw. 77%, die integrierten Sequenzen

dagegen 47.5%.

Der GC-Gehalt differiert darliber hinaus auch zwischen verschiedenen Organismen mehr oder
weniger stark. GroRBe phylogenetische Unterschiede zwischen  Spender- und
Empfangerorganismus kénnen deshalb zu Schwierigkeiten bei der Expression des Transgens
in einem nicht ,passenden® Genom fiihren. So kann z.B. die Expression von Genen bakteriellen
Ursprungs in Eukaryoten aufgrund unterschiedlicher RNA-Prozessierungsmechanismen oder
Unterschiede im codon usage Probleme bereiten. Die in diesen Fallen beobachtete schwache
oder nicht vorhandene Aktivitat der Transgene ist jedoch keine Eigenschaft individueller Linien,
sondern betrifft grundsatzlich alle produzierten Transformanten. Es handelt sich demnach um
eine ganz andere Kategorie von Instabilitdt als im Fall des Isochore-Effektes, dessen
Auswirkung u.a. vom ,zufalligen® Integrationsort abhangig ist und der deshalb nur bestimmte
Linien betrifft. Die in Zusammenhang mit phylogenetischen Unterschieden zwischen Spender
und Empfangerorganismus auftretenden Phanomene werden deshalb an anderer Stelle
diskutiert (s. Abschnitt 3.9).

Eine destabilisierende Komponente, die u.U. ebenfalls auf unterschiedlichen GC-Gehalten
zwischen Spender und Empfanger beruht, stellen bakterielle Vektorsequenzen dar. Solche
Sequenzen befinden sich zum einen zwischen den (mehr oder weniger) eukaryotischen
Genkassetten eines Transformationsvektors, zum anderen bilden sie das ,Rilckgrat*
(backbone) der Vektoren. Dass auch solche Sequenzen beim Transformationsprozess mit
hoher Frequenz integrieren kénnen, wurde lange Zeit wenig beachtet. Die wiederholten
Berichte Uber Vektor-Integration und Instabilitat haben uns veranlasst, diese in einem eigenen

Unterkapitel zu dokumentieren (s. Abschnitt 3.4.2).

3.4.2 Instabilitat durch Integration von Vektor-Sequenzen

Der Agrobacterium-vermittelte Gentransfer galt lange Zeit als sehr prazise, ausgehend von der
Annahme, dass nur ein definiertes DNA-Fragment, die Transfer- oder T-DNA, in das Genom der
Pflanzenzellen Ubertragen wird (s. z.B. Hooykaas und Schilperoort 1992, Zupan und Zambryski
1995). Schon 1983 fanden Joos et al. in Untersuchungen an Agrobacterium tumefaciens-
induzierten Tumoren neben dem Einbau der von spezifischen border-Sequenzen flankierten
Transfer-DNA auch auRerhalb dieses Bereichs liegende Plasmid-Sequenzen im Genom der

Pflanzenzellen. Diese Ergebnisse blieben jedoch lange Zeit unbeachtet. Detaillierte Analysen
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der mit Hilfe des Agrobacterium-vermittelten Gentransfers erzeugten transgenen Pflanzen
zeigten allerdings, dass solche als backbone-Sequenzen bezeichneten Vektorbereiche mit
hoher Frequenz ins Genom integrieren kdnnen (Ramanathan und Veluthambi 1995, Cluster et
al. 1996, van der Graaff et al. 1996, Kononov et al. 1997, Stam et al. 1997a, Wenck et al. 1997,
Gelvin 1998, Matzke and Matzke 1998, De Buck et al. 2000). Nach Angaben dieser
Publikationen enthalten zwischen 20% und 75% der transgenen Linien backbone-Anteile in
unterschiedlichem Ausmal.

Direkte Transformationsmethoden, in denen ,nackte* DNA (i.d.R. Plasmide) in die Zellen
eingebracht werden (mit Hilfe Partikel-Kanone oder bei der Protoplastentransformation) galten
urspringlich als weniger prazise als der Agrobacterium-vermittelte Transfer - hier existierten
bereits Informationen Uber mdgliche Rekombinationsereignisse, die vor der eigentlichen
Integration ins Genom zwischen den Plasmiden stattfinden kénnen, mit der Folge multipler
(Tandem)-Insertionen mehr oder weniger vollstandiger Vektoren (Jongsma et al. 1987). Aus
Untersuchungen zur genetischen Manipulation von Saugetierzellen ist seit langerem bekannt,
dass die Integration von Vektorsequenzen die Stabilitdt der Genexpression negativ
beeinflussen kann, deshalb ist hier die Eliminierung dieser Vektoranteile Ublich. Gegenwartig
werden auch bei der direkten Transformation (beim Agrobacterium-vermittelten Gentransfer ist
dies nicht moglich) von Pflanzenzellen in zunehmendem Mafie nur noch die “notwendigen®

Genkassetten verwendet (s. Abschnitt 3.8).

Einen Zusammenhang zwischen der Expressionsstabilitdt und der Existenz von backbone-
Sequenzen in transgenen Pflanzen beschreiben erstmals Cluster et al. (1996). Eine
Zusammenstellung der Publikationen, in denen eine detaillierte Analyse des transgenen Locus
in Verbindung mit Untersuchungen zu den Einflissen von Vektorsequenzen auf die Stabilitat
der Genexpression vorgenommen wurde, befindet sich in Tabelle 1. Ein Grund fir den
negativen Einfluss auf die Expressionsstabilitat wird darin gesehen, dass bakterielle Sequenzen
durch ihren wesentlich hoheren GC-Gehalt durch epigenetischen Regulationsmechanismen der
Pflanzenzelle erkannt und ,stillgelegt* werden, inklusive der angrenzenden eukaryotischen
Transgene (Yoder et al. 1997). Die backbone-Sequenzen enthalten dartber hinaus repetitive
Bereiche (den bakteriellen Replikationsursprung), die bereits mehrfach als instabilisierender
Faktor beziglich der Genexpression identifiziert wurden (s. Abschnitt 3.4.3).

Hieraus ergibt sich ein Vorteil der direkten Transformationsmethoden, bei denen im Gegensatz
zum Agrobacterium-vermittelten Gentransfer keine Notwendigkeit flir den Einsatz vollstandiger
Vektoren vorliegt. Fu et al. (2000b) benutzten zur Herstellung transgener Reispflanzen nur die
Expressionskassetten fir den direkten Gentransfer. Molekularbiologische Analysen der Linien
zeigten, dass die transgenen Loci eine weitaus weniger komplexe Struktur aufwiesen als

diejenigen aus Vergleichsexperimenten, in denen vollstandige Plasmiden eingesetzt wurden.

Nicht alle Linien, die Vektoranteile enthalten, sind instabil bezlglich der Auspragung des

transgenen Merkmals. Es handelt sich somit um ein &hnliches, von zufélligen Ereignissen
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begleitetes Phanomen wie der Isochore-Effekt. Genau wie in diesem Fall ist auch hier bislang
unbekannt, warum bzw. wann die Integration von Vektoranteilen zur Instabilitat eines

transgenen Locus fihrt.

Eine Methode zur Anreicherung von Transformanten ohne Vektoranteile fir den Agrobacterium-
vermittelten Gentransfer beschreiben Hanson et al. (1999). Hierzu wurden die backbone-
Bereiche des Transformationsvektors mit einem konstitutiv exprimierten Letal-Gen (35S-
barnase, s. Abschnitt 4.2) versehen. Transgene Zellen mit integrierten backbone-Sequenzen
waren nicht lebensfahig und Linien ohne Vektoranteile lieBen sich mit hoher Effektivitat
erzeugen. Da nicht alle Linien eines Transformationsexperimentes backbone-Sequenzen
enthalten, lassen sich Pflanzen ohne backbone-Bereiche auch mit Hilfe molekulargenetischer

Analysen des Integrationsortes identifizieren.

Tabelle 1: Untersuchungen, in denen die Expressions-Instabilitdt u.a. auf den Einbau von

backbone-Sequenzen des Transformationsvektors zurtickgefuhrt wird

Empfanger | Trans- Ziele bzw. Inhalte Anmerkungen zu instabilen Linien Referenz
-spezies formations | der Studie
Methode
Petunia A. Untersuchungen zur | 7 von 42 untersuchten Linien mit Vektor- Cluster et
hybrida tumefaciens | Co-Suppression der | sequenzen z.T. auf beiden Seiten des al. 1996
Chalcon-synthase Integrationsortes — alle 7 Linien mit starker
(Modifizierung der Co-Suppression
Blitenfarbe)
Nicotiana A Korrelation zwischen | von 4 untersuchten Linien 2 mit anfanglich | Iglesias et
tabacum tumefaciens | Locusstruktur und hoher Expression verhielten sich instabil al. 1997
Expressionsstabilitdt | nach mehreren Generationen
- eine der instabilen Linien besass ein
komplexes Muster der Integration inklusive
unvollstandiger T-DNA-Kopien,
- die zweite instabile Linie besal eine
einzelne Kopie mit Vektorsequenzen im
Bereich der rechten Border
Arabidopsis | A. Stabilitat der von 5 untersuchten Linien 2 mit De Neve
thaliana tumefaciens | Antikdrperproduktion | Vektorsequenzen et al. 1999
in Pflanzen - eine Linie mit Vektorsequenzen auf
beiden Seiten des Integrationsortes zeigte
in allen Individuen niedrige Expression und
Methylierungen in codierenden Bereichen
- eine Linie mit Vektorsequenzen im
Bereich der linken Border zeigte in 50%
der Individuen niedrige Expression und
Methylierungen im Promotorbereich
Nicotiana A. Korrelation zwischen | Charakterisierung mehrere instabiler Loci — | Jakowitsch
tabacum tumefaciens | Locusstruktur und ein H2-Locus enthalt 6 nos-Promotor- et al. 1999
Expressionsstabilitdt | Sequenzwiederholungen, von denen 2 von
Vektoranteilen flankiert sind
Oryza Direkt Korrelation zwischen | Charakterisierung einer Linie mit silencing- | Kumpatla
sativa (Partikel- Locusstruktur und Effekten — beide Genkassetten (35S-Bt- und Hall
Kanone) Expressionsstabilitéat | crylllA und Ubil-bar) sowie grof’e Mengen | 1999
an Vektorsequenzen, die der Integrations-
ort enthielt, waren hoch methyliert.
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3.4.3 Komplexitat durch Sequenzumlagerungen am Integrationsort und multiple Insertion

von Transgenen

Instabilititen durch gene silencing werden haufiger in transgenen Linien beobachtet, die
komplexe Loci mit Sequenzumlagerungen und/oder multiple Insertionen der Transgene
aufweisen. Der negative Einfluss von Sequenzwiederholungen ist mehrfach nachgewiesen
worden (z.B. Assaad et al. 1993, Stam et al. 1997a). Anschaulich illustriert eine Studie von
Jorgensen et al (1996) am Beispiel der Auspragung der Blitenfarbe in transgenen Petunien die
Beziehung zwischen der Struktur des transgenen Locus und dem gene silencing. Das in
Petunien bereits endogen vorhandene Chalconsynthase-Gen war in Sense-Orientierung unter
Kontrolle des 35S-Promotors zusatzlich als Transgen Ubertragen worden. Analysen der
transgenen Loci ergaben, dass in Linien mit invertierten Sequenzwiederholungen am
Integrationsort nur ein posttranskriptionales gene silencing auftrat, wahrend einige der Pflanzen
mit direkten und unzusammenhangenden Sequenzwiederholungen ein posttranskriptionales
oder transkriptionales gene silencing zeigten.

Aufgrund der multiplen Insertionen, Sequenzwiederholungen und -Umlagerungen sowie
Inversionen entstehen raumlich mehr oder weniger weit voneinander entfernte
Homologiebereiche, die fiir silencing-Effekte verantwortich gemacht werden. Hierflr wurde der
Begriff homology dependent gene silencing (HDGS) gepragt (Meyer und Saedler 1996),
wodurch sich diese Effekte von silencing-Phanomenen, die in Pflanzen mit einzelnen Kopien
eines Transgens beobachtet wurden (z.B. Meyer et al. 1992, Elmayan et al. 1996),
unterscheiden lassen. Sequenzhomologien entstehen auch nach Mehrfachtransformation oder
Kreuzung transgener Linien, wenn hierbei gleiche Promotor- oder codierende Sequenzen
benutzt bzw. kombiniert wurden. Ein HDGS kann auch, wie im Fall der oben erwahnten
Untersuchung von Jorgensen et al. (1996), auftreten, wenn eine Sequenz Ubertragen wurde,
die einer bereits im Genom des Empfangerorganismus natirlich vorhandenen Sequenz
entspricht (s.u. Co- oder Sense-Suppression).

Wahrend sich die Analysen der Struktur transgener Loci in der Vergangenheit haufig auf wenige
genomische Blots stiitzten, werden heute in zuehmendem Male detailliertere Analysen
inklusive Sequenzierungen vorgenommen. Einbezogen werden hierbei auch angrenzenden
Bereiche der Pflanzengenoms und der dort entstandenen Sequenzveranderungen (s. z.B.
Morino et al. 1999, Kohli et al. 1999, Matzke et al. 2001). Dass transgene Loci einen sehr hohen
Komplexitatsgrad besitzen kdnnen, ist jedoch keine neue Erkenntnis, bereits in der 80er Jahren
wurden hierzu verschiedene Arbeiten publiziert (z.B. Jorgensen et al. 1987).

Erkenntnisse wurden u.a. auch dadurch gewonnen, dass man gezielt Strukturen, die im
Verdacht stehen, ein gene silencing auszulésen, in Pflanzen Ubertragen hat. In diese Kategorie
gehoren auch Sense- und Antisense-Konstrukte, mit deren Hilfe man bestimmte endogene

Gene eines Organismus gezielt ,abzuschalten® versucht. Dieser Effekt ist allerdings jeweils nur

33



3 Dokumentation

bei einem geringen Teil der mit solchen Konstrukten transformierten Linien zu beobachten, die
Mehrheit bleibt ohne Phanotyp. Um dieses Phanomen zu untersuchen, tbertrugen Wang und
Waterhouse (2000) das Reportergen GUS in verschiedenen Orientierungen (als Kontrollen
GUS-Sense und -Antisense) und Sequenzformationen (als direkte und als invertierte
Sequenzwiederholungen, um selbst-komplementare mRNA-Sequenzen zu erzeugen) in zwei
bereits transgene, das GUS-Gen stabil exprimierende Reislinien. Es wurde deutlich, dass
invertierte und direkte = Sequenzwiederholungen einen  weitaus  wirkungsvolleren
Suppressionseffekt besitzen als einfache Sense- oder Antisensekonstrukte. Darliber hinaus liel
sich anhand molekulargenetischer Analysen der transgenen Loci zeigen, dass diejenigen
Linien, die mit einfachen Sense/Antisense-Konstrukten transformiert worden waren und eine
Suppression des R-Glucuronidase-Gens zeigten, durch Sequenzumlagerungen entstandene
invertierte Sequenzwiederholungen des GUS-Gens am Integrationsort enthielten. Die
Transkripte solcher Wiederholungs-Strukturen, unabhangig davon, ob sie vorher bereits als
solche konstruiert worden waren oder ,zufallig durch Sequenzumlagerungen beim
Integrationsprozess entstanden, war grof3tenteils nicht polyadenyliert (die Polyadenylierung der
mRNA dient als Schutz vor einem Abbau durch RNasen). Wang und Waterhouse (2000)
schlieBen aus ihren Ergebnissen, dass die Sense- und Antisense-vermittelte Gen-Suppression
auf ahnlichen Mechanismen beruhen und der nicht-polyadenylierte Zustand der mRNA eine

wichtige Rolle beim PTGS spielt.

Die verschiedenen, in Zusammenhang mit dem HDGS beobachteten Phanomene liel3en
vermuten, dass hierfir nicht nur ein Mechanismus verantwortlich sein kann. Bereits 1991
wurden auf dem 3. Kongress der International Society of Plant Molecular Biologists in
Tucson/Arizona vier Modelle diskutiert (Jorgensen 1992, im wesentlichen auch heute noch
glltig, s. z.B. Waterhouse et al. 1999, Wolfe und Matzke 1999, Fagard und Vaucheret 2000a,
Vaucheret und Fagard 2001). Eine Auklarung der tatsachlichen Mechanismen steht noch aus,
auch wenn der Nachweis der RARP (RNA-abhangigen-RNA-Polymerase) in Pflanzen sowie
ihrer Produkte, der kurzen, 21-25 bp RNA-Molekiile dieses Ziel etwas naher geriickt hat (s.u.).

Die heute diskutierten Modelle lassen sich wie folgt beschreiben:

e Das Threshold-Modell (s. Abbildung 7) geht davon aus, dass Transkripte, deren
Konzentration einen bestimmten Level Ubersteigen, degradiert werden (Lindbo und
Dougherty 1992, Dougherty und Parks 1995, Waterhouse et al. 1999). Mit diesem Modell
|akt sich die Inaktivierung von Genen erklaren, die durch mehrfache Integration in vielen
Kopien vorliegen, aber auch einzelne Gene, die eine sehr hohe Expression aufweisen (u.U.
erst nach Erreichen des homozygoten Zustandes, s. Abschnitt 3.4.4). Der begriff homology
dependent gene silencing trifft fir letzteren Fall nicht zu. Das Threshold-Modell gehort
deshalb, neben den in Abschnitt 3.4.1 beschriebenen Einflissen durch den genomischen
Kontext, zu den Modellen, mit deren Hilfe sich auch gene silencing-Phanomene in Pflanzen

mit nur einzelnen Kopien eines Transgens erklaren lassen.
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Abbildung 7: Threshold-Modell zur Induktion eines posttranskriptionalen gene silencing (RARP=
RNA-abhangige RNA-Polymerase)

e Sequenzumlagerungen konnen die Bildung aberranter Transkripte verursachen (s.
Abbildung 8, English et al. 1996, Hohn et al. 1996, Jones et al. 1998, Waterhouse et al.
1999, Wang und Waterhouse 2000). Nach Transkription von Genen, die in Form invertierter
Sequenzwiederholungen integriert vorliegen (Abbildung 8A), entstehen selbst-
komplemetare Transkripte, aus denen doppelstrangige RNA-Molekiile hervorgehen. Solche
Transkripte kdnnen ein posttranskriptionales gene silencing eines homologen Gens mit
hoher Effektivitat induzieren, wie u.a. in der oben beschriebenen Untersuchung von Wang
und Waterhouse (2000) gezeigt wurde. Die starke Wirkung doppelstrangiger RNA-Molekule
bei der Induktion des gene silencing wird bei der Methode des RNAIi zur Gensuppression in
tierischen Organismen genutzt (RNA interference, s. Fire 1999). Doppelstrangige RNA, die
entweder in eine Zelle mikroinjiziert wird oder aus der Transkription gezielt konstruierter,
invertierter Sequenzwiederholungen resultiert, verursacht ein sehr effektives gene silencing,
im Gegensatz zu einzelstrangiger Sense oder Antisense-RNA, die nur geringe oder keine
Wirkung zeigen. Invertierte Wiederholungen von Promotor-Sequenzen verursachen ein

transkriptionales gene silencing von Genen mit homologen Promotoren (Mette et al. 2000).

e Auch multiple Insertionen kann bei ektopischer Paarung homologer Sequenzen zur Bildung
aberranter, in diesem Fall unvollstandiger Transkripte fuhren (s. Abbildungen 9 + 10). Die
miteinander interagierenden  Homologiebereiche kdénnen Erkennungssignale  fir
Methylierungssysteme darstellen (Malagnac et al. 1997). Die Hypermethylierung
codierender Regionen bewirkt einen vorzeitigen Abbruch der Transkription, wahrend die
Transkription bei Hypermethylierung des Promoterbereiches vollstandig unterbunden wird.

Homologien im Promotorbereich verursachen deshalb in der Regel ein transkriptionales
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gene silencing, wahrend homologe Bereiche codierender Sequenzen sowohl ein
transkriptionales als auch ein posttrankriptionales gene silencing zur Folge haben kénnen
(Fagard und Vaucheret 2000a). Ektopische Paarungen homologer Sequenzen kdnnen
zwischen benachbarten, aber auch zwischen weit voneinander entfernt im Genom
lokalisierten Bereichen stattfinden. Von der Inaktivierung kdnnen sowohl beide als auch nur
eine der beteiligten Sequenzen betroffen sein (Fagard und Vaucheret 2000), wobei es noch
unklar ist, ob die Methylierung selbst eine Transkription verhindert oder einen Bereich des

Genoms fur einen anderen, inaktivierenden Mechanismus nur ,markiert".

Transgener Locus mit multiplen Insertionen und Sequenzumlagerungen
invertierte Sequenzwiederholung
codierende Sequenz

selbst-komplementére Transkripte nach
Transkription invertierter Wiederholungen
codierender Sequenzen

,Markierung“ homologer
(transgener oder endogener)
DNA-Sequenzen fiir

@ Methyltransferasen (?)
Doppelstrangige RNAs werden zu 21-25 bp T == - /
RNA-Fragmenten (sm-RNAs) prozessiert

\ systemische

~Markierung”“ homologer (transgener oder endo- — Ausbreitung
gener) RNA-Sequenzen durch sm-RNAs fir die C des PTGS

Degradierung durch RNasen, C = Uiber sm-RNAs
posttranskriptionales gene silencing - PTGS

invertierte Sequenzwiederholung
B Promotor-Sequenz

I gD o
}

RNA-DNA-
selbst-komplementare Promotor-Transkripte Interaktion (?)
nach Transkription invertierter Sequenz- /

Wiederholungen des Promotors
—

keine Transkription von codierenden

Doppelstrangige RNAs werden zu J L Sequenzen mit homologen Promotoren,
21-25bp RNA-Fragmenten (sm-RNAs) ~ — _ _ transkriptionales gene silencing -TGS
prozessiert -

, -

Abbildung 8: Modell zum gene silencing, induziert durch selbst-komplementéare Transkripte nach
Transkription invertierter Wiederholungen codierender Sequenzen (A) und Promotor-Sequenzen (B).
Invertierte Sequenz-Strukturen kénnen beim Integrationsprozess ,zufallig“ entstehen, werden aber
auch gezielt konstruiert und zur Suppression von endogenen, pflanzeneigenen Genen eingesetzt
(RNA-interference). Das durch invertierte Promotor-Sequenzen ausgeldste TGS (B) ist unabhangig von
der Existenz von sm-RNAs, wie in Versuchen mit Pflanzenviren, welche die Bildung der sm-RNAs
unterdriicken und dadurch ein posttrankriptionales gene silencing verhindern kdénnen, gezeigt wurde
(s.Text)
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,Markierung“ homologer
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I Methyltransferasen (?)
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gener) RNA-Sequenzen durch sm-RNAs fiir die -
Degradierung durch RNasen, — D Uber sm-RNAs
posttranskriptionales gene silencing - PTGS

Ektopische Paarung (Promotor-Sequenzen) X

Keine Transkription
transkriptionales gene silencing -TGS

Abbildung 9: Modell zum gene silencing, induziert durch ektopische Paarung homologer
Sequenzen, die sich am gleichen Locus oder an verschiedenen Loci befinden. Oben (A): PTGS-
induzierende Paarung von codierenden Sequenzen; unten (B): TGS-induzierende Paarung von
Promotor-Sequenzen. Bei (B) mussen nicht unbedingt beide bzw. alle homologen Sequenzen von
der Inaktvierung betroffen sein (RARP=RNA-abhangige RNA-Polymerase)

Das durch ektopische Paarung induzierte gene silencing ist verwandt mit einem Phanomen,
dass bereits vor mehreren Jahrzehnten in der klassischen Genetik beobachtet wurde, der
Paramutation (Brink 1956, s. Chandler et al. 2000). Mit diesem Begriff wurde ein Vorgang
beschrieben, der den Mendelschen Regeln zu widersprechen schien. Nach diesen Regeln

segregieren Allele unabhangig voneinender. Nach Kreuzung verschiedener Maislinien wurde
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jedoch ein Locus identifiziert, dessen Allele sich in ihrer Auspragung gegenseitig beeinflussten
konnten. Die Anderung der Auspréagung war vererbbar, aber nicht stabil und konnte nach
einigen Generationen wieder zur urspringlichen Auspragung revertieren. Es handelte sich
daher nicht um eine durch Mutation hervorgerufene Anderung der Basensequenz (daher
Paramutation). Die Paramutation beruht allerdings auf einer allelischen, nicht auf einer

ektopischen Interaktion.

Nach Waterhouse et al. (1999) stellen den Threshold-Level Ubersteigende sowie
doppelstrangige bzw. aberrante Transkripte eine Matrize fir die RNA-abhangigen RNA-
Polymerase (RdRP) dar. Diese vermag von sowohl einzel- als auch doppelstrangiger mRNA
kurze (21-25 bp) RNA-Molekiile herzustellen, die erstmalig von Hamilton und Baulcombe 1999
nachgewiesen wurden. Die kurzen RNA-Molekile binden ihrererseits wiederum an
komplementare RNA-Sequenzen und sollen diese hierdurch fir den Abbau durch RNA-
degradierende Enzyme markieren. Uber die 21-25 bp- RNA-Fragmente kann sind dariiber
hinaus ein PTGS systemisch in der Pflanze ausbreiten. Die zentrale Rolle der RdRP beim
posttranskriptionales gene silencing und die Existenz der kurzen RNA-Fragmente wurde
inzwischen in mehreren Studien bestatigt (s. Paszkowski und Whitham 2001, Fagard und
Vaucheret 2000a).

Die Literatur zum homology dependent gene silencing ist mit mehreren hundert Publikationen
sehr umfangreich. Auf eine umfassende Dokumentation wurde in der vorliegenden Studie
deshalb verzichtet. Hierfiir sei auf die groRe Zahl an Reviews zu diesem Thema verwiesen (z.B.
Paszkowski und Whitham 2001, Waterhouse et al. 1999, Fagard und Vaucheret 2000a,
Kumpatla et al. 1998, s. auch den Sonderband von Plant Molecular Biology Vol. 43, Juni 2000).

3.4.4 Merkmalsverlust im homozygoten Zustand des Transgens

Primartransformanten  entsprechen genetisch den F1-Hybriden der Mendelschen
Aufspaltungsregeln. Nach Selbstung einer Linie, die einen einzelnen transgenen Locus besitzt,
spalten die Nachkommen der 2. Mendelschen Regel entsprechend genotypisch in 1
(homozygot fur den transgenen Locus) : 2 (hemizygotm, wie die F1) : 1 (ohne transgenen
Locus). 25% der Nachkommen tragen den transgenen Locus nun auf beiden homologen
Chromosomen. Im Fall der Uber Samen zu vermehrenden Arten sind homozygote Linien fur
wissenschaftliche Untersuchungen und Pflanzenzlchtung wichtig, da nur sie eine einheitlich

transgene Nachkommenschaft gewéahrleisten.

In vielen Untersuchungen (s. Tabelle 2) wurde allerdings festgestellt, dass Transgene
bestimmter Linien im homozygoten Zustand inaktiviert werden. Der homozygote Zustand
scheint allerdings nicht selbst der auslosende Faktor hierflir zu sein. Hinweise lieferten vor

allem Experimente zur Co-Suppression endogener Sequenzen. Werden aus (diploiden)

0 Als hemizygot werden Linien bezeichnet, in denen ein Genort nur in einem der beiden homologen
Chromosomen existiert.
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transgenen Linien, die ein silencing im homozygoten, jedoch nicht im hemizygoten Zustand
aufweisen, haploide Linien durch Antheren-Kultur kiinstlich erzeugt, so zeigen auch diese
Pflanzen den gleichen silencing-Effekt. Es scheint demnach ein “Transgen-Dosis-Effekt"
vorzuliegen, bei dem das Verhdltnis des transgenen Locus zum Gesamigenom eine
entscheidenen Rolle spielt (de Carvalho et al. 1992, Palauqui und Vaucheret 1995). Auch wenn
die Regulation dieses Expressionsverlustes bislang nicht aufgeklart werden konnte,
unterstitzen die Ergebnisse dieser Arbeiten das in Abschnitt 3.4.3 bereits erwahnte Threshold-
Modell (Waterhouse et al. 1999). Es ist bekannt, dass homozygote Nachkommen mit 2 Kopien
pro Genom eine héhere Genexpression aufweisen kénnen als hemizygote Nachkommen (Voss
et al. 1995, Fecker et al. 1996, Van Houdt et al. 1997, Goossens et al. 1999, Zhong et al. 1999).
Nach der Theorie des Threshold-Modells kommt es zur Degradation eines Transkriptes, wenn

die Transkriptmenge einen bestimmten Level Ubersteigt (s. Abschnitt 3.4.3 und Abbildung 7).

Tabelle 2: Zunahme des silencing-Effektes nach Wechsel in den homozygoten Zustand

Empfanger | Promotor | codierende Inhalt der Studie, Anmerkungen zu den Referenz

spezies Sequenz instabilen Linien

Petunia 358 nptll 6 von 104 (hemizygoten) Linien zeigen eine 2:1 | Deroles und

hybrida ocs nptil Aufspaltung, die die Autoren auf eine Gardner
Inaktivierung der Gene im homozygoten 1988a/1988
Zustand zurlckfuhren b

Nicotiana 358 gn1 (3-1,3- eine von 8 Linien mit einer einzelnen Kopie des | de Carvalho

tabacum Glucanase) Transgens zeigte Inaktivierung des gn1-Gens | et al. 1992
im homozygoten Zustand

Nicotiana 358 chn48 eine Linie produziert im homozygoten Zustand | Hart et al.

sylvestris (Chitinase A) geringere Mengen der Chitinase als im 1992

hemizygoten Zustand

Nicotiana 358 csr1 (Herbizid- | alle hemizygoten Nachkommen einer Linie Brandle et
tabacum Resistenzgen chlorsulfuron-resistent, 59% der homozygoten | al. 1995
aus Nachkommen anféllig

A. thaliana)

Nicotiana 358 nia2-cDNA eine Linie mit vollstandiger Suppression in Vaucheret
tabacum + enhancer | (Nitrat-Reduk- | sdmtlicher Nachkommen im homozygoten et al. 1995
tasegen aus N. | Zustand, keine Suppression im hemizygoten
tabacum) Zustand
Nicotiana 358 GUS in 9 untersuchten LInien Suppression der GUS | EImayan
tabacum + double Aktivitat in homozygoten Individuen nach ca. 4 | and
enhancer Monaten, in hemizygoten Individuen nach ca. | Vaucheret
12 Monaten 1996
Nicotiana 358 gn1 (B-1,3- eine Linie zeigt silencing des 3-1,3-Glucanase | Jacobs et
tabacum Glucanase) Gens nur im homozygoten Zustand al. 1997
Oryza Ipt2 GUS eine Linie zeigt Suppression der GUS-Aktivitat | Morino et al.
sativa (aleuron- in der Aleuronschicht nur im homozygoten 1999
spezifischer Zustand
Promotor

aus Gerste)
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Bei Arten, die Uber Samen vermehrt werden, ist demnach eine Evaluierung der Stabilitdt der
Genexpression auf homozygoter Ebene vorzunehmen. Vegetativ vermehrte Arten, wie z.B.
Kartoffeln, Erdbeeren oder diverse Gehdlzpflanzen verbleiben jedoch auf Dauer im
hemizygoten Zustand, d.h. Instabilititen aufgrund einer Anderung des Zygotiestatus missen

hier nicht problematisiert werden.

3.5 INSTABILITAT DURCH PHYSISCHEN VERLUST DER TRANSGEN-SEQUENZEN

Im Vergleich zu der groen Zahl von Berichten Uber den Ausfall oder Veranderungen der
Genexpression durch gene silencing sind nur sehr wenige Publikationen erschienen, in denen
der Verlust des transgenen Merkmals auf Sequenzanderungen bzw. auf eine Deletion der
transgenen Sequenz zurtckgefuhrt wurde. Eine Zusammenstellung der bisher geschilderten
Falle zeigt Tabelle 3. Die Beispiele beschreiben Sequenzverluste sowohl in intakten Pflanzen

als auch in Gewebekulturen.

Von den sechs Publikationen, die einen physischen Verlust (oder Veranderungen) der
Ubertragenen Sequenzen in intakten Pflanzen beschreiben, berichten drei Uber einen
Lplotzlichen* Verlust in vielen oder samtlichen Nachkommen der zweiten oder dritten
Samengeneration (Spencer et al. 1992, Register et al. 1994, Srivastava et al. 1996). Ulian et al.
(1996) beobachteten bereits in der ersten Nachkommenschaft Veranderungen der T-DNA
Struktur gegenulber derjenigen der entsprechenden Primartransformanten. In samtlichen
Beispielen lag die Rate der Instabilitdt auBerordentlich hoch. Jeweils eine von 4 (Srivastava et
al. 1996), 6 (Spencer et al. 1992) oder 22 (Register et al. 1994) Linien zeigte den Gen-Verlust,
die Sequenzveranderungen bei Ulian et al. (1996) traten sogar in den Nachkommen von 3 aus

4 untersuchten Linien auf.

Die hohe Frequenz, mit der physische Veranderungen der transgenen DNA-Sequenzen in
diesen Arbeiten beschrieben werden, entspricht nicht der geringen Zahl an Publikationen, die
Uber derartige Phanomene berichten. Uber die Ursachen des Transgen-Verlustes Iasst sich nur
spekulieren, etwa ,the integration event was linked to a deleterious chromosome abnormality
such as a small duplication or deletion and therefore transmitted at a low frequency* (Spencer
et al. 1992) oder ,certain sites in the plant genome are not favourable for inheritable integration
of foreign genes® (Srivastava et al. 1996). Mdglicherweise konnte eine Integration in
transpositionsaktive Bereiche stattgefunden haben. Mutationen oder Rekombinationsereignisse
(mit einer Frequenz von 10107, 's. Abschnitt 3.6) koénnen hingegen nicht fir den
Merkmalsausfall verantwortlich sein. Auch besitzen solche Ereignisse keine in diesem Ausmal
vorhandene Spezifitat fiir einzelne transgene Linien. Uber Transgen-Verluste in gentechnisch
veranderten Tabak-Linien berichtet auch Heberle-Boers et al. (1988), allerdings werden in

dieser Publikation keine Daten prasentiert.
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Tabelle 3: Transgen-Instabilitat durch Sequenzveranderungen und/oder Deletionen

Empféanger | Promotor | codierende | Transformations- Ergebnisse, Referenz
spezies Sequenz methode, Interpretationen
Untersuchungs-
material
Nicotiana ocs T-DNA- A. tumefaciens, in ein einzelnes Spross- Peerbolte et
tabacum (Octopin- Gene, ocs | vitro-Kultur eines regenerat aus 3jahriger al. 1987
Synthase) shooty crown gall Dauerkultur des Tumors mit
Tumors veranderter T-DNA-Struktur
und Verlust der ocs-Sequenz
Nicotiana nos nptl A. tumefaciens gelegentliche Instabilitat der | Heberle-
tabacum nos nos 283 Linien, T-DNA (ohne weitere Boers et al.
Segregations- Angaben) 1988
analysen durch
Keimlingstests Uber
drei Generationen
Solanum - T-DNA aus | A. rhizogenes, eine von 6 Linien verlor die Hanisch ten
tuberosum A. Sprossregenerate T-DNA Region nach langerer | Cate et al.
rhizogenes | aus 6 transformierten | in vitro Kultivierung 1990
Wourzel-Klonen,
Langzeit-in vitro
Kultur
Petunia nos nptll A. tumefaciens durch Negativ-Selektion wird | Renckens
hybrida gene2 gene2 31 Primar- auf Expressionsverlust et al. 1992
Transformanten, in selektiert — von 31 Linien
vitro Material zeigten 30 Methylierungen
im betroffenen Gen, in einer
Linie hatte eine Deletion des
Gens stattgefunden
Zea mays 35S bar Partikel-Kanone Verlust in den meisten T2- Spencer et
35S-adht GUS 4 Linien Uber zwei Nachkommen in einer der4 | al. 1992
Generationen Linien
Zea mays | 35S nptll Partikel-Kanone eine von 22 Linien zeigt nach | Register et
358 GUS 22 Linien Gber 3 3 stabil exprimierenden al. 1994
Generationen Generationen Verlust der
Sequenzen in fast
samtlichen Nachkommen
Triticum Ubi1 bar Partikel-Kanone in einer Linie Verlust der Srivastava
aestivum (Ubiquitin- | GUS 6 Linien Uber Sequenz in sdmtlichen et al. 1996
Promotor) + mehrere Nachkommen der T3
Exon1/ Generationen
Intron1
Petunia nos nptll A. tumefaciens bei 3 der 4 Linien zeigt Ulian et al.
hybrida 35S GUS 4 Linien, 1. jeweils eine von 5 1996
Nachkommenschaft | untersuchten Individuen
(T1) Veranderungen der T-DNA-
Struktur in der T1
Nicotiana 34S codA A. tumefaciens 20% der Kallus-Linien mit Risseeuw
tabacum T-cyt GUS Kallus-Linien, Verlust der transgenen Loci | et al. 1997
nos bar Untersuchung zur durch intrachromosomale,
homologen somatische Rekombina-
Rekombination tionsereignisse
Populus 358 rolC A. tumefaciens eine Linie mit stochastisch- Fladung
tremula x nos nptll 14 Linien, vegetativ | em Expressionsverlust 1999
P. vermehrte Primar- Verlust der Expression durch
tremuloides transformanten Deletion des rolC-Gens,
Hybride intrachromosomale Rekom-

bination aufgrund der spezi-
ellen Locus-Struktur dieser
Linie (invertierte
Sequenzwiederholung)

41




3 Dokumentation

Die bisher erwdhnten Beispiele beschreiben meiotische Instabilititen. Den Fall einer
mitotischen Instabilitdt schildert Fladung (1999). Unter 14 Pappel-(Primar)Transformanten
wurde eine Linie gefunden, in der das rolC Gen (s. Abschnitt 3.3) in einzelnen Zellen unter
Gewachshausbedingungen stochastisch eliminiert wurde. Die Ergebnisse einer detaillierten
Analyse des transgenen Locus dieser Linie lieRen Fladung vermuten, dass moglicherweise die
Existenz einer invertierten Sequenzwiederholung die relativ haufige Deletion des Transgens
verursacht. Solche intrachromosomalen Rekombinationsereignisse wurden bereits in mehreren
Studien beschrieben, allerdings mit einer sehr viel geringeren Frequenz als in der von Fladung
beschriebenen Linie (s. Abschnitt 3.6).

Vier der in Tabelle 3 aufgelisteten Publikationen (Peerbolte et al. 1987, Hanisch ten Cate et al.
1990, Renckens et al. 1992, Risseeuw et al. 1997) beschreiben Untersuchung, in denen der
Merkmalsverlust in  Kalluskulturen'' oder in aus solchen Kulturen stammenden
Sprossregeneraten beobachtet wurde. Es ist seit langerem bekannt, dass Kalluskulturen
starken genetischen und epigenetischen Veranderungen, wie chromosomalen Veranderungen,
Rekombinationen, Mutationen, gene silencing, Aktivierung von Retroelementen und
springenden Genen, unterliegen kdnnen (somaklonale Variation, s. Kaeppler et al. 2000). Da in
Gewebekulturen, die auf der Proliferation von dedifferenzierten Kalluszellen basieren, sehr viel
mehr Zellen an der Bildung neuer Gewebe beteiligt sind als in intakten Pflanzen, kénnen sich
genetische Aberrationen bei langerer Kulturdauer anreichern. Dies ist zu beachten, wenn
transgene Linien Uber solche dedifferenzierten Stadien propagiert und anschlieRend zu
Sprossen regeneriert werden. Dass Sprossregenerate aus solchen Kulturen Veranderungen in
der Struktur des transgenen Locus gegenuber den Ausgangslinien aufweisen kdnnen, zeigten
Peerbolte et al. (1987). Haufiger traten Instabilitaten in der Merkmalsauspragung in den von
Hanisch ten Cate (1990) beschriebenen Kartoffelkulturen auf, in denen eine von insgesamt
sechs Linien einen Sequenzverlust der Ubertragenen Sequenzen aus Agobacterium rhizogenes
aufwies. Es ist bekannt, dass genetische Veranderungen in geringerem Male auftreten, wenn
die in vitro-Vermehrung tber Meristemkulturen erfolgt (Goto et al. 1998).

Renckens et al. (1992) versuchten Uber eine negativ-Selektion Transposons in Petunia hybrida

zu ,,fangen“12

. Hierzu wurden transgene Petunien hergestellt, die aufgrund der Expression eines
Gens aus Agrobacterium tumefaciens bei entsprechendem Angebot bestimmter Vorstufen
toxische Mengen eines Auxins produzierten und nur im Falle einer Inaktivierung des Transgens
Uberleben konnten. Die Wissenschaftler hofften, dass eine solche Inaktivierung durch die
Insertion eines Transposons in die codierende Sequenz des Gens erfolgt. Ein solches Ereignis
wirde die Isolierung und Analyse des Transposons ermdglichen. Nach Selektion von 31
Uberlebenden Klonen stellte sich allerdings heraus, dass in 30 dieser Klone das entsprechende

Transgen in seiner Sequenz unverandert war, jedoch an vielen Stellen Methylierungen aufwies

"in dedifferenzierter Form wachsende pflanzliche Gewebekulturen
'2's. hierzu auch das Petunienexperiment von Meyer et al. (1992), Abschnitt 3.11.1

42



3 Dokumentation

und offensichtlich durch epigenetische Faktoren an der Expression gehindert wurde. Im verblei-
benden Klon hatte dagegen eine Deletion der codierenden Sequenz stattgefunden (ein
~.gefangenes” Transposon wurde in keiner der Linien gefunden). Auch wenn das Verhaltnis von
30:1 nicht als reprasentativ gelten kann, zeigt diese Studie zumindest, dass der physische
Verlust transgener Sequenzen mit einer gewissen Wahrscheinlichkeit vorkommt, jedoch im
Vergleich zu einem Expressionsverlust durch epigenetische Mechanismen eine eher seltenere

Variante der Transgen-Instabilitat darstellt.

Von einer besonders hohen physischen Instabilitdt von Agrobacterium tumefaciens T-DNA-
Sequenzen in protoplastenbirtigen-Kalluskulturen transformierter Tabak-Linien berichten
Risseeuw et al. (1997). In dieser Studie wurde versucht, Transformanten mittels negativ-
Selektion zu identifizieren, in denen eine Integration der T-DNA (iber homologe Rekombination
stattgefunden hat. Hierzu waren zunédchst Linien hergestellt worden, die ein aus E. coli
stammendes Gen fiir eine Cytosin-Deaminase enthielten. Die negativ-Selektion basiert auf der
Aktivitdt dieses Enzyms bei der Umwandlung des nicht-toxischen 5-Fluorocytosins in 5-
Fluorouracil, der Vorstufe der toxischen Substanz 5-Fluoro-dUMP. Aus Blattern dieser Linien
wurden Protoplasten hergestellt und tber den direkten Gentransfer erneut transformiert. Bei
Selektion auf 5-Fluorocytosin-haltigem Medium konnten nur solche Klone Uberleben, die das
Deaminase-Gen verloren hatten. Dies geschah allerdings nur sehr selten durch homologe
Rekombinationsereignisse, sondern in der Regel aufgrund einer Deletion des im ersten
Transformationsexperimentes erzeugten T-DNA-Locus. Anders als Renckens et al. (1992)
fanden Risseeuw et al. nicht vornehmlich durch epigenetische Mechanismen stillgelegte Loci.
Risseeuw et al. fihren die haufigen Deletionen auf somatische, intrachromosomale
Rekombinationsereignisse zwischen Mikrohomologien von wenigen Basenpaaren zurtick und
vermuten eine besondere Instabilitdt der durch A. tumefaciens erzeugten T-DNA-Loci unter

Gewebekulturbedingungen, jedoch nicht in intakten Pflanzen.

Wahrend die Ursachen flir die oben geschilderten Falle von meiotischen, physischen
Instabilitdten transgener Sequenzen in intakten Pflanzen (Spencer et al. 1992, Register et al.
1994, Srivastava et al. 1996) unbekannt sind, kénnen die Beispiele des Transgen-Verlustes in
Kalluskulturen auf Mutationen und/oder somatische Rekombinationsvorgénge zurlckgefuhrt
werden, die im folgenden Abschnitt naher erldutert werden. Solche Ereignisse bleiben in
intakten Pflanzen in der Regel unbemerkt, reichern sich hingegen, wie bereits erwahnt, in
Kalluskulturen an und kdnnen sich in bestimmten ZelLinien etablieren. Die in vitro-Verklonung
transgener Linien Uber Kalluskulturen bzw. dedifferenzierte Stadien ist deshalb hinsichtlich der

Stabilitat transgener (wie auch endogener) Merkmale mit einem Risiko behaftet.
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3.6 INSTABILITAT DURCH INTRACHROMOSOMALE REKOMBINATION UND MUTATION

Der Inhalt diese Abschnitts schlief3t direkt an einige der im vorhergehenden Kapitel
beschriebenen Beispiele an, in denen der Verlust der Transgen-Sequenzen auf somatische,
intrachromosomale Rekombinationsereignisse zurlickgefiihrt wurde. Intrachromosomale
Rekombinationen und Mutationen stellen niedrigfrequente Ereignisse dar, die zur natirlichen
genetischen Variabilitat beitragen und den Verlust (nicht nur) transgener Merkmale durch
Sequenzveranderungen und/oder -deletionen verursachen koénnen. Es wurde bereits darauf
hingewiesen, dass sich derartige Ereignisse in Kalluskulturen anreichern und etablieren

koénnen.

Dass intrachromosomale Rekombinationsvorgange, aus denen Sequenzdeletionen resultieren
kénnen, auch in somatischen Zellen intakter Pflanzen stattfinden, haben u.a. Puchta et al.
(1995b) experimentell nachweisen koénnen. Hierzu wurden zwei Teilsequenzen des bereits
erwahnten Reportergens GUS hergestellt: eine, in der das letzte Drittel (GU) und eine weitere,
deren vorderes Drittel deletiert wurde (US). Beide Sequenzen wurden anschliefend in einen
geeigneten Transformationsvektor kloniert, wobei beide Teilsequenzen durch eine
Hygromycinresistenz-vermitteinde Genkassette (HYG) getrennt wurden (Promotor-GU-HYG-
US-Terminator). Nach Ubertragung dieses Konstruktes in Pflanzen erfolgt eine GUS-Expression
nur dann, wenn interne, homologe Rekombinationsereignisse (zwischen U-U) stattgefunden
haben, durch die das ,zerlegte®* GUS-Gen, bei gleichzeitiger Deletion des Hygromycin-
Resistenzgens, wieder . repariert wurde. Mit Hilfe dieses Systems wiesen Puchta et al. in
Arabidopsis thaliana und Nicotiana tabacum nach, dass solche Rekombinationsvorgange in
samtlichen Entwicklungsphasen der Pflanze stattfinden und unter Stressbedingungen (UV,
Salzstress) unter Umstanden ansteigen konnen. Gleichzeitig wurde festgestellt, dass die
Rekombinationsrate in unabhangigen Transformanten unterschiedlich ausgepragt sein kann,
d.h. durch die Struktur des transgenen Locus und/oder den Integrationsort offensichtlich
beeinflusst wird (Puchta et al. 1995b, Ries et al. 2000).

Die Frequenz solcher Rekombinationsvorgange liegt zwischen 10 und 107 pro Zellteilung
(Peterhans et al. 1990, Gal et al. 1991, Assaad und Signer 1992, Lebel et al. 1993, Swoboda et
al. 1994, Puchta et al. 1995a).

Die mit Hilfe transgener Arabidopsis-Linien ermittelte Rate somatischer Mutationen in Pflanzen
liegt bei 10°-10" pro Basenpaar und Generation (Kovalchuk et al. 2000). Ausgehend von einer
durchschnittlichen Lange eines Gens von ca. 1000 bp ist mit einem Ausfall der Funktion in einer
GroRenordnung von 10%-10° zu rechnen. Eine Abhangigkeit der Mutationsrate vom
Integrationsort des Transgens beschreiben ebenfalls Kovalchuk et al. (2000), und bestatigen
damit die schon altere Erkenntnis, dass die Mutationsrate zwischen verschiedenen Loci im

Genom eines Organismus differieren kann (Wolfe et al. 1989, Lichtenauer-Kaligis et al. 1996).
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Eine Weitergabe genetischer Verdnderungen an die Nachkommen ist mdglich, wenn
gametenbildende Zellen des Sprossmeristems betroffen sind. Die Weitergabe von
intrachromosomalen Rekombinationsereignissen an die Nachkommen ist bereits mehrfach
nachgewiesen worden (Assaad und Signer 1992, Ries et al. 2000). In der Studie von Ries et al.
(2000), in der das bereits oben beschriebenen GUS-System zur Detektion von
Rekombinationsereignissen in Arabidopsis thaliana benutzt wurde, finden sich Frequenzen von
4-8x10°. Da Sequenzwiederholungen, die denjenigen in dem von Puchta et al. (1995b)
beschriebenen GUS-Konstrukt zumindest dhneln, in vielen Transformationsvektoren enthalten
sind und dariber hinaus natirliche Sequenzwiederholungen in pflanzlichen Genomen gehauft
auftreten, dirften Deletionen transgener Sequenzen in dieser Haufigkeit vorkommen. Da es
sich im Fall der z.B. von Assaad und Signer (1992) und Ries et al. (2000) benutzten
Modellsysteme um Rickmutationen bzw. um die Reparatur von codierenden Sequenzen
handelt, liegt die Wahrscheinlichkeit des umgekehrten Vorgangs, der Zerstérung der Funktion
eines Gens, etwa um den Faktor 10 héher. Anndherungsweise in diesem Bereich befindet sich
die Expressionsverlustrate des nptll-Gens in transgenen Tabaklinien (Conner et al. 1998). Der
Verlust wird in diesem Fall von den Autoren auf Rekombinationsereignisse zurtickgefihrt (s.
auch Abschnitt 3.12).

Durch epigenetische Faktoren bedingte Instabilitaiten kommen zweifelsohne weitaus haufiger
vor. Es ware jedoch falsch, die Bedeutung genetischer Veranderungen zu vernachldssigen,
denn auch bei allen Anstrengungen zur Vermeidung von silencing-Effekten durch diverse
Strategien bleiben Muations- und Rekombinationsereignisse als Ursache fir einen
Expressionsverlust bestehen. Dies ist insbesondere bei langlebigen Organismen wie z.B.
Geholzpflanzen zu berucksichtigen, in denen sich, anders als bei ein- oder zweijahrigen Arten,

solche Sequenzveranderungen Uber viele Jahre und Jahrzehnte anreichern kénnen.

3.7 INSTABILITAT DURCH VERWENDUNG DES CAMV35S-PROMOTORS?

Der 35S-Promotor war die erste in Pflanzen aktive regulatorische 5-Sequenz, die identifiziert
und charakterisiert wurde (Covey et al. 1981). Er ist Bestandteil des CaMV (Blumenkohlmosaik-
Virus)-Genoms und ist mit Abstand der am haufigsten in der ,griinen Gentechnik verwendete
Promotor. Das CaMV gehort zu den Pararetroviren, d.h. es befallt die pflanzlichen Zellen als ein
von einem Capsid umhillter DNA-Strang, der im Kern der Zelle in RNA-Moleklle mit
unterschiedlichen Funktionen umgeschrieben wird. Nach Verlassen des Kerns dienen diese
RNA-Molekdle (i) als Boten-RNA zur Herstellung von Capsid-Proteinen, (ii) als Boten-RNA fir
eine reverse Transcriptase und (iii) als Matrize fir die reverse Transkriptase zur Produktion
neuer viraler DNA-Molekile (Covey und Al-Kaff 2000). Der 35S-Promotor ist verbreitet, nicht
nur weil er als ziemlich starker Promotor gilt, d.h. eine hohe Expression eines Resistenzmarkers

oder des gene of interest verspricht, sondern auch aufgrund der Verfugbarkeit, da man ihn in
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unzahligen Vektoren und Genkassetten findet. Der 35S-Promotor gilt dartUber hinaus als
konstitutiv, d.h. die Gene, die unter seiner Kontrolle stehen, sollten in allen Zellen der genetisch
veranderten Pflanze exprimiert werden. Auch wenn dies nicht immer der Fall ist (z.B. Plegt und
Bino 1989), so lasst sich doch immerhin davon ausgehen, dass er zumindest in vielen Zelltypen

aktiv ist.

Die haufige Erwahnung des 35S-Promotors in Berichten Uber die Instabilitdt von Transgenen
beruht mdglicherweise jedoch nicht ausschlielllich auf seiner weiten Verbreitung. In Arbeiten
von Jorgensen (1995), Elmayan and Vaucheret (1996), English et al. (1996) und Que et al.
(1997) wird darauf hingewiesen, dass es gerade die hohe Transkriptionsaktivitdt des 35S-
Promotors sein kdnnte, die ein (posttranskriptionales) gene silencing ausldst. Die Akkumulation
von transkribierten RNA Molekillen Uber einen bestimmten Level hinaus (Threshold-Modell, s.
Waterhouse et al. 1999 und Abschnitt 3.4.3) gehort in die von vielen Wissenschaftlern

favorisierte Gruppe von Faktoren, die an der Initiierung des gene silencing beteiligt sind.

Uber einen héheren Grad der Instabilitdit des 35S-Promotors im Vergleich zu einem
Plastocyanin-Promotor (pet A) aus Pisum sativum berichten McCabe et al. (1999). Nach
Ubertragung des bar-Gens (Herbizidtoleranz) jeweils unter Kontrolle der beiden Promotoren in
Lactuca sativa ergab ein Screening der Nachkommenschaft von 163 (35S) bzw. 30 (petE)
unabhangigen transgenen Linien Uber drei Generationen einen zunehmenden Verlust der
Herbizidtoleranz in den 35S-Linien, wahrend die petA-Linien einen nur geringen Ausfall des
Merkmals aufwiesen. Die Autoren weisen allerdings daraufhin, dass dieser Unterschied nicht
notwendigerweise auf ein erhohtes silencing des 35S-Promotors zurlckgefihrt werden muss.
Vorherige Untersuchungen hatten gezeigt, dass der petE-Promotor in Nicotiana tabacum eine
im Vergleich zum 35S-Promotor weitaus starkere Reportergenexpression bewirkt (Pwee und
Gray 1993). Falls eine entsprechende Situation beziiglich der Expression des bar-Gens in
Lactuca sativa vorliegt, kann sich bei gleicher Inaktivierungsrate beider Genkassetten der glei-
che phanotypische Unterschied zeigen, wenn die 35S-gesteuerte Expression des bar-Gens
unterhalb des Levels fallt, der zur Auspragung der Herbizidtoleranz notwendig ist.
Untersuchungen zur Akkumulation des entsprechenden Enzyms wurden von McCabe et al.
(1999) jedoch nicht durchgefihrt.

Bellucci et al. (1999) verglichen die Expression eines schwefelreichen Zein-Gens aus Zea mays
(G1L) unter Kontrolle des rbcs-Promotors (rbcs=codierende Sequenz der kleinen Untereinheit
der Ribulosebisphosphat-Carboxylase) und des 35S-Promotors. Auch diese Untersuchung
prasentiert Daten, die auf eine geringere Stabilitit von Transgenen hinweisen, deren
Expression durch den 35S-Promotor kontrolliert wird, wahrend andererseits die rbcS-Linien
hohere G1L-Transkript-Mengen aufwiesen als die 35S-Linien (und damit der Theorie eines ,zu
starken” 35S-Promotor widersprechen). Die instabilen 35S-Loci wiesen in dieser Untersuchung
insgesamt einen héheren Methylierungsgrad auf als die rbcs-Loci. Bellucci et al. berichten

dariber hinaus, dass aus Transformationsexperimenten, in denen das 35S-Konstrukt
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verwendet wurde, ein hdéherer Anteil von Linien mit Integrationen multipler Kopien hervorgeht.

Die Daten sind allerdings nicht signifikant.

Der 35S-Promotor soll dartber hinaus mehrere Rekombinations-hotspots besitzen, aus denen
laut Kohli et al. (1999), Fu et al. (2000a) und Kumpatla und Hall (1999) Strangbriiche sowie
Duplikationen resultieren koénnen, die die Anfalligkeit des gesamten Locus flr epigenetische
Suppressionsmechanismen erhéhen. In Zusammenhang mit seiner viralen Herkunft sind noch
folgende Aspekte zu beachten: (i) die in Verbindung mit Pathogen-Abwehrreaktionen in
Pflanzen gebildete Salicylsaure erhdht die Transkriptionsaktivitat des 35S-Promotors (Qin et al.
1994), (ii) in CaMV-sensitiven Pflanzenarten wie Raps kann ein durch den 35S-Promotor
kontrolliertes Transgen durch eine CaMV-Infektion einem homology dependent gene silencing
unterliegen (Al-Kaff et al. 2000, s. Abschnitt 3.11.2).

Uber den 35S-Promotor sind mehr Details als iUber jede andere, in Pflanzen aktive 5'-
regulatorische Sequenz bekannt — insofern ist es nicht Gberraschend, dass sich darunter einige
befinden, die ,negative” Eigenschaften betreffen. Die erfolgreiche Verwendung des 35S-
Promotors in vielen Untersuchungen belegt zweifelsohne, dass er eine stabile Expression von
Transgenen gewahrleisten kann. Andererseits ist die sehr geringe Anzahl an
Veroffentlichungen, in denen Uber ein silencing von durch pflanzeneigene Promotoren
kontrollierten Genen berichtet wird (z.B. Brusslan und Tobin 1995/cab140 in A. thaliana, Furner
et al. 1998/Chalconsynthase-Promotor in A. thaliana, Itoh et al.1997/waxy-Promotor in Reis), im

Vergleich zum 35S-Promotor auffallig.

3.8 EINFLUSS DER TRANSFORMATIONSMETHODE AUF DIE EIGENSCHAFTEN DES TRANS-
GENEN Locus

Der Agrobacterium-vermittelte Gentransfer und der direkte Gentransfer mit Hilfe der Partikel-
Kanone stellen die zur Zeit wichtigsten Transformationsmethoden dar. Der Vorteil des
Agrobacterium-vermittelten Gentransfers wird darin gesehen, dass die Anzahl der lbertragenen
Kopien bei dieser Methode relativ niedrig ist (s. Gheysen et al. 1998). Der Anteil der Linien mit
nur einer Kopie liegt bei etwa 10% (Meyer 1995), d.h. die ldentifizierung von Linien mit
transgenen Loci von geringer Komplexitat ist vergleichsweise unproblematisch, wenn eine
ausreichend grosse Zahl transgener Linien fir die Auslese zur Verfligung steht. Bei
Verwendung direkter Gentransfer-Methoden, in denen in der Regel mit vollstandigen Plasmiden
gearbeitet wird, entstehen dagegen sehr komplexe Loci (z.B. Hiei et al. 1994, Morino et al.
1999), die eine héhere Instabilitat aufweisen.

Fir die meisten monocotylen (zu denen die wirtschaftlich wichtigen Getreidearten gehdren) und
verschiedene dicotyle Arten ist der Agrobacterium-vermittelte Gentransfer nur bedingt

anwendbar, da Agrobacterium tumefaciens zum einen wirtsspezifisch ist und zum anderen nicht
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alle Gewebe™ mit gleicher Effektivitat infiziert. Wahrend der letzten Jahre gelang es einigen
Arbeitsgruppen, spezielle in vitro-Bedingungen, unter denen Gewebe verschiedener
Getreidearten durch Agrobacterium infiziert werden konnten, zu ermitteln. Auf dieser Basis
entstanden Transformationssysteme flr Reis (Hiei et al. 1994), Gerste (Tingay et al. 1997) und
Weizen (Cheng et al. 1997). Allerdings sind diese Systeme nicht leicht zu reproduzieren, so
dass die Verwendung direkter Gentransfer-Methoden wie der Partikel-Kanone zur genetischen
Manipulation von Getreiden aktuell geblieben ist. In diesen Féllen ist bei Einsatz der bisher
Ublichen Plasmidpraparationen zur Transformation eine hoher Anteil an Linien mit komplexen
Loci in Kauf zu nehmen. Die Berichte (ber Transgen-Instabilititen sind bei diesen
Pflanzenarten deshalb besonders zahireich. Eine umfassende Zusammenstellung mit
detaillierten Angaben zu den einzelnen Untersuchungen befindet sich bei lyer et al. (2000).

In diesem Zusammenhang soll nochmals die Untersuchung von Fu et al. (2000b) erwahnt
werden, in der nur kurze, lineare DNA-Fragmente fiir die Reis-Transformation mit Hilfe der
Partikel-Kanone benutzt wurden. Die auf diese Art und Weise erzeugten transgenen Loci
wiesen eine geringere Komplexitat auf als diejenigen aus Vergleichsexperimenten, in denen mit
vollstandigen Plasmiden transformiert wurde. Hieraus ergibt sich ein Vorteil der direkten
Transformationsmethoden, bei denen im Gegensatz zum Agrobacterium-vermittelten
Gentransfer keine Notwendigkeit fir den Einsatz vollstandiger Vektoren besteht. Auf die
Tatsache, dass Vektor-Sequenzen z.T. mit hoher Frequenz zusammen mit der T-DNA im
Agrobacterium-vermittelten-Gentransfer ubertragen werden und, neben anderen Nachteilen wie
z.B. der Integration von bakteriellen Selektionsmarkern, die Stabilitdt der Genexpression
vermindern kdnnen, wurde in Abschnitt 3.4.2 bereits hingewiesen.

Einfluss auf den Komplexitatsgrad der erzeugten Loci kdnnen beim Agrobacterium-vermittelten
Gentransfer darlber hinaus auch die verwendeten Bakterienstdmme (Nopalin-Stdmme vs.
Octopin-Stdmme; Jorgensen et al. 1987), der Gewebetyp, der fur die Transformation eingesetzt
wird (Grevelding et al. 1993) sowie die Transformationsbedingungen selbst besitzen (De Neve
et al. 1997).

Fir schwer transformierbare Arten besteht unabhangig von der eingesetzten Transfor-
mationsmethode das Problem, dass sich prinzipiell nur eine geringe Anzahl von Pri-
martransformanten produzieren lasst, d.h. nur kleine Populationen transgener Klone zur
Selektion stabiler Linien zur Verflgung steht. In diesen Fallen sind Strategien von Bedeutung,
mit deren Hilfe die Komplexitat der entstehenden Loci reduziert werden kann. Neben der oben
bereits erwahnten Studie von Fu et al. (2000b) zahlt hierzu die Verwendung des PARP™-
Inhibitors Niacinamid, dessen Anwesenheit wahrend des Transformationsvorgangs zu einer
Anreicherung von Linien mit geringer Kopienzahl gefiihrt hat (De Block 1997) und der Ansatz

von Srivastava et al. (1999, 2001), in dem durch eine Kombination der zu Ubertragenen

" pei einigen Arten gelingt die Regeneration von Sprossen nur aus jungen oder meristematischen
Geweben, die sich weniger gut fir die Transformation mit A. tumefaciens eignen.
1 polyADP-Ribose-Polymerase, ein Enzym des DNA-Reparatursystems (de Murcia et al. 1994)
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Sequenzen mit flankierenden lox-Erkennungsstellen single-copy-Linien mit hoher Effektivitat

erzeugt werden konnten.

3.9 EINFLUSS DES GENETISCHEN HINTERGRUNDES DES EMPFANGERORGANISMUS AUF DIE
MERKMALSSTABILITAT EINES TRANSGENS

3.9.1 Bedeutung phylogenetischer Unterschiede zwischen Spender- und

Empféangerorganismus

Aus Sicht des Anwenders besteht in der Moglichkeit, Artbarrieren Gberbriicken zu kénnen, ein
groBes Potenzial. Das DNA-Molekil wird als universeller genetischer Code (fast) aller
Lebensformen bezeichnet — im Prinzip korrekt, allerdings koénnen DNA-Sequenzen
Eigenschaften besitzen, die auf posttrankriptionaler und/oder translationaler Ebene zu
Problemen bei der Expression in einer heterologen Wirtspflanze flihren (s. Koziel et al. 1996).
Verantwortlich sind hierfir auf posttranskriptionaler Ebene z.B. unterschiedliche
Regulationsmechanismen bei der RNA-Prozessierung, wie abnormales splicing (Haseloff et al.
1997), vorzeitige Polyadenylierung (Jarvis et al. 1997), mRNA-Instabilitdt (Murray et al. 1991)
oder Unterschiede im codon usage zwischen Spender- und Empfangerorganismus (Perlak et al.
1991), auf translationaler Ebene eine erhéhte Rate von Aminosaure-Substitutionen oder
Leserasterverschiebungen durch fehlerhafte Bindung der Aminoacyl-tRNA (Kurland und Gallant
1996, Barak et al. 1996).

Probleme auf posttranskriptionaler Ebene werden mit einem hohen AT-Gehalt der codierenden
Bereiche in Verbindung gebracht, nach Luehrsen und Walbot (1994) stellen AU-reiche Motive
der mRNA Prozessierungssignale dar. In Anbetracht der Unterschiede, die bezlglich der
Regulation der RNA-Prozessierungmechanismen zwischen verschiedenen Organismen
bestehen, ist es nicht Uberraschend, dass es im Fall der Expression eines Transgens in einem
heterologen System aufgrund spezifischer Sequenzeigenschaften zu einer Blockierung oder

einer Verringerung der Genexpression kommen kann.

Derartige Schwierigkeiten traten z.B. wiederholt bei der Expression von Bt15-Toxingenen in
Pflanzen auf. In den ersten Untersuchungen zur Expression von nativen Bt-Toxingenen wurden
sehr niedrige mMRNA-Level und infolgedessen eine fiir Anwendungszwecke nur unzureichende
Proteinakkumulation festgestellt (Barton et al. 1987, Vaeck et al. 1987). In spateren Studien
wurde die Existenz von ,abnormalen“ Prozessierungssignalen in der Bt-Sequenz
nachgewiesen, die ein fehlerhaftes splicing (van Aarssen et al. 1995) und einen mRNA-Abbau
(Murray et al. 1991, De Rocher et al. 1998) verursachten. Diehn et al. (1998) berichten dartber

hinaus Uber eine frihzeitige Polyadenylierung des cry1A(c)-Bt-Toxingens. Geldst wurden diese

1 crystal protein-Gene aus Bacillus thuringiensis
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Probleme durch die Herstellung synthetischer Versionen der Gene mit erhdhtem GC-Gehalt
(Perlak et al. 1993, lannacone et al. 1997).

Elomaa et al. (1995) beschreiben Transformationsexperimente, in denen wei3blihende
Petunien mit dem A71-Gen aus Zea mays und dem gdfr-Gen aus Gerbera unter Kontrolle des
CaMV35S-Promotors transformiert wurden. Beide Gene codieren fir das Enzym
Dihydroflavonol-4-Reduktase, dessen Aktivitat eine lachsrosa Blutenfarbe (Pelargonidin) in den
transgenen Linien bewirkt. Die Gene wurden jeweils in den gleichen Transformationsvektor
kloniert, um Einflisse durch spezifische Vektoreigenschaften auszuschlieen. Alle erzeugten
Linien produzierten in ihren Bliten mehr oder weniger grole Mengen Pelargonidin. Zwischen
den A1- und gdfr-Linien ergaben sich jedoch phanotypische Unterschiede: Die Bliten der A1-
Transformanten waren haufig blass und variabel beziiglich der Pigmentierung, wahrend die
Bliten der gdfr-Transformanten durchgehend intensiv und stabil gefarbt waren. Die Instabilitat
der Blitenfarbung in den A1-Linien war mit Methylierungen sowohl des 35S-Promotors als auch
der codierenden Region assoziiert. Im Fall der gdfr-Linien wurden vereinzelt Methylierungen im
Promotor gefunden, jedoch keine in der gdfr-codierenden Sequenz. Die Autoren schliefen aus
ihren Ergebnissen, dass die Eigenschaften des A1-Gens selbst verantwortlich fur das
bevorzugte silencing sein missen. Die aus der dikotylen Gattung Gerbera stammende gdfr-
Sequenz besitzt moglicherweise eine groRere Kompatibilitdit zum Genom der Petunie und wird
von diesem ,akzeptiert’. Das GC-reiche A1-Gen aus Zea mays (die monokotylen Graser
besitzen einen hoheren GC-Gehalt als dikotyle Arten) wird hingegen als fremd identifiziert und

~Stillgelegt®.

Die zu Beginn dieses Abschnittes erwdhnten Beispiele zur Expression von Bt-Sequenzen in
Pflanzen werden in der Regel nicht in die Kategorie Transgen-Instabilitdt eingeordnet. In
diesem Fall beruht die unzureichende Expression des Gens auf Regulationsprozessen, die
frihzeitig erkannt und durch spezifische Veranderungen der betreffenden Sequenzen
umgangen bzw. dem Empfangerorganismus ,angepasst‘ wurden. Die Untersuchung von
Elomaa et al. (1995) wird hingegen haufig in Publikationen zum Thema gene silencing zitiert,
wohl auch deshalb, weil hier offensichtlich ebenfalls epigenetische Mechanismen eine
Inaktivierung des A1-Gens verursachen. Andererseits besteht ein deutlicher Unterschied
zwischen den auf ,zufalligen“ Ereignissen (Position und Locus-Struktur) beruhenden gene
silencing-Effekten (s. Abschnitt 3.4.1), die in jeder transgenen Linie unterschiedlich ausgepragt
sind, und der in allen von Elomaa et al. beschriebenen Petunien-Linien starken Inaktivierung
des A1-Gens. Auch ohne dass bislang eine Aufklarung der zugrundeliegenden Mechanismen
stattgefunden hat, lasst sich feststellen, dass hier eine generelle Regulation vorliegt, von der
samtliche Linien, wie auch im Fall der Expression des Bt-Toxin-Gens, betroffen sind, und dass

diese mit dem genetischen Hintergrund des Empfangerorganismus in Verbindung steht.

Ein Beispiel, das unter Umstanden ebenfalls dieser Kategorie entspricht, beschreiben Kéhne et

al. (1998). In diesem Fall erfolgt eine Inaktivierung des Transgens (das aus Streptomyces
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viridochromogenes stammende Herbizid-Resistenzgen pat41) in allen transgenen (Tabak)-
Linien nach Aufzucht der Pflanzen bei 37°C. Eine Aufklarung dieser Inaktivierung steht noch
aus, die bisher vorliegenden Ergebnisse sprechen gegen epigenetische
Regulationsmechanismen. Auch ist nicht geklart, ob die Temperatursensitivitat des pat41-Gens
mdglicherweise auch im Spenderorganismus selbst vorliegt. Ob der fremde genetische
Hintergrund tatséchlich verantwortlich ist, ist demnach noch offen. Da es sich hier um einen

Umwelteffekt handelt, wird dieses Beispiel in Abschnitt 3.11.1 detaillierter beschrieben.

3.9.2 Genotypenabhangigkeit

Die Inaktivierung bzw. der Expressionsverlust von Transgenen wurde in einem breiten
Spektrum verschiedenster Pflanzenarten gefunden (s. Reviews von Matzke et al. 1994, McElroy
und Brettell 1994, Pawlowski und Somers 1996, lyer et al. 2000). Der Nachweis der Beteiligung
genetischer Faktoren (Dehio und Schell 1994) und die Selektion von Mutanten (Elmayan et al.
1998, Furner et al. 1998, Mittelsten-Scheid et al. 1998), in denen bestimmte Formen des gene
silencing nicht realisiert werden, zeigen, dass diese Vorgange unter genetischer Kontrolle
stehen. Es ist daher zu erwarten, dass es diesbeziglich auch eine genetische Variabilitat gibt,
die sich in unterschiedlichen Genotypen und Spezies in verschiedenen Reaktionsmustern des
gene silencing duflert. Darlber hinaus hat jede Pflanzenart spezifische Eigenschaften beziglich
der Genom-Organisation, die Einfluss auf den Typus der Transgen-lnaktivierung und die
Frequenz, mit der solche Ereignisse stattfinden, besitzen kdénnen. Die Struktur pflanzlicher
Genome sowie ihre GroRRe sind hoch variabel, ebenso der Anteil heterochromatischer oder

repetitiver Bereiche.

Eine spezies-abhangige Instabilitdt vermuten Kumar und Fladung (2001) aufgrund der
Ergebnisse einer Studie, in der die Stabilitdt des morphologischen Markers rolC (s. Abschnitt
4.2) unter Kontrolle des 35S-Promotors (ber einen Zeitraum von 5-6 Jahren in transgenen
Hybrid- und Wild-Linien der Gattung Populus ermittel wurde. Insgesamt wurden 15 transgene
Linien der Hybride Populus tremula x P. tremuloides und 7 transgene Linien der Wildart
Populus tremula untersucht. Wahrend nur 4 der 15 Hybridlinien Merkmalsverluste des
Transgens zeigten, verhielten sich 6 der 7 Wildart-Linien instabil und revertierten zum Wildtyp.
Auch Cherdshewasart et al. (1993) berichten iber eine hdhere Rate an instabilen Linien bei
transgenen Nicotiana plumbaginifolia-Linien im Vergleich zu Nicotiana tabacum unter gleichen
Bedingungen. In beiden Studien lasst sich allerdings nicht von signifikanten Unterschieden
zwischen den verschiedenen Arten sprechen, da die Zahl der jeweils untersuchten Linien fir

eine statistische Absicherung zu niedrig war.

Dass auch geringe Unterschiede im genetischen Hintergrund Einfluss auf die Auspragung von
gene silencing-Effekten besitzen kénnen, zeigen Untersuchungen zur Antisense-Suppression
(s. Abschnitt 2.2) eines Enzyms aus der Starkesynthese in Kartoffeln (GBSSI, granule bound

starch synthase |, Wolters und Visser 2000). Mit Hilfe der Antisense-Strategie wurden gezielt
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instabile Loci produziert, deren Eigenschaften in einigen Linien einen mehr oder weniger
vollstdndigen Expressionsverlust sowohl des (Antisense-)Transgens als auch des homologen,
pflanzeneigenen Gens verursachen (ein Enzym lasst sich hierdurch ,ausschalten® und seine
Funktion auf diese Weise ermitteln). Das Antisense-GBSSI-Gen wurde in 13 verschiedene
Kartoffel-Sorten Ubertragen. Eine Evaluierung von insgesamt 1315 unabhangigen transgenen
Linien ergab, dass sich der prozentuale Anteil an Linien, in denen eine Suppression des
pflanzeneigenen GBSSI-Gens zu beobachten ist, zwischen den einzelnen Sorten signifikant
unterscheidet. Diese Ergebnisse erharten die Vermutung, dass das Phanomen gene silencing

einer genetischen Kontrolle unterliegt.

Die Ergebnisse einer Untersuchung von Mittelsten-Scheid et al. (1996) weisen darauf hin, dass
auch verschiedene Ploidiegrade derartige Prozesse beeinflussen kdnnen: 10% der ftriploiden
Nachkommen einer Kreuzung zwischen einer hygromycinresistenten (35S-hph), stabil
exprimierenden, homozygoten Arabidopsis Linie mit einem tetraploidem Wildtyp zeigten einen
Verlust der Hygromycinresistenz. Eine ahnliche ,Stilllegung“ der Genexpression ist aus der
klassischen Genetik bekannt. Eine Erhdhung des Ploidielevels in Mais kann sowohl zur
Expressionssteigerung als auch zur Suppression bestimmter Gene flihren (Guo et al. 1996).
Auch die Beobachtung, dass polyploide Formen durch ein Abschalten ,Uberschissiger® Gene
,diploidisiert* werden, ist in diesem Zusammenhang zu erwahnen (Wilson et al. 1983, Soltis und
Soltis 1993). Bei diesen Regulationsprozessen wird ebenfalls eine Beteiligung epigenetischer

Faktoren vermutet (Comai 2000).

Der Einfluss der Ploidiestufe ist nicht nur vor dem Hintergrund maoglicher Auskreuzungen von
Transgenen und damit einhergehenden méglichen Anderungen des Expressionsverhaltens im
neuen genetischen Hintergrund von Interesse. Es ist von vielen Arten bekannt, dass der
Ploidiegrad einzelner Zellen eines Individuums in Abhangigkeit vom Entwicklungszustand (De
Rocher et al. 1990, Gilissen et al. 1993) und von exogenen Faktoren (Smulders et al. 1994)
erheblich differiert. Auf den Einfluss solcher Ploidieunterschiede wird im folgenden Kapitel

eingegangen, da es sich hier um einen entwicklungsspezifischen Einfluss handelt.

3.10 ENTWICKLUNGSSPEZIFISCHE EINFLUSSE AUF DIE STABILITAT

Auch wenn die Entwicklung einer Pflanze das Ergebnis einer Interaktion zwischen endogenen
und exogenen Faktoren darstellt, werden aus Griinden der Ubersichtlichkeit
entwicklungsspezifische Einflisse und Umweltfaktoren (s. Kapitel 3.11) in getrennten
Abschnitten behandelt. Waren Zusammenhdnge zwischen beiden Faktoren Inhalt der

Fragestellung einer Untersuchung, wird darauf hingewiesen.

Im vorigen Kapitel wurden mdgliche Einflisse des Ploidiegrades auf die Expressions-Stabilitat
von Transgenen in Verbindung mit dem genetischen Hintergrunds bereits diskutiert und auf die

Tatsache hingewiesen, dass der Ploidiegrad einzelner Zellen einer Pflanze in Abhangigkeit vom
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Entwicklungszustand (De Rocher et al. 1990, Gilissen et al. 1993) und von exogenen Faktoren
(Smulders et al. 1994) erheblich differieren kann. Cytometrische Bestimmungen haben
ergeben, dass bei einigen Arten der DNA-Gehalt einzelner Organe auf den 128fachen Wert des
haploiden Genoms antsteigen kann (Damato 1985). Auch bei Arabidopsis thaliana ist dieser als
Polysomatie bezeichnete Vorgang ausgepragt (Galbraith et al. 1991, Arumuganathan und Earle
1991, Melaragno et al. 1993). Mdglicherweise bestehen hier Verbindungen zu diversen Er-
scheinungen des epigenetischen gene silencing.

Dies unterstiitzen auch Ergebnisse einer Studie zur Antisense-Suppression des bereits in
Abschnitt 3.9 erwahnten GBSSI-Enzyms in Kartoffelknollen (Kuipers et al. 1991).
Kartoffelknollen weisen in Abhangigkeit von den &dusseren Bedingungen einen
unterschiedlichen Ploidiegrad auf. Bei Mikroknollen, deren Entwicklung unter in vitro
Bedingungen induziert werden kann, findet man den fiir Saatkartoffeln Ublichen tetraploiden
Zustand (4C) wahrend Kartoffelknollen aus dem Feldanbau Ploidiestufen von 8C bis 32 C
aufweisen konnen (Hovenkamp-Hermelink et al. 1988). Darauf, dass im Verlauf dieser
Aufregulierung mit der zunehmend hdéheren Kopienzahl des Transgens auch der
Expressionslevel und dadurch auch der Suppressionseffekt ansteigt (siehe Abschnitt 3.4.4),
weisen die Untersuchungen von Kuipers et al. (1991) hin, in denen unter Freilandbedingungen
ein starkeres silencing des endogenen GBSSI-Gens beobachtet wurde.

In diesem Fall war eine derartige Wirkung erwlnscht. Beruht der veranderte Phanotyp einer
transgenen Pflanze dagegen auf der enzymatischen Aktivitat oder der Akkumulation eines

fremden Proteins, dussern sich derartige Prozesse als Expressionsinstabilitat.

Die Antisense-Suppression des GBSSI ist das einzige bisher publizierte Beispiel, in dem ein
Zusammenhang zwischen gene silencing und der entwicklungsabhangigen Veranderung der
Ploidiestufe hergestellt wird (s. Tabelle 4). Die Arbeit reiht sich andererseits ein in die das
Thema ~Entwicklungsspezifische Einflisse* dominierende Gruppe derjenigen
Veroffentlichungen, in denen Untersuchungen zur Co- oder Antisense-Suppression
pflanzeneigener Gene oder Virus-Sequenzen beschrieben werden. Co- und Antisense-
Suppression basieren auf posttranskriptionalen Prozessen der epigenetischen Genregulation
(PTGS, s. Abbildung 1). Die in Tabelle 4 dokumentierten Untersuchungen enthalten in der
Regel die entsprechenden Nachweise hierfiir (run-on transcription). Transgene, die dieser Art

von Einfluss unterliegen, bewirken prinzipiell ahnliche Phdnomene:

1. Die Pflanzen zeigen in jungen Stadien der Entwicklung zun&chst eine normale Expression

bzw. keine Suppression,

2. Nach unterschiedlich langen Zeitraumen tritt ein Verlust oder eine Verringerung der
Expression (bzw. Beginn der Suppression) ein, entweder gleichmaRig in allen Individuen
(Elmayan und Vaucheret 1996, Balandin und Castresana 1997) oder stochastisch in einzelnen
Individuen einer Nachkommenschaft und in einzelnen Zellen/Gewebebereichen der Pflanzen
(Palauqui et al. 1996, Kunz et al. 1996).
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3. Der Suppressions-Effekt stabilisiert sich und breitet sich u.U. systemisch aus.

4. Nach Abschluss der vegetativen und generativen Phase dieser Generation (bei den meisten
der bisher beschriebenen Fallen handelt es sich um einjahrige Pflanzen) findet eine Reversion

wahrend der frilhen Samenentwicklung statt, der Verlauf beginnt von neuem.

In der Regel wurde der CaMV35S-Promotor zur Kontrolle der Gene verwendet - moglicherweise
ist hierin der Gund zu sehen, warum der silencing Effekt in verschiedenen Pflanzenarten jeweils
in vergleichbaren Entwicklungsphasen zu beobachten ist. In einigen Fallen ist allerdings auch
eine lokale Suppression in bestimmten Geweben festgestellt worden (Gaffe et al. 1997, Smith
et al. 1990, van der Krol et al. 1990).

Einmal initiiert, kann der Suppressionseffekt sehr stabil sein und halt auch wahrend einer
kinstlichen (bei einjahrigen Pfanzen) Verlangerung der vegetativen Phase an. Dies zeigen
Untersuchungen, in denen aus supprimierten Blattern in vitro-Pflanzen regeneriert wurden.
Solche Pflanzen behalten den supprimierten Status bei und revertieren nicht in den aktiven
Zustand. Erst nach einer Meiose bzw. wahrend der frihen Embryogenese findet eine Reversion
in den aktiven Zustand statt (Dehio und Schell 1994, Kunz et al. 1996, Balandin and Castresana
1997). Die Reversion ist, im Gegensatz zum silencing-Effekt, kein stochastisches Ereignis.

Der mit einer Co/Antisense-Suppression in Zusammenhang stehende Verlauf des
posttranskriptionalen gene silencing wahrend der Entwicklung der Pflanzen stimmt mit den z.Z.
aktuellen Modellen der dem gene silencing zugrundeliegenden Mechanismen gut Uberein. Die
Arbeit von Elmayan und Vaucheret (1996), in der ausschlief3lich Linien untersucht wurden, die
nur eine einzelne Kopie enthielten, macht darUber hinaus deutlich, dass das
posttranskriptionale silencing und der entwicklungsabhangige Verlauf dieses Phanomens nicht

mit einem homology dependent gene silencing in Verbindung stehen muss.

Die Dominanz des posttranskriptionalen silencing in Verbindung mit entwicklungsspezifischen
Einflissen ist zwar auffallig, wahrscheinlich aber kein Anzeichen dafiir, dass es andere Formen
der Instabiltat hier seltener gabe. Der Grund hierfir liegt zum einen eher darin, dass die
entwicklungsabhangige Expressionsinstabilitdt zuerst in Studien zur Co-Suppression gefunden
wurde (de Carvalho et al. 1992) und solche neuen Erkenntnisse oft ein follow up von
Untersuchungen mit dhnlichen Inhalten bewirken. Zum anderen ist eine dauerhafte Suppression
haufig gerade das Ziel einer Co- oder Antisense-Strategie, etwa im Fall der Erzeugung einer
Virus-Resistenz (Pang et al. 1996), in der durch Co-Suppression die Aktivitat der viralen Gene
stillgelegt werden soll. Es ist naheliegend, den Verlauf der Suppression wahrend der
Entwicklung der Pflanze in solchen Projekten zu analysieren, um festzustellen, ob ein
dauerhafter Schutz vor dem Pathogen besteht. Dass auch andere Varianten des gene
silencing mit entwicklungsspezifischen Einflissen in Verbindung stehen kdnnen, zeigen die
Untersuchungen von De Neve et al. (1999), in denen im Gegensatz zu den Co-
Suppressionsarbeiten nach Linien gesucht wurde, die das gene of interest stabil expri-

mieren. Die Situation erscheint hier etwas komplexer, da jede der untersuchten Linien einen
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spezifischen Verlauf der Transgen-Suppression aufwies. Die Autoren vermuten, dass hier
transkriptionale und posttranskriptionale Mechanismen involviert sein kénnen. Dass
epigenetische Mechanismen an der Transkriptionskontrolle beteiligt sind, ist flir verschiedene
Gene in Pflanzen gezeigt worden (Meyer 2000). Ein entsprechender Einfluss solcher Mecha-
nismen auf die Expression eines Transgens, in Abhangigkeit von der Position im Genom und

der Entwicklungsphase der Pflanze, ist deshalb zu erwarten.

Das Phanomen, dass silencing-Effekte im Verlauf der Entwicklung einer Pflanze variieren
kénnen, bereitet ebenso wie die im folgenden Abschnitt dokumentierten Beispiele fir
Umwelteinflisse Schwierigkeiten bei der Beurteilung von Angaben zur Haufigkeit, mit der
Expressionsinstabilititen von Transgenen in Pflanzen aufreten konnen. Dieser Umstand wird in
Abschnitt 3.12 ausflhrlicher diskutiert.

3.11 EINFLUSSE DURCH UMWELTFAKTOREN
3.11.1 Abiotische Faktoren

Ziel des ersten in Deutschland durchgefihrten Freisetzungsexperimentes war die Identifizierung
eines ,springenden Gens“ (Transposon) aus Petunia hybrida. Hierzu hatte die Arbeitsgruppe
von Peter Meyer ein Gen fiir die Dihydroflavonol-4-Reductase (A1) aus Zea mays als JFalle“®in
eine weillblihende Petunia-Mutante Ubertragen. Infolge der Aktivitat des Enzyms wird die
Anthocyanvorstufe Dihydrokaempferol zu Leukopelargonidin reduziert, welches wiederum
petunieneigene Enzyme in ein lachsrotes Pelargonidinpigment umwandeln kénnen (Meyer et al.
1987). ,Springt“ nun ein Transposon in das Transgen hinein und zerstort dabei seine Funktion,
sollte die regenerierte Petunie nicht lachsrote, sondern wiederum weifl3e Bliten aufweisen. Aus
Pflanzen, in denen ein solches (seltenes) Ereignis stattgefunden hat, lasst sich das Transposon
mit Hilfe der angrenzenden, bekannten A1-Sequenzen isolieren.

Der Freisetzungsversuch nahm einen nicht erwarteten Verlauf (Meyer et al. 1992): Von 31000
lachsrot-blihenden Petunien zeigte nicht, wie erhofft, nur ein kleiner Bruchteil eine Reversion
zum urspringlich weil3bliihenden Phanotyp. Je nach Zeitpunkt der Evaluierung (Juni-August)
verloren bis zu etwa 60% der Pflanzen die lachsrote Farbung mit unterschiedlicher Intensitat,
d.h. es entstanden schwach gefarbte, sektorierte und gefleckte Phanotypen. Vier Pflanzen
bildeten Uber den gesamten Zeitraum reinweile Bliten — die A1-Sequenzen dieser Pflanzen
enthielt jedoch kein Transposon, sondern eine Deletion von 80 Basenpaaren. Ein Verlust der
Blitenfarbe war in der gleichen Linie bereits zuvor unter Gewachshausbedingungen beobachtet
worden, allerdings mit einer Frequenz von hdéchstens 5%. Eine detaillierte Analyse des
transgenen Locus dieser Linie ergab, dass (i) eine Integration einer einzelnen Kopie des

Transformationsvektors mit den Genkassetten 35S-A1/nos-nptll vorlag und (ii) Individuen mit

"6 5. auch den Versuch von Renckens et al. 1992, Abschnitt 4.4
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schwacher gefarbten Bluten einen erhdhten Methylierungsgrad im Bereich der Ubertragenen
Sequenzen aufwiesen (Meyer und Heidmann 1994). Welcher Faktor letztendlich fiir die erhdhte
Methylierung bzw. Inaktivierung der Transgene unter Freilandbedingungen verantwortlich war,
wurde nicht endgiiltig geklart. Da auch im Gewachshaus wahrend der Aufzucht der Linie
Temperaturen von bis zu 48°C geherrscht hatten, wird ein Einfluss durch hohere

Lichtintensitaten im Freiland favorisiert (Meyer et al. 1992, Meyer und Heidmann 1994).

Die Untersuchungen von Meyer et al. gehoéren neben den Arbeiten zur Co-Suppression und zur
Wechselwirkung zwischen transgenen Loci und damit einhergehenden gene silencing-Effekten
(Matzke et al. 1989) zu den Pionierarbeiten auf dem Gebiet der Transgen-Stabilitat, weil hier,
auch wenn dies zunachst unbeabsichtigt war, die Bedeutung von Freilandexperimenten und
Umweltbedingungen deutlich wurde. Parallel zu den Untersuchungen von Meyer et al. stellten
auch andere Gruppen einen Einfluss der Lichtverhaltnisse auf die Expressionsstabilitat fest
(Arbeiten zur Antisense- und Co-Suppression der Chalconsynthase in Petunien, Mol et al. 1989,
van der Krol et al. 1990). Entsprechend der Situation im Fall der Freiland-Petunien von Meyer et
al. war eine starkere Suppression des Chalconsynthase-Gens unter hohen Lichtintensitaten zu

beobachten.

Die in Tabelle 5 dokumentierten Beispiele zeigen, dass neben der Lichtintensitat (s.o., sowie
Dorlhac de Borne et al. 1994 und De Carvalho et al. 1995) auch die Temperatur eine Rolle als
beeinflussender Faktor spielt (Walter et al. 1992, Neumann et al. 1997, Kéhne et al. 1998,
Conner et al. 1998, Morino et al. 1999, Meza et al. 2001). Einen eher unerwarteten Einfluss auf
die Stabilitdt der Expression besitzen aber auch einige zunachst trivial erscheinende
Behandlungsmethoden, etwa die Art des Umtopfens (Brandle et al. 1995) oder die
Keimungsbedingungen der Samen (in vitro vs. Gewachshaus, Hart et al. 1992, Palauqui und
Vaucheret 1997). Die Ergebnisse der Untersuchungen von Conner et al (1998), Morino et al.
(1999) und Meza et al. (2001) weisen dariiber hinaus auf die Bedeutung der Bedingungen hin,
unter denen die Mutterpflanzen der getesteten Samen aufgewachsen sind. In allen drei Fallen
wurde der Einfluss der Temperaturerhbhung wahrend der Aufzucht untersucht. Einen
deutlichen Zusammenhang fanden Conner et al. (1998) in transgenen Tabaklinien und Morino
et al. (1999) in Reis. Die Daten von Meza et al. (2001) aus Versuchen an Arabidopsis thaliana
hingegen zeigen, dass eine erh6hte Temperatur sowohl negativen als auch positiven Einfluss
auf die Stabilitédt des untersuchten Merkmals (nptll) besitzen kann.

Die von Conner et al. (1998) untersuchten Linien enthielten nur 1-2 Kopien der T-DNA, d.h.
diese Linien waren zuvor aus einer groReren Population transgener Pflanzen durch Analysen
auf molekulargenetischer Ebene ausgelesen worden. Die Verlustraten des Transgens (nptll) in
diesen Linien waren dementprechend niedrig und lagen im Fall der ohne Temperaturstress
aufgewachsenen Pflanzen im Frequenzbereich von genetischen Veranderungen, wie
Mutationen und somatischen Rekombinationsereignissen (10'4—10'7, s. Abschnitt 3.6). Ob

genetische Veranderungen der Sequenz oder niedrigfrequente, epigenetische gene silencing-
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Effekte Ursache des Merkmalsverlustes waren, wurde nicht untersucht. Die Frequenz von 3x10°
%in temperaturgestressten Pflanzen liegt hingegen Uber den aus der Literatur bekannten Daten
fur genetische Veranderungen, obwohl Umweltfaktoren durchaus einen Einfluss auf die Rate
derartiger Ereignisse besitzen kénnen (Puchta et al. 1995b, Ries et al. 2000, Kovalchuk et al.
2000). Moglicherweise sind in diesem Fall sowohl genetisch als auch epigenetisch bedingte
Instabilitdten beteiligt. Conner et al. (1998) vermuten einen Einfluss durch Temperatur-

und/oder Trockenstress wahrend der Embryonalentwicklung der Nachkommen.

Einige der in Tabelle 5 dokumentierten Arbeiten beschreiben Effekte, die weder die Ublichen
Merkmale eines epigenetischen gene silencing aufweisen, noch mit Deletionen oder Mutationen
der entsprechenden Sequenzen in Verbindung gebracht werden konnten (Walter et al. 1992,
Neumann et al. 1997, Kéhne et al. 1998). Eine Aufklarung dieser Vorgange, die im folgenden
naher beschrieben werden steht noch aus (Inge Broer, pers. Mittteilung):

(i) Neumann et al. (1997) berichten Uber die Temperatursensitivitdt von Genkassetten, die das
nptll-Gen unter Kontrolle des nos-Promotors und das Luziferase-Reportergen (/uc) unter
Kontrolle des CaMV35S-Promotors oder eines rbcS-Promotors aus Sojabohnen enthielten.
Nach Ubertragung dieser Konstrukte in Tabak fanden Neumann et al., dass ca. 40% der Linien
nach einer Warmebehandlung von 37°C uber 2-3 Stunden sowohl die nptll- als auch die
Luziferaseaktivitdt einstellten. Die Inaktivierung war reversibel, nach zwei Stunden
anschlieBender Kultivierung bei 25°C war die volle Aktivitat wiederhergestellt. Die Eigenschaft
shitzeempfindlich® war vererbbar, bei einigen Linien auch entwicklungsabhangig.
Veranderungen des Methylierungsmusters wurden nicht gefunden und der mRNA-Level beider
Gene stieg wahrend der Warmebehandlung an; damit Iasst sich dieses Phanomen in keines der
z.Z. diskutierten gene silencing-Modelle einordnen. Obwohl die in dieser Untersuchung
verwendeten Genkassetten in vielen Arbeitsgruppen benutzt werden, sind bislang keine
ahnlichen Falle dieser Art beschrieben worden (das Ergebnis wurde allerdings in anderen
Arbeitsgruppen reproduziert, pers. Mitteilung Inge Broer).

(i) In einer Arbeit von Kohne et al. (1998) wird ein Verlust der Expression des Phosphinothricin-
Acetyltransferasegens (pat41) aus Streptomyces viridochromogenes in transgenen Tabaklinien
nach Kultivierung unter moderat erhéhter Temperatur beschrieben. Die Expression des pat-
Gens erzeugt, wie auch das bereits erwadhnte bar-Gen, in transgenen Pflanzen eine Resistenz
gegenlber dem Herbizid Glufosinat-Ammonium (Basta). In samtlichen Tabaklinien, die das
pat41-Gen unter Kontrolle des 35S-Promotors exprimierten, war nach 10tagiger Kultivierung bei
37°C eine starke Reduktion der Herbizidresistenz sowie des pat47-mRNA Levels zu
beobachten. Der Verlust der Expression war auch hier reversibel - nach 2 Tagen Kultivierung
bei 24°C hatte die pat-Aktivitat in allen Pflanzen den urspringlichen Wert wieder erreicht. Ein
synthetisches pat-Gen (patS), das beziiglich des codon usage fiir die Expression in Pflanzen
optimiert worden war, zeigte dagegen dieses Verhalten nicht. Methylierungen im transgenen

Locus warmebehandelter pat471 - Pflanzen wurden nicht gefunden. Durch die codon-usage
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Anpassung besitzt das patS einen niedrigeren GC-Gehalt als pat41. Ob hierdurch auch eine
Anpassung an den GC-Gehalt des genetischen Hintergrundes von Nicotiana tabacum erfolgte,
ist nicht ausgeschlossen (s. hierzu auch Abschnitt 3.9). Eine Erklarung fir die

Temperatursensitivitat des pat471-Gens steht noch aus.

Trotz der seit mehreren Jahren existierenden Hinweise auf verschiedene Einflisse abiotischer
Faktoren auf die Gen-Stabilitdt wurde erst in letzter Zeit damit begonnen, zielgerichtete und
systematische Untersuchungen zu dieser Fragestellung durchzufiihren. In einigen der friheren
Studien ist der ,zufallige® Charakter der présentierten Ergebnisse offensichtlich. Andererseits
zeigen gerade die Ergebnisse der Untersuchung von Meza et al. (2001), wie weit man von
einem Verstandnis der Wirkungsweise von Umweltfaktoren bei der Beeinflussung der Stabilitat

von (Trans)genen entfernt ist.

Transgene Geholzpflanzen wurden bislang nicht in derartige Studien einbezogen. Aufgrund der
langen Generationsdauer sind Geholze generell fiir experimentelle Studien zur (Trans)Gen-
Stabilitdt wenig geeignet — dementsprechend wenige Publikationen befassen sich mit dieser
Fragestellung. Andererseits sind gerade Gehodlzpflanzen mehr als 1-2jdhrige krautige
Pflanzenarten Uber z.T. extrem groBe Zeitrdume, in denen sich sowohl genetische als auch
epigenetische Veranderungen anreichern konnen, verschiedensten Umweltbedingungen
ausgesetzt. In diesem Bereich besteht erheblicher Forschungsbedarf.

3.11.2 Biotische Faktoren

Die im vorigen Kapitel dokumentierten Auswirkungen abiotischer Umweltfaktoren, z.B. Stress
und Temperaturerhbhung, lassen Einflisse von Seiten biotischer Faktoren auf die
Expressionsstabilitat gleichfalls erwarten. Auf Insektenfra® und Pathogenbefall reagiert die
Pflanze mit der Expression einer Reihe spezifischer PR- (pathogenesis-related) und
wundinduzierbarer Gene. Uber Interaktionen zwischen Transgen-Instabilititen und
Insektenbefall oder Pilzinfektionen existieren bislang keine Berichte, wohl aber Uber die
Inaktivierung von Transgenen durch Virusinfektionen (Al-Kaff et al. 2000). Diese Form der
Instabilitat steht in Zusammenhang mit der engen Beziehung zwischen dem gene silencing und
der pflanzlichen Virusabwehr. Das silencing viraler Gene gehort zum natirlichen Repertoire der
pflanzlichen Pathogenabwehr, und die zugrundeliegenden Mechanismen werden im Zuge der
Untersuchungen zum transgenen gene silencing zunehmend klarer (Covey und Al-Kaff 2000,
Marathe et al. 2000a/b).

Dass virale Sequenzen und homologe, endogene Kopien im Genom der Pflanze miteinander
agieren und sich unter Umstanden gegenseitig ,stilllegen“ konnen, ist mehrfach experimentell
nachgewiesen worden, ein Vorgang, der als virus induced gene silencing (VIGS) bezeichnet
wird (Kumagai et al. 1995, English et al. 1996, Kjemtrup et al. 1998, Ruiz et al. 1998, Atkinson
et al. 1998, Jones et al. 1999). Im Prinzip lasst sich jedes beliebige Gen durch eine Infektion mit
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einem rekombinanten Virus, dessen Genom die entsprechende Sequenz enthalt, mehr oder
weniger effizient ,abschalten“. Die Pflanzen entwickeln dabei gleichzeitig eine Resistenz
gegeniber dem Virus, wenn es sich bei den Sequenzen um in das Pflanzengenom integrierte
Transgene handelt, nicht jedoch unbedingt beim silencing pflanzeneigener Sequenzen (Ruiz et
al. 1998, Jones et al. 1999).

Diese Arbeiten sind Beispiele fur VIGS auf experimenteller Ebene, in denen Homologien
zwischen codierenden Sequenzbereichen als auslésende Faktoren fungierten. Al-Kaff et al.
(2000) schildern dagegen eine Variante des VIGS, die transgene Linien aus der Familie der
Kreuzblitler im Feldanbau betreffen kann (bisher wurden Untersuchungen nur unter
kontrollierten Bedingungen durchgefiihrt) und in der eine Promotor-Homologie Ursache des
gene silencing einer endogenen (transgenen) Sequenz darstellt. In diesen Studien wurden
transgene Rapslinien, die Genkassetten zur Expression des Reportergens GUS und des
Herbizid-Resistenzgens bar enthielten, mit verschiedenen, natirlichen CaMV-Stammen infiziert.
Ubereinstimmend zeigten alle Linien, die den CaMV35S-Promotor und/oder —Terminator zur
Kontrolle der o.g. Gene enthielten, ein je nach CaMV-Stamm mehr oder weniger starkes
silencing der Transgene. Die bar-Gen-Transformanten verloren durch die Virusinfektion ihre
zuvor stabil vorhandene Herbizidresistenz. Es lie sich nachweisen, dass die Suppression der
Transgen-Expression bei Vorliegen einer Terminator-Homologie auf posttranskriptionaler Ebene
stattfindet, im Falle der Promotor-Homologie dagegen auf transkriptioneller Ebene (vergleiche
Abschnitt 3.4.3).

Der 35S-Promotor ist in vielen transgenen Rapslinien zu finden. Unter diesem Aspekt sind die
Ergebnisse der Studien von Al-Kaff et al. durchaus relevant, auch wenn diese Problematik nur
eine bestimmte Gruppe von Pflanzen betrifft. Die Nachteile, die durch die Verwendung viraler
Komponenten zur Regulation von Transgenen entstehen kénnen, werden hier offensichtlich.
Der Einsatz solcher Komponenten stellt allerdings keine Notwendigkeit dar. Fur eine
Anwendung, die bei der Konstruktion der Transformationsvektoren auf virale Sequenzen

verzichtet, besteht demnach bezliglich dieser Problematik nicht unbedingt Forschungsbedarf.

Virusinfektionen konnen jedoch auch auf andere und weniger spezifische Weise den
Expressionsverlust eines Transgens hervorrufen bzw. genauer formuliert, die Wirkung der
Transgen-Expression aufheben. Diese Form der Instabilitédt betrifft Linien, in denen die Co-
Suppression bestimmter Gene gezielt als Merkmal erwinscht ist, z.B. bei der Erzeugung
virusresistenter Sorten oder im Fall des ,Ausschaltens® bestimmter Enzyme, um
Stoffwechselwege oder die Akkumulation von Metaboliten zu modifizieren. Genkassetten und
Konstrukte, deren Struktur die Wahrscheinlichkeit eines starken Co-Suppressionseffektes (bzw.
eines wirksamen posttranskriptionalen gene silencing) erhéhen, wurden bereits an anderer
Stelle beschrieben (Abschnitt 3.4.3).

Wenn das posttranskriptionale gene silencing bzw. PTGS, wie oben bereits erwahnt, zum

naturlichen Repertoire der pflanzlichen Virusabwehr gehért, ist zu erwarten, dass Viren
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Gegenstrategien entwickelt haben. Mehrere Studien haben inzwischen die Existenz solcher
Strategien belegt. Aus alteren Untersuchungen zur pflanzlichen Virusabwehr war bereits
bekannt, dass die Expression einer speziellen Sequenz des Potyvirus TEV (Tobacco etch virus)
mit der Bezeichnung P1/HC-Pro (helper component-proteinase) in Tabakpflanzen eine erhéhte
Anfalligkeit gegenlber Infektionen mit sonst eher harmloseren Virenstammen ausldst (Vance et
al. 1995, Pruss et al. 1997). Nach Kreuzung von Tabaklinien, die die P1/HC-Pro Sequenz
exprimieren, mit transgenen Linien, die ein co-supprimiertes GUS-Reportergen enthalten, war
eine Wiederherstellung der GUS-Expression in der Nachkommenschaft zu beobachten
(Anandalakshmi et al. 1998, Kasschau und Carrington 1998). In gleicher Weise lie3 sich ein
posttranskriptionales virus induced gene silencing durch die Expression der P1/HC-Pro-
Sequenz ,abschalten* (Anandalakshmi et al. 1998) oder co-supprimierte, endogene Sequenzen
wieder aktivieren (Marathe et al. 2000b). Neben P1/HC-Pro wurden inzwischen funf weitere
PTGS-Suppressor Faktoren in verschiedenen Viren identifiziert (Beclin et al. 1998, Brigneti et
al. 1998, Voinnet et al. 1999), d.h. derartige Mechanismen sind durchaus verbreitet. Die
Funktionsweise der Suppressoren ist noch nicht vollstdndig aufgeklart, die gegenwartig
vorliegenden Daten weisen jedoch daraufhin, dass die Suppression des posttranskriptionalen
gene silencing in unterschiedlicher Art und Weise erfolgt (Marathe et al. 2000b). Nach Llave et
al. (2000) und Mallory et al. (2001)

Im Gegensatz zu dem anfangs beschriebenen Beispiel der Inaktivierung von 35S-Promotor-
kontrollierten Genen lasst sich eine durch Viren verursachte PTGS-Suppression nicht auf
bestimmte Falle eingrenzen, sondern betrifft alle Linien, in denen die Suppression endogener
oder viraler Gene Ziel der genetischen Modifikation ist. Im Prinzip birgt jeder Virusbefall solcher
Pflanzen das Risko einer Wiederaufnahme der Expression der Zielsequenzen. Die
Wiederherstellung der Aktivitat lieRe sich durch eine parallele Ubertragung von viralen
Sequenzen, die eine Resistenz gegenliber den PTGS-supprimierenden Virus-Stammen
vermitteln, vermeiden. Die Durchfiihrung einer derartigen Strategie wird allerdings durch den
Umstand erschwert, dass bisher wahrscheinlich nur ein Bruchteil solcher Suppressionsfaktoren
bzw. Virus-Stamme, die die entsprechenden Sequenzen besitzen, bekannt sind. Auf diesem

Gebiet besteht deshalb ein erheblicher Forschungsbedarf.

3.12 ANGABEN ZUR HAUFIGKEIT DES VERLUSTES TRANSGENER MERKMALE

Es ist in Abschnitt 3.3 darauf hingewiesen worden, dass die Begriffe gene silencing, Transgen-
Instabilitdt oder Merkmalsverlust unterschiedliche Vorgange und Phanomene beschreiben. Je
nach Inhalt und Zielsetzung einer Untersuchung werden diese Begriffe unterschiedlich
interpretiert und definiert. Darliber hinaus wurde in den vorangegangenen Kapiteln gezeigt,
dass die Stabilitat eines Transgens durch verschiedene endogene und exogene Faktoren auf

noch unbekannte Art und Weise beeinflusst werden kann. Die Angaben zur Frequenz besitzen
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deshalb in der Regel nur vor dem wissenschaftlichen und experimentellen Hintergrund der
betreffenden Studie und nur fiir die in dieser Studie erzeugten Linien eine Bedeutung. Aus
Untersuchungen, in denen interne Vergleiche zwischen verschiedenen Bedingungen, Arten,
Transformationsmethoden, Sequenzen u.a. vorgenommen werden, lassen sich unter
Umstanden aus den ermittelten Frequenzen Schlussfolgerungen bezlglich der Einflisse der
untersuchten Parameter auf den Stabilitdtsgrad der Transgen-Expression ziehen — aber auch
hier sind Angaben zur Haufigkeit nicht als allgemeinglltige Aussagen zu verwenden. In diesem
Abschnitt soll anhand von Beispielen deutlich gemacht werden, warum Angaben zur Frequenz
von Transgen-Instabilitidten vorsichtig beurteilt werden missen und auf die Kriterien

hingewiesen werden, die hierbei zu beachten sind.

Die Arbeiten von Conner et al. (1998) und Elmayan und Vaucheret (1996) beschreiben
Versuche, in denen die Stabilitdt des Reportergens GUS (Elmayan und Vaucheret) bzw. des
Kanamycinresistenzgens nptll (Conner et al.) in (homozygot-) transgenen Tabaklinien Uber
mehrere Generationen untersucht wurde. Analysiert wurden jeweils 12 (Elmayan und
Vaucheret) bzw. 18 (Conner et al.) Transformanten, die 1 oder 2 Kopien der Ubertragenen
Gene besallen, da diese erfahrungsgemafl eine groRere Expressionsstabilitdt aufweisen als

Linien mit héherer Kopienzahl.

Elmayan und Vaucheret fihrten quantitative Bestimmungen der GUS-Expression in
verschiedenen Stadien der Pflanzenentwicklung durch und fanden in sémtlichen Nachkommen
aller 12 Linien gene silencing-Effekte. Untersucht wurden pro Linie jeweils 5 Individuen. Zwei
Linien, deren Samen wahrend und kurz nach der Keimung die héchste GUS-Aktivitat besalen,
zeigten bereits ab der zweiten Woche der Aufzucht eine fast véllige Inaktivierung der GUS-
Expression. Eine Wiederherstellung der Gus-Aktivitdt fand erst im Keimlingsstadium der
folgenden Generation statt. Die restlichen Linien wiesen einen jeweils unterschiedlichen Verlauf
der GUS-Expression auf, ohne die GUS-Aktivitat dabei vollstandig zu verlieren. Der spezifische
Verlauf der Expression in jeder Linie war in mehreren aufeinanderfolgenden Generationen in

gleicher Weise zu beobachten.

Conner et al. ermittelten die Stabilitdt ihrer Linien Uber Keimungstests der Samen auf
kanamycinhaltigem Medium (insgesamt fast 1 Mio. Samen aus 18 Linien). Sie berichten Gber
einen stochastisch auftretenden Ausfall des nptll-Gens in einer Grofenordnung von 0.5-5.9x10
4 (die Frequenz stieg auf 2.9x10% wenn die Mutterpflanzen unter Stress aufwuchsen, s.
Abschnitt 3.11.1). Die einzelnen Linien verhielten sich bezlglich der Ausfallsrate relativ
einheitlich.

Ein wichtiger Unterschied zwischen beiden Studien besteht zundchst in der Wahl des
untersuchten Transgens. Eine Reduktion der GUS-Expression ist mittels eines quantitativen
Assays detektierbar, wohingegen eine Reduktion der nptll Expression selbst auf 10% des

urspunglichen Levels noch eine Kanamycinresistenz vermitteln kann. Conner et al. hatten
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deshalb einen quantitativen silencing Effekt wie Elmayan und Vaucheret in den GUS-Linien
nicht feststellen kdnnen. Anderungen der Expression wahrend der Entwicklung der Pflanzen
wurden als Fragestellung in der Untersuchung von Conner et al. ohnehin nicht bericksichtigt.
Die Einschrankung auf ein einziges Stadium hatte Uberdies zur Folge gehabt, dass die beiden
im Anschluss an die Keimungsphase supprimierten Linien von Elmayan und Vaucheret in der
Studie von Conner gar nicht als instabil erfasst worden waren. Conner et al. dagegen finden
stochastisch auftretende Ausfélle, die EImayan und Vaucheret wiederum aufgrund der geringen
Stichprobe von 5 Individuen nicht hatten feststellen kénnen. Diese Beispiele zeigen u.a. auch,
dass Instabilitdten in Abhangigkeit vom experimentellen Design unter Umstanden gar nicht als
solche erkannt werden.

Die von Conner et al. (1998) untersuchten Linien mit 1-2 Kopien der T-DNA waren zuvor aus
einer groReren Population transgener Pflanzen durch Analysen auf molekulargenetischer
Ebene ausgelesen worden. Dies erklart die in allen Linien relativ einheitliche, niedrige
Verlustrate der Transgen-Expression von 0,5-5,9x10*, die sich bereits im Bereich von
genetischen Veranderungen wie Mutationen und somatischen Rekombinationsereignissen
befindet. Ob genetische Veradnderungen der Sequenz oder niedrigfrequente, epigenetische
gene silencing-Effekte Ursache des Merkmalsverlustes waren, wurde bei Conner et al. nicht
untersucht. In ihrem Petunienexperiment (s. Abschnitt 3.11.1) wiesen Meyer et al. (1992) z.B.
nach, dass die unter 31000 Pflanzen befindlichen vier reinweil3-blihenden Individuen eine
Deletion von 80 Basenpaaren im A1-Gen besalRen. Da alle vier Pflanzen aus einer
Samenkapsel stammten (daher das einheitliche Mutationsereignis), wurde eine Verlustrate von
7x10° angegeben. Dieser Merkmalsverlust, der in diesem Fall eindeutig auf eine genetische
Veranderung zurlickgefiihrt werden konnte, liegt damit im Bereich der von Conner et al.
beschriebenen Frequenzen (zu den durch epigenetisches gene silencing verursachten, hohen

Merkmalsverlusten im Petunienexperiment von Meyer et al. s. Abschnitt 3.11.1).

Merkmalsinstabilitdten in einer anderen GréRenordnung beschreiben Meza et al. (2001). Wie
bei Conner et al. wurde auch hier die Stabilitdt des nptll-Gens in mit Hilfe des Agrobacterium-
vermittelten Gentransfers hergestellten transgenen Linien durch Keimungstests der Samen auf
kanamycinhaltigem Medium ermittelt. Anders als Conner et al. fihrten Meza et al. keine
Vorselektion durch, d.h. samtliche Linien des Transformationsexperimentes wurden in dieser
Studie erfasst und analysiert. Von insgesamt 111 transgenen A. thaliana Linien, die mit zwei
unterschiedlichen nptll/GUS Konstrukten transformiert worden waren, zeigten 56%
Merkmalsinstabilitdten des nptll-Gens. Die Verlustrate des Merkmals ,Kanamycinresistenz® lag
in diesen Linien zwischen 1-100%. Diese Daten widersprechen allerdings nicht den oben
beschriebenen Angaben von Conner et al. Der Unterschied zwischen beiden Studien besteht
lediglich in der Auswahl der Linien, die naher charakterisiert wurden: Meza et al. analysieren
und beschreiben vornehmlich die instabilen Linien, wahrend Conner et al. diese vorher

ausselektieren und nur die stabile(re)n Linien bertcksichtigen.
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Die bisher beschriebenen Merkmalsinstabilititen bezogen sich auf Nachkommen von
Pflanzenarten, die Uber Samen vermehrt werden, d.h. in diesen Fallen spricht man von
meiotische Instabilititen. Uber mitotische Instabilitaten in vegetativ vermehrten Pflanzenarten
liegen weitaus weniger Informationen vor. Die wenigen hierzu erschienenen Publikationen
berichten generell ber eine geringe Frequenz des Merkmalsverlustes, z.B. in Kartoffeln
(Ottaviani et al. 1992, Fladung 1996). Eine andere Situation liegt vor, wenn eine vegetative
Vermehrung kinstlich Uber in vitro Systeme unter Verwendung von Kalluskulturen
vorgenommen wird, hier sind Merkmalsverluste weitaus haufiger zu beobachten (s. Abschnitt
3.5).

Daten zur Frequenz der Transgen-Instabilitat sind, isoliert betrachtet, generell wenig
aussagekraftig. Auf eine vergleichende, tabellarische Zusammenstellung solcher Daten wurde
hier verzichtet, da die Menge an Parametern, Eigenschaften und Besonderheiten der jeweiligen
Untersuchungen, deren Berticksichtigung fiir eine Beurteilung unerlasslich ist, in Tabellenform
nicht darzustellen ist. Anhand der oben beschriebenen Beispielen sollte deutlich gemacht

werden, dass bei der Bewertung von Daten zur Frequenz z.B. bertcksichtigt werden muss,

e ob sich die Angaben auf die Rate instabiler Linien eines Transformationsexperimentes
oder auf die Frequenz des Merkmalsverlust in einer bestimmten transgenen Linie unter

definierten Bedingungen beziehen,

e welches Versuchsstadium betrachtet wurde (wurden z.B. Primartransformanten oder

bereits vorselektierte Linien untersucht),

e welche Eigenschaften untersucht wurden (handelt es sich um quantitative oder um

qualitative Merkmale),

e welche bzw. wieviele Entwicklungsstadien der Pflanzen geprift wurden (entwick-
lungsabhangige Merkmalsanderungen werden nur im Fall einer Analyse der entspre-

chenden Stadien registriert).

Unklarheiten entstehen u.a. auch dadurch, dass die Begriffe gene silencing oder Instabilitat in
der Literatur unterschiedlich definiert werden. Wahrend Mittelsten-Scheid und Paszkowski
(2000) die Eingrenzung vornehmen ,gene silencing leads to loss of previously active loci”
benutzen andere Autoren den Begriff gene silencing auch fur eine von Beginn an bestehende
schwache Expression (z.B. Cervera et al. 2000) oder ein gene silencing wird bereits dann
~diagnostiziert”, wenn eine Expression moglicherweise nie stattgefunden hat (z.B. Curtis et al.
2000). Es ist deshalb nicht tGberraschend, dass Angaben lber die Frequenz von gene silencing-

Ereignissen stark divergieren.
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4 TRANSGENE GEHOLZPFLANZEN

4.1 MERKMALSSTABILITAT IN TRANSGENEN GEHOLZPFLANZEN

Seit Mitte der 80er Jahre sind etwa 600 Publikationen zur genetischen Transformation von
Geholzpflanzen erschienen (inklusive Reviews sowie Symposiumsbeitrdge, die in
Spezialausgaben verschiedener Zeitschriften wie Plant Physiology, Phytopathology u.a.
veroffentlicht wurden). Die Artikel betreffen insgesamt 43 Gattungen, wobei die Anzahl der
Publikationen firr die einzelnen Gattungen stark variiert (s. Tabelle 6). Die grofe Zahl von
Berichten Uber Arten aus der Gattung Populus spiegelt die relativ leichte Transformierbarkeit
der Mitglieder dieser Gruppe wieder. Relativ viele Veroffentlichungen finden sich noch bei
Carica, Citrus, Malus, Picea, Pinus, Prunus und Vitis, wahrend die restlichen Gattungen eher
seltener, haufig nur 1-2 mal in der Liste vertreten sind. Der weitaus grofte Teil der
Publikationen beschreibt Untersuchungen zur Entwicklung oder Verbesserung der
Transformationsmethode. Hierbei finden vorrangig die auch bei anderen Pflanzenarten Gblichen
Resistenzmarker nptll, hpt und bar sowie die Reportergene nos, uidA und gfp Verwendung. Wie
bei krautigen Arten wird auch bei Gehdlzarten hauptsachlich der CaMV35S-Promotor als 5'-
regulatorische Sequenz zur Kontrolle der Transgen-Expression verwendet.

In Tabelle 6 werden ca. 100 Untersuchungen naher spezifiziert, in denen angewandte Aspekte
verfolgt wurden. An der Spitze stehen hierbei Arbeiten zur Virusresistenz, die aufgrund der
Bedeutung der durch Viren verursachten Schaden im Weinanbau und bei Obstbdumen bei
Arten der Gattungen Vitis, Prunus und Citrus und Papaya vorrangig durchgefihrt werden. Zur
Erzeugung virusresistenter Linien werden die Ublichen Strategien zur Co- oder Antisense-
Suppression viraler Sequenzen, zumeist Coat-Protein-Gene, verfolgt.

Veranderungen des Ligningehaltes sind das Ziel von Untersuchungen bei Arten der Gattungen
Pinus und Populus. Kiefern und Pappeln dienen als Rohstoff flir die Papierherstellung, fiir die
eine Extraktion der Ligninanteile erforderlich ist. Eine Reduzierung des Ligningehaltes oder eine
Modifizierung der Ligninzusammensetzung, die die Etablierung energie- und
umweltschonenderer Herstellungsverfahren ermoéglichen wirde, wird deshalb angestrebt. Auch
hier wird Uber eine Co- und Antisense-Suppression versucht, die Expression von Genen, die fur
an der Synthese des Lignins beteiligte Enzyme codieren, zu unterdriicken (Baucher et al.
1998). Als leicht zu transformierende Gruppe sind verschiedene Populus-Arten auch
bevorzugte Objekte in Untersuchungen zur Erzeugung insekten-, pilz-, und herbizidresistenter
Linien. Einige Details hierzu sind Tabelle 6 zu entnehmen.

Obwohl in nicht wenigen Verdffentlichungen zur Gehdlztransformation darauf hingewiesen wird,
dass eine hohe und langanhaltende Stabilitat in der Auspragung transgener Merkmale in diesen
Organismen von besonderer Bedeutung ist, wurden bisher relativ wenige Untersuchungen zu
dieser Fragestellung publiziert. Dies ist im wesentlichen darauf zurlickzufiihren, dass sich bei

vielen Geholzarten aufgrund der langen Generationsdauer experimentelle Studien zumindest

69



4-Transgene Geholzpflanzen

Tabelle 6: Publikationen zur Transformation von Gehdlzpflanzen seit 1985, numerische
Ubersicht zu anwendungsorientierten  Arbeiten;  Ges=gesamt, Vir=Virusresistenz,
Ins=Insektenresistenz, Herb=Herbizidresistenz, Pilz=Pilzresistenz, Bakt=Bakterienresistenz,
Wachs=verstarktes Wachstum, Ox=oxidativer Stress, Lig=Ligningehalt (Stand Juli 2001,
Quellen s. Anhang).

Gattung Ges |Vir Ins Herb Pilz Bakt |Wachs |Ox Lig
Acacia 2

Actinidia 1

Aesculus 1

Betula 10

Cacao 6

Carica 40 23 (ab) 1(n) 1()

Castanea 1

Casuarina 5

Citrus 44 7 (c) 1(k)

Coffea 9 1 (k)

Cuppressus 2

Diospyros 5 1 (k)

Eucalyptus 12 1(k) 1 (n)

Forsythia 1

Hevea 7

Hibiscus 5 1 (k)

Juglans 16 3 (k)

Kalmia 1

Larix 6 1 (k) 1(0)

Ligudambar 6 2 (km)

Malus 44 1 (u)

Olea 1

Opuntia 1

Palm 6

Papaya 1

Picea 27 2 (n)

Pinus 51 1(n)

Populus 152 1(d) 15 (kl) |6 (nop) |2 (rs) 1(v) 1(w) |14 (xyzz*)
Prunus 31 16 (e)

Pyrus 11 1 (u)

Rhododendron 5

Robinia 3

Rosa 11 1(t)

Rubus 13

Santalum 1

Sesbania 1

Solanum 3

Taxus 5

Tsuga 2

Ulmus 6

Vaccinium 7 1 (k)

Verticordia 1

Vitis 46 8 (fghij) 1(t)

Virusresistenz (CP: Coat-Protein, VR: virale Replikase): a) PR(S)V Papaya Ringspot Virus (VR), b)
PR(S)V Papaya Ringspot Virus (CP), ¢) CTV Citrus Tristeza Virus (CP), d) PMV Poplar Mosaic
Carlavirus (CP), e) PPV Plum Pox Virus (CP), f) ArMV Arabis Mosaic Nepovirus (CP), g) GFLV
Grapevine Fanleaf Virus (CP), h) GCMV Grapevine Chrome Mosaic Nepovirus (CP), i) GLrAV Grape-
vine Leafroll-associated Closterovirus (CP), j) TomRSV Tomato Ringspot Virus (CP), Insektenresistenz:
k) Bt-Toxin, I) Proteinase-Inhibitoren, m) Tabak-Peroxidase, Herbizidresistenz: n) bar (Basta-
Resistenz), o) aroA (Glyphosat-Resistenz), p) crs1-1 (Chlorsulfuron-Resistenz), Pilzresistenz: q)
Stilbene-Synthase, r) Oxalat-Oxidase, s) Bacterio-Opsin, t) Chitinase, Bakterienresistenz: u) Attacin E,
verstarktes Wachstum: v) Glutamin-Synthetase, oxidativer Stress: w) Glutathion-Reduktase, Lignin-
Modifizierung (S/AS: Sense/Antisense-Suppression, U: Uberexpression): x) 4-Coumarat- CoenzymeA-
Ligase (S/AS), y) Caffeic Acid/5-hydroxyferulic acid O-methyltransferase (COMT) (S/AS), z) Cinnamyl-
Alkoholdehydrogenase (CAD) (S/AS), z*) Ferulate 5-hydroxylase (U)
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zur meiotischen (Trans)Gen-Stabilitdt kaum durchfiihren lassen. Dies erklart die Dominanz von
Daten und Erkenntnissen aus Untersuchungen an einjahrigen, krautigen Modellpflanzen mit
kurzen Generationsperioden wie Tabak, Petunie oder Arabidopsis thaliana. Aber auch zur
mitotischen Stabilitat, deren Untersuchung in vegetativ vermehrbaren Gehdlzarten mit weniger
Schwierigkeiten verbunden ist, wurden bislang kaum Daten publiziert.

Die einzigen Studien, in denen die Transgen-Expression Uber mehrere Jahre unter
verschiedenen Bedingungen beobachtet und mit prazisen molekularbiologischen Analysen der
transgenen Loci kombiniert wurden, stammen aus der Arbeitsgruppe von M. Fladung (Fladung
et al. 1999, Kumar und Fladung 1999, 2000, 2001), Die Stabilitdt des morphologischen Markers
rolC unter Kontrolle des CaMV35S-Promotors wurde in Langzeitversuchen Uber 5-6 Jahre in
transgenen Hybrid- und Wild-Linien der Gattung Populus ermittelt. Insgesamt wurden 15
transgene Linien der Hybride Populus tremula x P. tremuloides und 7 transgene Linien der

Wildart Populus tremula untersucht. Die Versuche ergaben:

e keine der rolC-Hybridlinien und drei der Wildart-Linien zeigten wahrend der in vitro-
Kultur eine Suppression des rolC-Gens,

e drei der rolC-Hybrid-Linien und drei von funf Wildart-Linien (zwei der sieben Linien
waren in dieser Phase nicht mehr kultivierbar) zeigten eine unterschiedlich starke
Inaktivierung des ro/C-Gens nach Uberfiihrung ins Gewéchshaus,

e eine (aus der Gruppe der drei bereits im Gewachshaus instabilen Linien) von vier unter
Freilandbedingungen aufgewachsenen Hybrid-Linien behielt auch unter diesen
Bedingungen den revertierten, normalen Phanotyp bei; die einzige der transgenen
Wildart-Linien, die sich unter Freilandbedingungen kultivieren lie3, exprimierte das rolC-
Gen stabil,

o die Integrationsorte der insgesamt vier von einem Merkmalsverlust betroffenen rolC-
Hybrid-Linien enthielten Sequenzwiederholungen (eine dieser Linien zeigte einen
physischen Verlust der ro/C-Sequenz in Geweben und Organen mit hoher Frequenz);
unter den rolC-supprimierten Wildart-Linien fanden sich drei mit
Sequenzwiederholungs-Strukturen, eine mit einer single copy-Integration in einen AT-
reichen genomischen Bereich (s. Abschnitt 3.4.1), und zwei Linien mit single copy-
Integrationen, die keine der bisher bekannten Eigenschaften aufwiesen, die mit einem
gene silencing in Verbindung stehen — eine Erklarung fir den Merkmalsverlust in diesen

Linien steht noch aus.

Der hohe Anteil von rolC-Wildtyp-Linien, die einen Verlust der Transgen-Expression aufwiesen,
lasst die Autoren einen Einfluss des genetischen Hintergrundes auf das Ausmall der
Suppression vermuten (s. Abschnitt 3.9). Die Untersuchung von Kumar und Fladung (2001)
zeigt darlber hinaus in anschaulicher Weise, wie viele verschiedene Phanomene der Transgen-
Instabilitat sich bereits bei der Analyse einer relativ kleinen Zahl transgener Linien identifizieren

lassen.

71



4-Transgene Geholzpflanzen

Uber mehrjahrige Untersuchungen an transgenen Pappeln berichten auch Meilan et al. (2000),
ohne allerdings nahere Details zu prasentieren. Insgesamt 70 Individuen von drei glyphosat-
toleranten (CP4 und GOX) und 51 Individuen von vier insektenresistenten (Cry3a) Pappel-
Linien wurden Uber zwei Jahre unter Freilandbedingungen getestet, in denen ein Verlust der

transgen-vermittelten Merkmale offenbar nicht beobachtet wurde.

Langzeitstudien zur Expressions-Stabilitdt wurden dariiber hinaus auch fir transgene Apfel-
(James et al. 1996) und Citrus-Linien (Cervera et al. 2000) beschrieben. James et al. berichten
Uber die Expression des Nopalinsynthasegens und des nptll-Resistenzmarkers in 6 transgenen
Linien Gber einen Zeitraum von 7 Jahren unter Gewachshausbedingungen sowie die stabile
Vererbung der Transgene in zwei dieser Linien. Keine der Linien zeigte unter diesen
Bedingungen einen Merkmalsverlust eines der beiden Gene. Cervera et al. (2000)
beobachteten 70 transgene Citrus-Linien unter Freilandbedingungen Uber 4-5 Jahre. Die Linien
enthielten das Reportergen GUS unter Kontrolle des 35S-Promotors und den Resistenzmarker
nptll unter Kontrolle des nos-Promotors. Die Autoren fassen zusammen, dass (i) samtliche
Linien eine stabile Expression der Transgene Uber den beobachteten Zeitraum aufwiesen und
(i) Transgen-Umordnungen in den Integrationsorten nicht mit einem niedrigen Expressionslevel
in Verbindung steht. Zur Evaluierung der Expressionstabilitdt wurde in bestimmten zeitlichen
Abstanden (ohne Angabe zur Haufigkeit) histochemische und in einigen Linien auch
fluorometrische (quantitative) GUS-Assays vorgenommen, zu einem Zeitpunkt auch ein ELISA-
Assay zur quantitativen nptll-Bestimmung. Gefunden wurde die Ubliche Variabilitdt zwischen
den Linien bezlglich der GUS-Aktivitat (Positionseffekt, s. Abschnitt 3.4.1), wahrend die Héhe
der Aktivitdt zumindest in den histochemischen Tests unveréandert in Proben einer Linie Uber
den getesteten Zeitraum erschien. Dies lie sich jedoch nicht in quantitativen GUS-
Bestimmungen verifizieren, in denen drastische Abweichung der GUS-Aktivitat von bis zu 40%
innerhalb der Proben einer Linie auftraten. Dieses Phanomen, das auf entwicklungsabhangige
gene silencing-Effekte hindeutet, wurde allerdings nicht detaillierter untersucht.

Verschiedene Langzeituntersuchungen zur Transgen-Stabilitat wurden darliber hinaus auch an
in vitro-Kulturen durchgefiihrt. Uber eine stabile GUS-Expression in Kalluskulturen (iber einen
Zeitraum von 3 Jahren berichten Martinelli et al. (1994) fir Vitis rupestris und Kokko et al.
(1998) fiir Rubus articus. Ob aus den Ergebnissen solcher Untersuchungen Schlussfolgerungen
bezlglich der Stabilitdt eines Transgens unter natlrlichen Bedingungen abgeleitet werden
kénnen, ist fraglich.

Mit Ausnahme der Verdffentlichung von Fladung (1999) stand die Bedeutung somatischer
Rekombinationsereignisse (s. Abschnitte 3.5/3.6) bislang nicht im Blickpunkt von
Untersuchungen zur Transgen-Stabilitdt in Geholzpflanzen. In Abschnitt 3.6 wurde bereits
darauf hingewiesen, dass langlebige Organismen hohere Anforderungen an die mitotische
Stabilitat stellen und bezuglich dieses Themas Forschungsbedarf besteht.
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Ein meiotischer Stabilitdtsgrad wie im Fall 1-2jahriger Pflanzenarten, bei denen eine
ausreichende Anzahl von Generationen in einem vertretbaren Zeitraum fir entsprechende
Tests zur Verflgung steht, Iasst sich aufgrund der langen Generationsdauer vieler Gehdlzarten

bei Verwendung der gegenwartig verfligbaren Transformationsmethoden kaum erreichen.

4.2 GEHOLZPFLANZEN UND BIOLOGISCHES CONFINEMENT

Zwei Kategorien von Risiken sind bei der Ausbringung transgener Pflanzen in die Umwelt zu
beachten:

(i) Risiken, die aus der Ubertragung der Transgene auf andere Organismen resultieren

(vertikaler und horizontaler Gentransfer)

(ii) Risiken, die mit den Eigenschaften der transgenen Organismen in Zusammenhang stehen
(erhohtes  Verbreitungs- oder Eindringungspotential in natirliche oder kinstliche
Pflanzengemeinschaften, Produktion von Inhaltsstoffen mit Einfluss auf 6kologische Prozesse

oder nicht-Zielorganismen).

Die Wahrscheinlichkeit eines vertikalen Gentransfers hangt zum einen von der Existenz
kreuzungskompatibler Arten und ihrer rdumliche Entfernung zu den transgenen Individuen ab,
zum anderen von der Distanz, die Pollen und/oder Samen der transgenen Arten zuriickzulegen
vermogen. Diese Parameter sind bei verschiedenen Gehdlzarten in einer Weise ausgepragt,
die vor einem grof3flachigen Ausbringen transgener Individuen eine besondere Evaluierung der
Situation erforderlich macht (Strauss et al. 1995/1999, James et al. 1998, Mullin und Bertrand
1998, Merkle und Dean 2000). Die folgenden biologischen Eigenschaften sind in diesem

Zusammenhang von Relevanz:

e Gehodlzarten weisen als sehr langlebige Organismen mit ausgedehnten vegetativen Phasen
von einer bis mehreren Dekaden,ein sehr hohes Reproduktionspotential auf, in einigen
Fallen, etwa bei Pappeln, mit der Fahigkeit verbunden, sich mit hoher Effektivitat vegetativ

zu vermehren (James et al. 1998),

e Haufiger als bei krautigen Nutzpflanzen finden sich im ndheren Umkreis
kreuzungskompatible Arten (Mullin und Bertrand 1998),

e Einige Baumarten sind als zweihdusige Arten reine Fremdbestauber,

e Die Kombination aus Windbestdubung, grofier Wuchshéhe und speziellen morphologischen
Eigenschaften der Samen (Gewicht/Form) gewahrleistet bei Waldbdumen eine weite
Verbreitung sowohl des Pollens als auch der Nachkommen.

Darlber hinaus ist ein weiterer Umstand zu bericksichtigen, der das Eindringungspotenzial
transgener Baume in naturliche oder kiinstliche Pflanzengemeinschaften betrifft. Im Gegensatz

zu 1-jahrigen Nutzpflanzen, die zum Teil bereits seit mehreren Jahrtausenden geziichtet und
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angebaut werden, sind Bdume in einem weitaus geringerem Mal3e domestiziert. Im Verlauf von
ZichtungsmaBnahmen gehen viele Eigenschaften, die ein Uberleben unter natiirlichen
Bedingungen sicherstellen", verloren. Es ist deshalb wahrscheinlich, dass solche Nutzpflanzen
auch als transgene Linien eher geringe Chancen besitzen, sich unkontrolliert zu verbreiten,
selbst wenn sie mit Eigenschaften ausgestattet wurden, die ihnen eine gréRere biologische
Fitness bieten. Waldbdume dagegen besitzen ein kaum durch menschliche Eingriffe
modifiziertes Genom und damit noch alle Merkmale, die ein Uberleben unter natiirlichen
Bedingungen garantieren. Bei einer Risikobewertung von Freisetzungen transgener Individuen
solcher Arten sind deshalb andere Mal3stabe anzulegen.

Der Bedarf an Sicherheitsforschung ist offensichtlich, allerdings sind gleichfalls biologische
Eigenschaften dafiir verantwortlich, dass die erforderlichen Daten zu Ausbreitungsfrequenzen
(Kiefern bliilhen nach 4-6, Pappeln nach 4-10 Jahren), oder zu Einfliissen auf das Okosystem
erst nach extrem langen Zeitraumen ermittelt werden kénnen. Hinzu kommt, dass ein
mechanisches Confinement solcher Bestande aufgrund der ausgepragten Mobilitat von Samen
und Pollen nur schwer zu gewahrleisten ist. Aus diesen Uberlegungen heraus wurde schon
1995 von Strauss et al. vorgeschlagen, die wissenschaftlichen Arbeiten zur Erzeugung steriler
Baume durch gentechnische Verfahren zu intensivieren. Auf diese Weise soll ein biologisches
Confinement erzeugt werden, welches die Verbreitung Uber Samen oder Pollen verhindert.

Auf natirlichem Wege entstandene Formen mannlicher (Pollen-)Sterilitat wurden bei einer
Reihe von Pflanzenarten entdeckt und einige finden in der konventionellen Hybridzlichtung seit
vielen Jahren Anwendung. Die fir die Herstellung des Hybridsaatgutes erforderliche
kontrollierte Bestdubung zwischen zwei Linien wird durch die Existenz pollensteriler Genotypen
auch fur Arten mit zwittrigen Bluten (bei Nutzpflanzen die Regel) mdéglich.

Ausreichend stabile Formen der Sterilitdt fanden sich allerdings nur bei wenigen Arten. Seit
etwa 1990 wurden auf der Basis gentechnischer Methoden alternative Strategien zunachst mit
dem Ziel verfolgt, die Vorteile der Hybridzlichtung auch fiir andere Pflanzenarten zu nutzen.
Inzwischen werden diese Strategien aber auch als Grundlage fur ein biologisches confinement
transgener Pflanzen diskutiert (z.B. Strauss et al. 1995). Die bisher beschriebenen Anséatze
lassen sich in zwei Gruppen einteilen: (i) Stérung der Bluten- oder Pollenentwicklung durch die
Aktivitdt cytotoxischer oder inhibierender Enzyme in Zellen und Geweben der BlUtenanlagen
und (i) ,Ausschalten” pflanzeneigener Gene, deren Expression fur die Entwicklung von intakten
Bliten oder Pollen essentiell ist, durch Co- oder Antisense-Suppression. Verschiedene
Untersuchungen zu diesen Ansatzen werden hier kurz vorgestellt und in Tabelle 7

zusammengefasst.

7 Ein bekanntes und anschauliches Beispiel hierfur ist der Verlust der Spindelbriichigkeit unserer heutigen
Getreidearten. Die Samen sitzen an der Ahre fest — nur deshalb lassen sich Ernten effizient ,einfahren.
Aufgrund der dadurch stark eingeschrankten Verbreitung der Samen ware diese Eigenschaft fir ein
Wildgras dagegen von grossem Nachteil.
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(i) Zell-Ablation durch die Aktivitat cytotoxischer oder inhibierender Enzyme

Mariani et al. (1990) prasentierten erstmals Tabak- und Rapslinien, die eine auf diese Weise
erzeugte mannliche Sterilitat aufwiesen. Die tapetumm-spezifische Expression (TA29-Promotor,
Goldberg 1988) von RNasen aus Bacillus amyloliquefaciens (barnase) und Aspergillus oryzae
(RNase-T1) verhinderte in diesen Linien die Pollenentwicklung. Das barnase-Gen aus B.
amyloliquefaciens unter der Kontrolle eines narbenpezifischen Promotors flihrte in
entsprechender Weise in Tabak und Arabidopsis thaliana zu Bildung weiblich-steriler Bluten
(Goldmann et al. 1994). Untersuchungen von Reynaerts et al. (1993) weisen allerdings bereits
darauf hin, dass diese Gene unter Kontrolle des tapetum-spezifischen Promotors nicht in allen
Pflanzenarten das gleiche Verhaltensmuster zeigen. In Blumenkohl (Brassica oleracea) und
Chicorée (Cichorium intybus) bewirkte die Expression der barnase neben der Verhinderung der
Pollenentwicklung auch Veranderungen in der Blutenmorphologie und eine Verschiebung des
Blih-Zeitpunktes. Barnase-Linien von Lactuca sativa wiesen dagegen ein reduziertes
Wachstumspotential wahrend der vegetativen Phase auf. Nicht untersucht wurde, ob derartige
Abweichungen auf einer unterschiedliche Regulation des jeweiligen Promotors in den
verschiedenen Arten beruhen. Dies vermuteten zumindest Thorsness et al. (1993) in ihren
Untersuchungen zur Erzeugung steriler Pflanzen durch Expression des Gens fir die
Diphterietoxin-A-Untereinheit19 in Tabak und Arabidopsis (s. Tabelle 7). Pleiotrope Effekte
kénnen offensichtlich nicht nur bei Verwendung konstitutiver Promotoren auftreten (z.B. 35S-
rolC), sondern auch beim Einsatz blitenspezifischer Promotoren, wenn sich diese in einem
fremden genetischen Hintergrund befinden. Einen arteigenen Promotor (LEAFY) benutzten
Nilsson et al. (1998) zur Expression des Gens flir die Diphterietoxin-A-Untereinheit in
Arabidopsis. Das LEAFY-Gen aus Arabidopsis wird wahrend der friihen Blitenentwicklung
exprimiert und stellt eines der homeotischen Gene dar, die die Entwicklung der Blite
entscheidend steuern (Weigel et al. 1992, s. auch Levy und Dean 1998). Die Blutenbildung war
in diesen Linien vollstandig unterdriickt. Um eine entsprechende Steuerung der Expression
eines Cytotoxin-Gens in Pappeln realisieren zu kénnen, isolierte die Arbeitsgruppe von Steven
Strauss ein zur LEAFY-Sequenz homologes Gen aus Populus trichocarpa (PTLF, Rottmann et
al. 2000). In situ-Hybridisierungen zeigten allerdings, dass die Expression von PTLF, anders als
LEAFY in Arabidopsis, nicht auf das Bllutenstadium beschrankt und der PTLF-Promotor sehr

wahrscheinlich fur die Herstellung steriler Pappeln ungeeignet ist.

(i) Suppression pflanzeneigener, blitenspezifischer Gene
Bei Arabidopsis thaliana und Anthirrhinum majus wurden mehrere Gene identifiziert, die an der

Induktion und der Entwicklung von Bliiten beteiligt sind (MADS-box-Gene, Ubersichten bei Levy

'® eine der Erndhrung der Pollen dienende Zellschicht im Inneren der Staubbeutel.

' die Diphterietoxin-A-Untereinheit ist ohne die B-Untereinheit unfahig, das Cytoplasma einer Zelle zu
verlassen oder in andere Zellen einzudringen. Eine Gefédhrdung anderer Organismen durch die Expression
des entsprechenden Gens in transgenen Pflanzen ist auszuschlieRen (Pappenheimer 1977, Bellen et al.
1992).
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und Dean 1998, Pidkowich et al. 1999, Jack 2001). Gene mit hoher Sequenzhomologie wurden
in der Folge auch in anderen Pflanzenarten gefunden, was auf eine starke Konservierung
dieser Gene bezlglich Struktur und Funktion hindeutet. Die Suppression solcher Gene (TAG1
aus Tomate, fbp1 aus Petunie, OsMADS3+4 aus Reis) durch Ubertragung von Sense- oder
Antisense-Konstrukten bewirkte starke Aberrationen bei der Blutenbildung und Sterilitat
(Angenent et al. 1993, Pnueli et al. 1994, Kang et al. 1998). Immink et al. (1999) beschrieben
kirzlich ein neues bliitenspezifisches MADS-box Gen aus Petunia hybrida, dessen Suppression
den Verbleib der Pflanze im vegetativen Zustand bewirkt und die Blitenbildung verhindert.

In einem anderen Ansatz wird der Umstand genutzt, dass zur Entwicklung intakter Pollen die
Anwesenheit bestimmter Flavonoide erforderlich ist, deren Bedeutung in diesem
Zusammenhang allerdings bisher unbekannt ist. Van der Meer et al. (1992) fanden, dass die
Antisense-Suppression der Chalcon-Synthase in Bliten transgener Petunien die Pigmentierung
der Antheren verhindert und gleichzeitig eine Stérung der Pollenentwicklung bewirkt (s. auch
Yistra et al. 1992, sowie die Patentschrift US 6005167/Van Tunen et al. 1999). Weitere
Faktoren, deren Suppression die Bildung mannlich steriler Bliten bewirkt, beschreiben Schmidt-
Bleek et al. (1999) und Goetz et al. (2000). Goetz et al. (2000) isolierten die codierende
Sequenz einer extrazellularen Invertase (Nin88) aus Nicotiana tabacum. Eine Suppression
dieses Gens durch Ubertragung eines Antisense-Konstruktes fiihrte zu einem Block in einer
frihen Phase der Pollenentwicklung und der Ausbildung mannlich-steriler Bliten. Pleiotrope

Effekte der Nin88-Suppression wurden nicht festgestellt.

Zur Etablierung eines biologischen Confinements stehen somit mehrere Varianten zur
Verfugung, deren Effektivitat in den jeweiligen Ziel-Organismen im einzelnen zu prifen ist (bei
Anwesenheit kreuzungskompatibler Individuen in der ndheren Umgebung scheiden u.U. fir
bestimmte Geholzarten diejenigen Ansatze aus Tabelle 7 aus, mit deren Hilfe sich mannlich-
sterile Individuen erzeugen lassen, da in diesem Fall eine Ausbreitung lber transgene Samen
nach wie vor stattfinden kann). Dass die Effektivitdt und z.T. auch pleiotrope Effekte in
verschiedenen Arten in unterschiedlicher Weise ausgepragt sind, ist aus biologischer Sicht nicht
unbedingt Uberraschend, erschwert die Lage fir eine Anwendung bei langsam wachsenden
Geholzpflanzen jedoch. Wiinschenswert wéare die Verfligbarkeit arteigener Promotorsequenzen
um Kompatibilitdtsprobleme zwischen Transgen und dem genetischen Hintergrund zu
umgehen. Die oben zitierte Arbeit von Rottmann et al. (2000) zeigt allerdings, dass die
Identifizierung arteigener Sequenzen Uber Homologien zu bereits bekannten Genen aus
Modellpflanzen nicht unbedingt erfolgreich sein muss. Der Aufwand, vollig neue blitenspezifi-
sche Sequenzen aus Gen-Bibliotheken von Waldbaumen zu ,ziehen®, ist nicht unerheblich.
Sind mehrere Promotor-Gen-Kombinationen zu testen, missen dariiber hinaus sehr effiziente
Transformationssysteme zur Verfligung stehen — dies ist bislang nur bei Arten der Gattung
Populus gewahrleistet (s. Abschnitt 4.1). Nicht unterschatzt werden sollte auch der Zeitaufwand:
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Bei Pappeln kann es u.U. 10 Jahren dauern®, bis sich die Eigenschaft ,steril® Uberhaupt
untersuchen lasst.

Es wurde in Abschnitt 4.1 schon darauf hingewiesen, dass die langen Wachstumsphasen bei
Gehdlzarten hohe Anforderungen an die mitotische Transgen-Stabilitat stellen. Ein biologisches
Confinement verlangt, dass zum Zeitpunkt der Blite des Baumes samtliche Gewebe, aus
denen unter normalen Bedingungen Bluten oder Pollen hervorgegangen waren, einer
entsprechenden Suppression unterliegen. Strauss et al. (1995) schlagen deshalb vor, eine hohe
Stabilitat des Merkmals ,steril“ durch Ubertragung mehrerer der oben genannten Genkassetten

zu erreichen.

Auf einen u. U. destabilisierenden Faktor soll in Verbindung mit den unter Punkt (ii)
beschriebenen Ansatzen an dieser Stelle hingewiesen werden: Co- und Antisense-Suppression
beruhen auf Prozessen, die auf einem posttranskriptionalen gene silencing basieren. In
Abschnitt 3.11.2 wurde auf die Tatsache hingewiesen, dass verschiedene virale Sequenzen
bekannt sind, deren Aktivitdt eine Suppression des posttranskriptionalen gene silencing
hervorrufen kénnen, d.h. supprimierte endogene Sequenzen durch einen Virusbefall wieder
aktiviert werden kénnen (Marathe et al. 2000a, 2000b). Welche Bedeutung dieser Effekt im
einzelnen besitzt und ob die Gen-Aktivitat in Blitenanlagen davon betroffen sein kann, ist noch
zu klaren. Die Reaktivierung eines supprimierten Gens durch Virusbefall 1Rt sich durch
Verwendung der kirzlich beschriebenen Promotor-dsRNA-Suppression (Promotor-RNAI)
verhindern. Die  Suppression  beruht hier auf der Transkription invertierter
Sequenzwiederholungen der 5’-regulierenden Sequenz des zu supprimierenden Gens (Mette et
al. 2000). Die Suppression erfolgt in diesem Ansatz (iber ein transkriptionales gene silencing,
das nach bisherigen Erkenntnissen nicht durch virale Suppressoren inhibiert wird (s. Abbildung
9, Sijen et al. 2001, Mette et al. 2001). Projekte, in denen diese Strategie bei der Erzeugung
steriler Populus-Arten genutzt werden soll, sind bereits in Planung (Steven Strauss, personliche

Mitteilung).

Welche Erwartungen und Anspiche kénnen an ein solches confinement gestellt werden?
100%ige Losungen scheiden in biologischen Systemen aus, es geht demnach um eine
Minimierung der Chancen einer Reversion zur fertlen Form. Eine solche Minimierung sollte
erreicht werden durch:

(i) Berlicksichtigung des Vorschlages von Strauss et al. (1995), mehrere der oben be-
schriebenen Ansatze in einer Linie zu kombinieren,

(ii): Vermeidung von homologen Sequenzabschnitten und Verwendung mdoglichst arteigener
Promotoren fir die Regulation des ,gene of interest* bei der Konstruktion der

Transformationsvektoren,

% Nach Angaben von S. Strauss (pers. Mitteilung) existiert ein frihblihender Populus alba-Genotyp, an
dem derartige Studien in kiirzeren Zeitraumen durchgefiihrt werden kénnen
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(iii) Durchfuhrung praziser Analysen des transgenen Locus zur Auswahl von Klonen, in denen
die Expression des Transgens wahrscheinlich Uber einen langeren Zeitraum stabil erhalten
bleibt,

(iv) Parallele Aufzucht einer grofteren Zahl unabhangiger transgener Linien (die den Kriterien in
(iii) entsprachen) bis zu Stadium der Bliite zur Selektion stabiler Varianten wahrend mehrerer
Entwicklungsphasen.
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5 FORSCHUNGSBEDARF

Der grofflachige und stdndig wachsende Anbau transgener Sorten diverser ein- und
zweijahriger Nutzpflanzen in verschiedenen Landern =zeigt, dass fir einige aktuelle
Anwendungen eine ausreichende Expressions-Stabilitdt von Transgenen besteht. Es ergeben
sich jedoch eine Reihe von Fragen und ungeldsten Problemen, wenn zur Zeit in der Erprobung
befindliche oder geplante Nutzungen dieser Technologie betrachtet werden, zu denen auch das
Konzept des biologischen Confinements zur Verhinderung der Ausbreitung transgener Pflanzen
in natlirliche Populationen gehort. In Zusammenhang mit der Anwendung solcher Confinements
zur Reduzierung des Ausbreitungspotenzials von gentechnisch veradnderten Gehdlzpflanzen

besteht Forschungsbedarf in mehrfacher Hinsicht:

e In den Abschnitten 3.10 und 3.11 wurde deutlich, dass bislang vergleichsweise wenig
fundierte Daten zum Einfluss entwicklungsspezifischer sowie biotischer und abiotischer
Umweltfaktoren auf die Stabilitat transgener Merkmale ermittelt wurden. Die bisherigen
Ergebnisse weisen auf die Bedeutung solcher Faktoren hin, allerdings wurden selten
detaillierte Analysen zu der Art dieser Einflisse vorgenommen. Erforderlich sind
Untersuchungen, in denen unterschiedliche Bedingungen wie Temperatur, Licht,
Stressfaktoren wie Pathogenbefall, Pflanzenschutzmitteleinsatz und Aufzuchtbedingungen
gezielt in ihrer Wirkung auf die meiotische und die mitotische Stabilitat hin getestet werden.

e Da Pflanzen im Gegensatz zu Saugetieren keine praformierte Keimbahn besitzen, kénnen
somatische Veranderungen, die vor der Blitenbildung im meristematischen Gewebe
auftreten, an die nachste Generation weitergegeben werden. Die Fragestellung, in welchem
Ausmald sowohl epigenetische als auch genetische Verdnderungen wie Mutationen und
somatische, intrachromosomale Rekombinationsereignisse in langlebigen Organismen wie
Gehdlzpflanzen angereichert werden und welche Auswirkungen diese auf die Stabilitat

eines Merkmals ausliben kénnen, ist noch weitgehend ungeklart.

e Da bisherige Untersuchungen gezeigt haben, dass die Wirksamkeit der fiir die Etablierung
biologischer Confinements zur Verfligung stehenden Sterilitdtsgene in verschiedenen Arten
in unterschiedlicher Weise ausgepragt sein kdnnen, sind die Sterilitadtssysteme in den
jeweiligen Ziel-Organismen im einzelnen zu priufen. Es muss darUber hinaus auch
untersucht werden, ob pleiotrope Effekte in Zusammenhang mit der Expression von
Sterilitadtsgenen auftreten. Veranderungen beziglich des vegetativen Wachstumsverhaltens
kénnen unter Umstanden das Ausbreitungspotential einer sich vegetativ vermehrenden

Gehodlzart beeinflussen.

e Wie in Kapitel 6.2 gezeigt wurde, basieren verschiedene Strategien zur Erzeugung steriler
Linien auf einer Co- oder Antisense-Suppression blitenspezifischer Gene. Da diese

Suppressionsmechanismen auf Prozessen des posttranskriptionalen gene silencing
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beruhen, sind Interaktionen mit viralen Suppressor-Faktoren (Marathe et al. 2000a, s.
Abschnitt  3.11.2) nicht auszuschlieBen. Inwieweit Viren eine Reversion der
BlUtensuppression verursachen koénnen, muss im einzelnen evaluiert werden. Die
Verwendung der auf einem transkriptionalen gene silencing beruhenden und nicht durch
Viren beeinfluBbaren Promotor-dsRNA-Suppression (Mette et al. 2001) ist in Betracht zu

ziehen.

Dariiber hinaus besteht ein allgemeiner Forschungsbedarf zum Thema Transgen-Instabilitét in

Zusammenhang mit den Methoden und Techniken der Genubertragung:

Der nicht kontrollierbare Integrationsprozess bei der Herstellung transgener Pflanzen ist
langfristig unbefriedigend. Seit vielen Jahren werden deshalb Untersuchungen zur
homologen Rekombination durchgefiihrt, allerdings bisher ohne entscheidenden
Durchbruch (Puchta und Hohn 1999). In neueren Ansatzen werden Strategien
vorgeschlagen, in denen der Einsatz bakterieller Enzyme, die mit homologen
Rekombinationsvorgédngen in Verbindung stehen, die Frequenz der homologen
Rekombination in Pflanzenzellen erhéhen soll (Shalev et al. 1999, s. Kumar und Fladung
2001). Ein weiterer Ansatz zur gezielteren Modifizierung pflanzlicher Gene besteht in der
Verwendung chimarer Oligonucleotide (CO’s, Hohn und Puchta 1999, Zhu et al. 2000).

Unbefriedigend ist auch die nur bedingt zu kontrollierende Komplexitat des transgenen
Locus. Mehrere Untersuchungen haben gezeigt, dass die bereits existierenden
Transformationsmethoden durch verschiedene MalRnahmen mit einer groReren Prazision
ausgestattet werden konnen. Hierzu zahlen die Arbeiten von De Block et al. (1997,
Verwendung des PARP-Inhibitors Niacinamid), Srivastava et al. (1999, Nutzung
flankierender lox-Rekombinationssites zur Herstellung von single-copy Linien), und Fu et al.
(2000, Verwendung von Genkassetten anstelle der Ublicherweise eingesetzten Plasmide im

direkten Gentransfer).

Die Etablierung genauerer und gleichzeitig unkomplizierterer Methoden zur moleku-
larbiologischen Analyse transgener Loci ist anzustreben, um Linien mit hdherem
Stabilitdtsgrad selektieren zu kénnen (z.B. Kumar und Fladung 2000, PCR-Technik zur

Detektion von Sequenzwiederholungen).
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6 ZUSAMMENFASSUNG

Die Stabilitét transgener Merkmale besitzt nicht nur wirtschaftliche Bedeutung, sondern wird
dartber hinaus auch zum Gegenstand sicherheitsbezogener Erwagungen, wenn der Verlust
eine direkte oder indirekte Umweltwirkung hervorrufen kann. Ein Beispiel hierfir stellen
Systeme zur Vermeidung der Ausbreitung von Transgenen lber Samen oder Pollen dar, in
denen die Blitenentwicklung durch die Expression bestimmter Sterilitadtsgene verhindert werden
soll. Die Etablierung eines solchen biologischen Confinements wird insbesondere in
Zusammenhang mit der Freisetzung und Kommerzialisierung transgener Gehdlzpflanzen
diskutiert, da viele Arten dieser Gruppe ein sehr hohes Reproduktions- und
Ausbreitungspotenzial besitzen. Voraussetzung fur die Wirkungssicherheit von biologischen

Confinements ist eine hohe Merkmalsstabilitat der Sterilitatsgene.

Die vorliegende Literaturstudie befasst sich mit den Ursachen und Faktoren, die die Stabilitat
transgener Merkmale in gentechnisch veranderten Pflanzen beeinflussen, sowie mit den
gegenwartig existierenden, auf gentechnischen Verfahren beruhenden Systemen zur
Erzeugung steriler Pflanzen. Die Studie soll als Grundlage fur die Erdrterung der Fragestellung
dienen, welche Erwartungen und Anspriiche an biologische Confinements durch die
Ubertragung von Sterilitdtsgenen gestellt werden kénnen, wie sich die Risiken einer Reversion
zu fertilen Formen minimieren lassen und wo die Grenzen eines solchen Sicherheitskonzeptes
liegen. In der Dokumentation berlcksichtigt werden die Aspekte Position und Komplexitét des
transgenen Locus, Transformationsmethode, Bedeutung des genetischen Hintergrundes und
phylogenetischer Unterschiede zwischen Spender- und Empfangerorganismus, physischer
Verlust von Transgen-Sequenzen, entwicklungspezifische Einfliisse, biotische und abiotische
Umweltfaktoren sowie Angaben zur Héaufigkeit des Verlustes transgener Merkmale. Die in
Verbindung mit der Etablierung eines biologischen Confinements bestehende
Sicherheitsrelevanz der Transgen-Stabilitdt erfordert auch die Einbeziehung von Mutationen
und Rekombinationsereignissen, die mit niedriger Frequenz natirlicherweise auftreten (< 10,
und daher in der konventionellen Ziichtung ohne Bedeutung fir die Bewertung der

Sortenstabilitat) und einen Ausfall der Genexpression verursachen kénnen.

Aufgrund der langen Generationsdauer sind Gehdlzarten fiir experimentelle Studien zur
(Trans)Gen-Stabilitat wenig geeignet — dementsprechend selten wurden Arten aus dieser
Gruppe fur Untersuchungen zur Genstabilitdt herangezogen. Wie in anderen Bereichen der
pflanzlichen Biotechnologie dominieren auch hier Daten und Erkenntnissen aus
Untersuchungen an einjahrigen, krautigen Modellpflanzen mit kurzen Generationsperioden wie
Tabak, Petunie oder Arabidopsis thaliana.

Hinsichtlich der Faktoren, die einen instabilisierenden Einfluss auf die Ausbildung eines
Merkmals ausuben, bestehen zwischen transgenen und in der konventionellen Zichtung

erzeugten Linien und Sorten keine prinzipiellen Unterschiede. Genetische Informationen
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unterliegen fortwahrenden Modifikationen wie Mutationen und Rekombinationsereignissen,
und ,unerwartete“ Anderungen der Auspréagung sowohl konventioneller als auch transgener
Merkmale werden durch eine Vielzahl noch unbekannter Regulationsprozesse und
Interaktionen zwischen genetischen Informationen, entwicklungsspezifischen Faktoren und
Umwelteinfliissen hervorgerufen. Es ist allerdings zu beachten, dass bei der Ubertragung
fremder Gene in pflanzliche Zellen mit Hilfe der gegenwartig verfiigbaren
Transformationstechniken eine ,zuféllige, nicht kontrollierbare Integration bezuglich Position
und Struktur des transgenen Locus (Ort oder Position eines Gens) in das Genom des
Empfangerorganismus erfolgt. Derartige Ereignisse sind mit Translokationen vergleichbar, die
in der konventionellen Ziichtung bei einigen Arten zur Sortenentwicklung genutzt werden. Die
hieraus resultierende hohe Komplexitat des Integrationsortes mit Sequenzumlagerungen sowie
Positionseffekte durch flankierende Bereiche des Empfangergenoms kénnen einen negativen
Einfluss auf die Stabilitdt der Genexpression ausliben. Bei der Produktion transgener Pflanzen
ist dieser Umstand systembedingt und fiihrt dementsprechend haufig zu einer instabilen

Auspragung transgener Merkmale durch epigenetisches gene silencing.

(i) Mutationen und intrachromosomale, somatische Rekombinationsereignisse sind
niedrigfrequente (10'4—10'7), jedoch unvermeidbare Ereignisse. Da derartige Verdnderungen mit
dem Alter der Zellen und der Anzahl von Zellteilungen zunehmen, spielen diese Prozesse
insbesondere bei langlebigen Organismen wie Gehdlzarten eine wichtige Rolle. In diesem
Zusammenhang ist zu beachten, dass in Pflanzen keine speziellen Keimbahnzellen wie in
tierischen Organismen existieren. In bestimmten Entwicklungsstadien erfolgt eine
Umdifferenzierung des Apikalmeristems in ein Blitenmeristem und somatische Zellen
differenzieren u.a. zu gametenbildenden Zellen. Auf diese Weise kdnnen genetische
Veranderungen wie Mutationen in somatischen Zellen des Sprossmeristems an die
Nachkommen weitergegeben werden.

Besitzt die gentechnisch veranderte Pflanze die Fahigkeit, sich vegetativ fortzupflanzen (etwa
Populus-Arten) oder werden in vitro-Systeme zur Vermehrung von transgenen Linien benutzt
(z.B. bei Obstgeholzen, Rosen), sind darliberhinaus auch Veranderungen in somatischen

Zellen zu bertcksichtigen, die nicht an der Gametenbildung beteiligt sind.

(if) Zur (sehr heterogenen) Kategorie noch unverstandener Regulationsprozesse gehoéren z.B.
Interaktionen zwischen viralen Faktoren und in der Wirtspflanze befindlichen Transgenen
(Suppression der Co-Suppression, s.u.), die die Merkmalsauspradgung negativ beeinflussen
kénnen, Interaktionen zwischen dem Transgen und dem genetischen Hintergrund des
Empfangerorganismus, oder Beispiele, in denen die betreffende Transgen-Sequenz selbst die
Eigenschaft besitzt, unter bestimmten Bedingungen mit einer Anderung des
Expressionsverhaltens zu reagieren. Nur ein Bruchteil solcher Prozesse wurde bislang
erforscht. Einige dieser Regulationsprozesse basieren wie diejenigen der dritten Gruppe auf

epigenetischen Mechanismen der Gen-Inaktivierung (s.u.). Im Gegensatz zu diesen, auf den
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Eigenschaften des ,zufallig® entstandenen Locus beruhenden silencing-Effekten, stellen die
Merkmalsinstabilitaten der dritten Gruppe jedoch keine individuellen Eigenschaften einzelner

Linien dar.

(iii) Anderungen der Genexpression durch epigenetisches gene silencing stehen mit
Modifikationen der DNA durch Cytosin-Methylierung und/oder der molekularen Architektur des
Chromatins in Verbindung. Epigenetische Prozesse werden u.a. als Schutzsystem gegenlber
invasiver genetischer Informationen wie etwa Viren, springenden Genen und eben auch
Transgenen gesehen. Aufgrund noch weitgehend unbekannter Signale und Mechanismen
werden derartige Sequenzen haufig erkannt und ,ausgeschaltet®. Die Mehrheit der im Labor
hergestellten transgenen Linien verhalt sich, in Abhangigkeit von der Struktur und der Position
des transgenen Locus, in unterschiedlichem Ausmal instabil bezlglich der Auspragung des
transgenen Merkmals, d.h. die Merkmalsinstabilitaten dieser Kategorie reprasentieren
individuelle Eigenschaften einzelner Linien. Aus einer Population transgener Pflanzen lassen
sich daher mehr oder weniger stabile Linien durch geeignete Ausleseverfahren ermitteln.
Entwicklungsspezifische Faktoren und Umwelteinflisse stehen auf noch weitgehend
unbekannte Weise mit silencing-Effekten in Zusammenhang und koénnen unerwartete
Anderungen der Auspragung des transgenen Merkmals bewirken. Solche Effekte wurden
bislang relativ selten systematisch untersucht.

Der ,zufallige” Integrationsprozess bei der Herstellung transgener Pflanzen ist langfristig sowohl
aus 6konomischer als auch aus 6kologischer Sicht unbefriedigend. Seit vielen Jahren werden
deshalb Untersuchungen zur homologen Rekombination durchgefiihrt, um eine zielgerichtetere
Integration der fremden Sequenzen zu erreichen, bisher allerdings ohne entscheidenen
Durchbruch.

Die Merkmalsinstabilitdten der Kategorie (ii) sind unter Umsténden kontrollierbar, wenn die
zugrundeliegenden Regulationsvorgange aufgeklart wurden und geeignete MalRnahmen zur
Erhéhung der Stabilitat entwickelt werden konnten. Merkmalsverluste durch genetische
Veranderungen der Kategorie (i) sind hingegen unvermeidbar. Bis zu einem gewissen Grad
kontrollierbar sind Merkmalsinstabilitadten der Kategorie (iii) durch geeignete Ausleseverfahren.
Im Fall 1-2jahriger Nutzpflanzen, bei denen eine ausreichende Anzahl von Generationen in
einem vertretbaren Zeitraum fir entsprechende Tests zur Verfigung steht, a3t sich das
Problem meiotischer Instabilitdten bis zu einem gewissen und aus &6konomischer Sicht
ausreichenden Grad l6sen, was u.a. auch der weltweit praktizierte Anbau gentechnisch
veranderter Sorten erkennen lasst. Bei vielen Gehodlzarten hingegen ist eine entsprechende
Uberpriifung der meiotischen Stabilitat aufgrund der langen Generationsdauer kaum moglich.
Ein meiotischer Stabilitatsgrad wie im Fall einjahriger Pflanzenarten lasst sich bei vielen
Gehdlzarten bei Verwendung der gegenwartig verfiigbaren Transformationsmethoden daher
kaum erreichen. Die Uberpriifung der mitotischen Stabilitit transgener Merkmale in Gehdlzen

ist weniger problematisch, wenn die Moéglichkeit zur vegetativen Vermehrung besteht. Allerdings
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ist zu beachten, dass verschiedene Gehdlzarten sehr langlebige Organismen mit ausgedehnten
vegetativen Phasen von z.T. mehreren Jahrzehnten darstellen. In diesen Fallen ist auch die

mitotische Stabilitat nur begrenzt tiberprifbar.

Die in der Literatur beschriebenen Haufigkeiten, mit der Merkmalsverluste oder —anderungen
auftreten, differieren zwischen 0,01 und 100% und decken damit die gesamte Bandbreite
samtlicher Formen von Instabilititen ab, vom Funktionsverlust durch Mutationen bis zum
vollstandigem Expressionsverlust z.B. durch epigenetisches gene silencing. Daten zur
Frequenz der Transgen-Instabilitdt lassen sich kaum verallgemeinern — eine Vielzahl von
Besonderheiten der jeweiligen Untersuchung, der transformierten Pflanzenart, des
Ubertragenen Gens sowie der zu bearbeitenden Fragestellung sind hierbei zu beriicksichtigen.

Festzustellen ist, dass

e in der Regel die Mehrheit der in einem Transformationsexperiment produzierten

Pflanzen Instabilitaten aufweist,

e in der Gruppe der instabilen Linien eine (Trans)gen-Inaktivierung durch epigenetisches

gene silencing mit einer Haufigkeit von bis zu 100% auftreten kann,

e sich aus transgenen Population weitgehend stabile Linien auslesen lassen, wobei die
Effektivitat dieser Auslese von der GrofRe der Population und der Generationsdauer des
Empfangerorganismus abhangt, d.h. bei Pflanzenarten, die schwierig zu transformieren
sind und/oder eine lange Generationsdauer besitzen, ist die Anwendung dieser

Vorgehensweise eingeschrankt oder u.U. ausgeschlossen,

e auch im Fall zunachst stabiler Linien keine ,Garantie“ fir eine dauerhaft unveranderte

Merkmalsauspragung besteht,

e die natlrliche, genetische Variabilitdt durch Mutationen und Rekombinationsereignisse
eine 100% Stabilitat nicht zulasst. Mit einer Frequenz von 1010 ist mit einem Ausfall

eines Gens in Zellen und/oder Nachkommen zu rechnen.

Neben der Stabilitdt der Transgenexpression besitzt auch die Wirksamkeit der gegenwartig
verfigbaren Systeme zur Erzeugung steriler Pflanzen Einfluss auf die Effektivitat eines
biologischen Confinements. Die bisher verfolgten Ansatze lassen sich zwei Gruppen zuordnen:
(i) Stérung der Bluten- oder Pollenentwicklung durch die Aktivitdt cytotoxischer oder
inhibierender Enzyme in Zellen und Geweben der Blitenanlagen und (i) ,Ausschalten®
pflanzeneigener Gene, deren Expression fur die Entwicklung von intakten Bliten oder Pollen
essentiell ist, durch Co- oder Antisense-Suppression. Fir jede Gruppe stehen mehrere
Varianten zur Verfigung, deren Effektivitat in den jeweiligen Ziel-Organismen jedoch zuvor im
einzelnen zu prifen ist, da in bisherigen Untersuchungen an verschiedenen Modellpflanzen
bereits Unterschiede in der Wirksamkeit festgestellt wurden. Berlicksichtigt werden muss im Fall

der unter Punkt (ii) beschriebenen Ansatze zur Co- und Antisense-Suppression, dass virale
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Faktoren eine Inhibierung dieser auf posttranskriptionalen gene silencing-Prozessen

beruhenden Systeme hervorrufen konnen.

Auch wenn der grof¥flachige Anbau transgener Sorten diverser einjahriger Nutzpflanzen zeigt,
dass derzeit fiir einige Anwendungen eine ausreichende Transgen-Stabilitdt besteht, ergeben
sich jedoch eine Reihe von Fragen, wenn z.Z. in der Erprobung befindliche oder geplante
Nutzungen dieser Technologie, etwa die Etablierung eines biologischen Confinements,
betrachtet werden. Hierzu besteht Forschungsbedarf in den Bereichen Transformationstechnik,
Einfluss durch endogene und exogene Faktoren, Bedeutung niedrigfrequenter genetischer
Veranderungen fur langlebige Gehdlzarten sowie der Wirksamkeit der Systeme zur

Sterilitatserzeugung.

Zum gegenwartigen Zeitpunkt ist von einer nur begrenzten Wirksamkeit biologischer
Confinements bei vielen Geholzarten auszugehen. Auf der Basis methodischer Ver-
besserungen und neuer Erkenntnisse Uber beeinflussende Faktoren liel3e sich eine Steigerung
der Wirksamkeit durch geeignete Mallnahmen erzielen. Neben der Durchfiihrung
entsprechender Forschungsaktivitdten wird dartber hinaus vorgeschlagen, den kombinierten
Einsatz mehrerer Systeme zur Sterilitdtserzeugung in Betracht zu ziehen, um eine

hdchstmogliche Wirksamkeit des Confinements zu erreichen.
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7 SUMMARY

The stability of a “gene of interest” is of economic importance, but may become also relevant to
safety considerations when its loss involves a direct or indirect influence on the environment.
Examples are biological systems that avoid the spread of transgenic seeds or pollen by
inhibiting the development of flowers due to expression of certain genes for sterility.
Establishing such biological confinements is discussed in the context of release and
commercialisation of transgenic woody plants, since many species of this group possess a
great potential for reproduction and propagation into natural populations by means of their
biological properties. Prerequisite for the effectiveness of biological confinements is a high

stability for the expression of sterility-genes.

This study deals with the causes and factors, which influence the stability of transgenic traits in
genetically modified plants, and the currently available systems for the production of sterile
plants. This supplies a base for addressing the question of which expectations and demands on
biological confinement by transfer of sterility-genes are realistic, and how the chance and
probability of reversion to fertile forms can be minimized. Aspects on position and complexity of
transgene locus, transformation method, importance of the genetic background and
phylogenetic differences between donor and recipient organism, physical loss of transgene
sequences, development-specific influences, biotic and abiotic environmental factors as well as
data on frequency of a transgene loss being lost are considered in the documentation. The
relevance of safety in terms of transgene stability associated with the concept of biological
confinement has to include naturally occurring mutations and recombination events that can
provoke changes in nucleotide sequence at low frequency (< 10, and therefore insignificant

with regard to stability of commercial varieties) and cause a loss of gene expression.

The long generation period makes woody species less suitable for experimental studies on
(trans)gene-stability — only a small number of publications have therefore addressed this
question in respect to transgenic woody plants. This explains the dominance of data and
informations from investigations on annual, herbaceous species like tobacco, petunia and
Arabidobpsis thaliana in this paper.

With regard to factors having a destabilizing influence on the expression of a trait, there are no
essential differences between transgenic and non-transgenic plants. Genetic information is
continuously subjected to modification by mutation and recombination, and “unexpected”
changes in expression of conventional as well as transgenic characters are induced by a vast
number of still unknown regulatory processes and interactions between genetic information,
development-specific factors and environmental influences. However, one has to consider that
by transfering additional genes into plant cells using the currently available transformation
techniques a “random®, uncontrolable integration with respect to position and structure of the

transgene locus occurs into the genome of the recipient organism. Such events are comparable
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to translocations that are used in classical breeding for developing new varieties in some
species. Sequence rearrangements and position effects resulting from such integration events
can have a negative influence on gene expression and stability of the transgenic character

through epigenetic gene silencing.

(i) Mutations and intrachromosomal somatic recombination events are processes that evoke
changes in DNA sequence. These occur at a fairly low frequency (10'4—1 0'7), but nevertheless
are unavoidable events. Since such genetic changes increase with the age of cells as well as
with the number of cell-divisions, these events will have a significant impact on transgene
stability in long-living organisms like woody plants. It has to be considered, that plants do not
possess specialised germline-cells like animals. At defined developmental stages apical
meristems differentiate to flower meristems and certain somatic cells to gamete-forming cells.
Thus genetic changes in somatic cells can be passed on to progeny if gamete-forming cells of a
shoot meristem are affected. Moreover, genetic changes in somatic cells that are not involved in
gamete-development are to be considered in vegetatively propagating species (e.g. Populus) as
well as in cases, where in vitro systems are used for propagation of transgenic lines from leaf

tissue as commonly practised in some woody species (i.e. fruit trees, roses).

(ii) The second category is highly heterogeneous — it includes for example interactions between
viral factors and transgenes of the host plant (suppression of co-suppression, see below), that
can influence gene expression, interactions between the transgene and the genetic background
of the target organism, or examples in which the respective transgene sequence itself harbours
the property to react by changed expression pattern under certain conditions. Only a small
fraction of such processes have been investigated up to now. Some of these regulatory
processes are based on epigenetic mechanisms of gene inactivation as those described in
category (iii). However, in contrast to these, instabilities of category (ii) do not represent

individual features of single transgenic lines.

(iii) Changes in gene expression due to epigenetic gene silencing are linked to modifications of
DNA by cytosine methylation and/or the molecular architecture of chromatin. Among other
functions, epigenetic processes are interpreted as a protection system against invasive genetic
information like viruses, “jumping genes” (transposons) and also transgenes. By mostly still
unknown signals and mechanisms such “alien” sequences are often recognized and “turned
off*. The majority of transgenic lines produced in laboratories are unstable with respect to the
expression of the transgenic trait, depending on structure and position of the transgene locus,
i.e. instabilities of this category represent individual features of single lines. Thus, (more or less)
stably expressing transgenic lines can be selected out of a population of transformants (see
below). Development-specific and environmental factors can trigger silencing effects in
unknown ways and probably cause unexpected changes of transgene expression. Such effects

have been investigated only rarely.
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In the long run, the current state of ,random® transgene integration during the generation of
genetically modified plants is dissatisfactory. Therefore, studies on homologous recombination

have been conducted for several years, yet without crucial success.

Instabilities of transgenic traits of category (ii) are controllable, if the underlying regulation
processes were cleared up and suitable measures were developed to increase the stability of
gene expression, whereas loss of transgenic traits due to genetic modifications of category (i)
are unavoidable. Gene silencing effects of categoy (lll) are controllable to a certain degree if
suitable selection procedures can be applied. In annual or biennial crops, in which a sufficient
number of generations is available for respective tests within a reasonable time frame, meiotic
instabilities can be controlled to a certain, economically acceptable degree, verified by the
worldwide practised cultivation of genetically modified varieties. Testing for meiotic stability of a
transgenic trait is impeded however, in many woody species due to the long generation periods.
The level of meiotic stability that is common for annual plant species can therefore hardly be
achieved in woody species. The examination of mitotic stability of transgenic traits in woody
plants is less challenging, if the possibility of vegetative propagation exists. However, one
should consider that certain species represent extremely long-living organisms with expanded
vegetative phases of several decades. In these cases also mitotic stability is controllable to a

limited degree only.

Published data on frequency with which loss or change of (trans)gene expression occur, vary
from 0,01 to 100%. and thus cover the entire bandwidth of manifestations of instabilities, from
loss of function by mutation to complete loss of expression e.g. by epigenetic gene silencing.
Data on frequency of transgenic trait losses can hardly be generalized - a multiplicity of special
features of the respective investigation, the transformed plant species, the transferred gene(s)
as well as the scientific subject have to be considered. From the current stage of knowledge it

can be stated, that

e usually the majority of a (nonselected) population of transgenic plants produced in a

transformation experiment behaves unstable concerning transgene expression,

e within the group of unstable lines transgene inactivation by epigenetic gene silencing

occurs with a frequency of up to 100%,

e from a population of transgenic plants stable lines can be selected, whereby the
efficiency of this selection depends on the size of the population and the generation
time of the recipient organism, i.e. plant species, which are difficult to transform and/or
possess a long generation time, the application of this procedure is restricted or even

impossible,

e also in case of initially stable lines a " warranty " for a permanently unchanged trait

stability does not exists,
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e natural variability, i.e. the occurrence of mutations and recombination events does not
permit 100% stability. With a frequency of 10*-107 the loss of expression of a given

(trans)gene in cells and/or progenies is to be expected.

Besides the stability of transgene expression, effectiveness of currently available systems for
the production of sterile plants also has an influence on the efficiency of biological confinement.
All previous approaches can be assigned into two groups: (i) Disturbance of flower and pollen
development due to activity of cytotoxic or inhibiting enzymes in cells and tissue of
flowerprimordials and (ii) “knock-out® of endogenous plant genes whose expression is essential
for the development of intact flowers or pollen by means of co- or Antisense-suppression. For
each group several variants are available, but efficiency in the respective target organisms
needs to be determined individually, since differences in effectiveness have been demonstrated

in several model species.

Even though the extensive cultivation of transgenic varieties of various annual crops shows that
there is a sufficient transgene stability for some applications, a number of questions and
unsolved problems arise, when application of this technology currently being tested or planned,
e.g. the concept of biological confinement, are considered. A demand for research is obvious in
several areas: transformation technology (targeted integration by homologous recombination,
diminishing the complexity of transgenic loci, increasing the efficiency of transformation
systems), significance of endogenous and exogenous factors for gene-stability (genetic
background, development-specific as well as biotic and abiotic environmental factors),
significance of low frequent genetic modifications for long-lived woody species as well as the
effectiveness of the systems for sterility.

At this time biological confinement strategies will have only limited effectiveness in many woody
species. Based on methodical improvements and new findings concerning the factors affecting
gene stability an improvement of the effectiveness can be obtained by suitable measures. Apart
from appropriate research activities it is suggested to consider the combined application of
several systems to generate sterility, in order to achieve a highest possible effectiveness of
biological confinements.
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Agrobacterium tumefaciens

Das gram-negative Bodenbakterium Agrobacterium tumefaciens
vermag durch Einschleusen eines Stilickes seiner Erbsubstanz
(T- oder Transfer-DNA), Pflanzenzellen derart umzuprogrammie-
ren, dass diese zum einen ein tumordses Wachstum entwickeln,
zum anderen bestimmte Nahrstoffe fir die Bakterien produzie-
ren. In dem sich entwickelnden Pflanzentumor kénnen sich die
Bakterien ansiedeln und vermehren. In den 70er Jahren war es
gelungen, den Mechanismus dieses naturlichen Gentransfer-
Systems in den wesentlichen Zugen aufzuklaren. Nachdem man
die fur die Tumorbildung verantwortlichen Gene mit Hilfe mole-
kularbiologischer Techniken ,herausgeschnitten und gleichzeitig
durch neue, z.B. Antibiotikaresistenz-vermittelnde Gene ersetzt
hatte, lieRen sich mit Hilfe dieses Systems gentechnisch veran-
derte, morphologisch aber normale Zellen herstellen. Wie man
anschlielend aus solchen Zellen intakte Pflanzen regeneriert,
war zuvor in einem benachbarten Forschungsgebiet, der pflanz-
lichen Zell- und Gewebekultur, ermittelt worden.

Agrobacterium rhizogenes

wie Agrobacterium tumefaciens induziert auch A. rhizogenes die
Bildung von Tumoren, die hier jedoch einen ,wurzeligen Cha-
rakter besitzen. Diese Tumorform wird durch die Aktivitat der rol-
Gene hervorgerufen.

Antheren-Kultur

Durch Kultivierung von Antheren (Staubgefassen) auf speziellen
Kulturmedien lassen sich bei manchen Pflanzenarten aus (den
haploiden) Pollen haploide Pflanzen regenerieren.

Antisense-Suppression

Bezeichnung flr die Strategie, ein endogen bereits vorhandenes
Gen durch Ubertragung der gleichen Sequenz in Gegenorientie-
rung auszuschalten (siehe homology dependent gene silencing).

backbone-Sequenzen

Sequenzbereich eines Plasmids oder Transformationsvektors,
der die grundlegenden Funktionen zur Replikation und
Vermehrung (Replikationsursprung und bakterieller
Selektionsmarker) in der Bakterienzelle enthalt. Bei
Binarvektoren flr den Agrobacterium-vermittelten Gentransfer
die aufRerhalb der T-DNA liegenden Segenzbereiche.

Cis-Inaktivierung

Inaktivierung eines Gens durch den Einflu benachbarter Se-
quenzelemente, Faktoren, Methylierungsmuster oder DNA-Ter-
tidrstrukturen (Chromatin).

codon usage

Der genetische Code (die Abfolge von drei Nucleotiden enthalt
als Triplett oder Codon die Information flr den Einbau einer be-
stimmten Aminosaure wahrend der Translation) ist zwar uni-
versell, bezlglich des codon usage kénnen jedoch Unterschiede
zwischen verschiedenen Organismen existieren. Bei 61 Codon-
Varianten (drei der insgesamt 64 moglichen Abfolgen werden als
Start- und Stopp-Codons benutzt) stehen fiir jede der 20 Amino-
sauren jeweils mehrere Codons zur Auswahl. Der Begriff codon
usage beschreibt das Phanomen, dass diese Codon-Varianten
von verschiedenen Spezies mit unterschiedlicher Frequenz ver-
wendet werden. Werden z.B. bakterielle Gene in Eukaryoten
Ubertragen, muf} u.U. eine Anpassung des codon usage an den
Empfangerorganismus vorgenommen werden.

92




8 Glossar

Confinement

(auch: Containment) Be- bzw. Eingrenzung der Ausbreitung
eines Organismus bzw. seiner Gene Uber Pollen, Samen oder
vegetative Vermehrung. Die Eingrenzung kann vorgenommen
werden mittels (i) physikalisch chemischer Malinahmen (z.B.
Anbau in Isolationshausern, Eintlten oder Entfernen von Bliten-
standen) oder (ii) biologischer Malinahmen (z.B. Unterdriickung
der Blutenbildung durch Suppression von Genen, welche die
Entwicklung der Blite oder von Blitenorganen steuern). Eine
Ubersicht zu Confinement-MaRnahmen findet sich bei Zoglauer
et al. (2000)

Co-Suppression

Bezeichnung fur die Strategie, ein endogen bereits vorhandenes
Gen durch Ubertragung der gleichen Sequenz auszuschalten
(siehe homology dependent gene silencing).

Cre-lox

Rekombinationssystem aus dem Bakteriophagen P1, das aus
den Komponenten Cre-Rekombinase (cyclisation recombination)
und den 34bp lox Erkennungssequenzen (locus of crossing
over) besteht. Bei Anordnung von zwei lox-Erkennungssequen-
zen in gleicher Orientierung werden sie von der Cre-Rekombi-
nase ausgeschnitten, inclusive der dazwischenliegenden Berei-
che.

Ektopisch, ektopische
Paarung

ektopisch bedeutet ,an untypischer Stelle®. Der Begriff wird ver-
wendet (i) fir Transgene, die sich nicht am natirlichen Genort,
d.h. in einem unnatirlichen genetischen Kontext befinden (dies
trifft fir Transgene in Pflanzen i.d.R. zu, da hier eine Integration
durch illegitime Rekombination erfolgt), (ii) in Zusammenhang
mit der Paarung homologer Sequenzen, ektopische Paarung vs.
allelische Paarung.

Enhancer

Bezeichnung fir relativ kurze genetische Elemente, die die Ex-
pression von Genen verstarken kdnnen. Enhancer verbessern
die Erkennung des Promotors durch die RNA-Polymerase. En-
hancer kdnnen vor (haufiger) oder hinter dem beeinflussten Gen
liegen.

epigenetisch, epigenetische
Genregulation bzw. Regu-
lationsprozesse

Der Begriff ,,epigenetisch® umschreibt den Informationsgehalt
eines Genoms, der nicht in Form der primaren Nukleotidsequenz
vorliegt. Anderungen der Genexpression ohne Veranderungen
der DNA-Sequenz beruhen auf epigenetischen Regulationspro-
zessen. Die Regulation findet in diesem Fall auf einer oberhalb
der DNA-Sequenzinformation liegenden Ebene statt und erfolgt
durch die DNA-Modifikation durch Cytosin-Methylierung sowie
durch Chromatin-remodelling, d.h. Anderungen der molekularen
Architektur des Chromatins, die die Aktivitat von Genen beein-
flussen kénnen.

Epigenetisches
gene silencing

S. gene silencing.

Epimutation

Anderungen der Genexpression ohne Veranderungen der DNA-
Sequenz (gene silencing aus der klassischen Genetik).

Expressivitat

Ausmal oder Umfang, mit dem sich ein Allel phanotypisch
manifestiert; wird durch andere Gene und deren Produkte sowie
durch dulRere Faktoren beeinfluft.
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Gene silencing

Verringerung oder vollstandiger Verlust der Expression eines
Gens, ohne dass Anderungen seiner BaSensequenz (wie bei
Mutationen oder Rekombinationsereignissen) stattgefunden
haben. Das gene silencing wird deshalb den epigenetischen
Regulationsprozessen zugeordnet (deshalb auch haufig als
epigenetisches gene silencing bezeichnet). Gene silencing kann
auf unterschiedlichen Mechanismen beruhen, die die Expression
entweder durch Unterdriickung der Transkription (transkriptio-
nales gene silencing) oder durch Degradierung der Boten- oder
mRNA (posttranskriptionales gene silencing) des entsprechen-
den Gens verhindern.

homo-, hetero, hemizygot

In diploiden Organismen kénnen sich an einem Genort auf bei-
den homologen Chromosomen gleiche (homozygot, reinerbig)
oder unterschiedliche (heterozygot, mischerbig) Formen (Allele)
eines Gens befinden. Befindet sich ein Allel nur auf einem der
beiden homologen Chromosomen (wie z.B. in Primartransfor-
manten), bezeichnet man das Individuum als hemizygot.

homology dependent gene
silencing (HDGS)

Ein gene silencing kann bei Anwesenheit gleicher (homologer)
DNA- oder komplementarer RNA-Sequenzen in einer Zelle
durch eine Interaktion zwischen diesen Sequenzen ausgelost
werden (DANN-Sequenzen kdnnen benachbart sein oder im
Genom weit voneinander entfernt vorliegen). Homologe Se-
quenzen kénnen miteinander durch allelische (siehe Paramuta-
tion) oder ektopische Interaktion auf DNA-Ebene sowie nach
Bildung komplementarer (Sense/Antisense) oder selbst-kom-
plementarer (inverted repeat) mMRNA-Moleklle interagieren. Alle
Interaktionen kénnen ein gene silencing auslésen.

homologe Rekombination

“Normale” Rekombination, die auf der Existenz von Sequenz-
homologien beruht.

horizontaler Gentransfer

Die Weitergabe bzw. Aufnahme genetischer Information auf3er-
halb der sexuellen Fortpflanzungswege und unabhangig von
bestehenden Artgrenzen.

Hybrid-Zichtung

Aus Kreuzungen verschiedenartiger Eltern kdnnen Nachkom-
men (Hybride) entstehen, die eine erhebliche
Leistungssteigerung gegenuber den Ausgangseltern aufweisen.
Man spricht von einem Heterosiseffekt, dessen Ursachen bis-
lang nicht aufgeklart wurden. Kreuzungen dieser Art wurden
erstmals 1908 von G.M. Shull mit Mais-Linien durchgefuhrt.

illegitime Rekombination

Rekombinationsereignis von geringer Frequenz, das ohne An-
wesenheit homologer Sequenzen stattfinden kann (u.U. bei
Mikrohomologien von wenigen Basenpaaren).

Imprinting (genomisches)

Begriff, der die Vererbung eines inaktiven oder eines aktivierba-
ren Zustandes von Genen mitterlicherseits oder vaterlicherseits
an die nachste Generation beschreibt.

intrachromosomale Re-
kombination

Rekombinationsereignis zwischen homologen Bereichen eines
DNA-Stranges.
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intercalare (und para-
centromere)
Chromosomenbereiche

Zur Lokalisierung von Banden oder Bandenmustern und Genen
(durch Fluoreszenzmarkierung in situ nachweisbar) werden die
Chromosomenarme in verschiedene Bereiche eingeteilt:

Chromosomenarme
/ Centiomer

| )

‘ 4 : x ‘Ftelomere
| paracentromere intercalare subtelomere ‘
\
Bereiche
Isochore Pflanzengenome bestehen aus Mosaiken von DNA-Segmenten
mit Ubereinstimmenden GC-Gehalt, die als Isochore bezeichnet
werden
Locus Ort eines Gens oder einer anderen definierten Sequenz auf

einem Chromosom.

MADS-box Gene

Die MADS-box-Genfamilie codiert fur Transkriptionsfaktoren, die
eine Ubergeordnete Funktion bei der Entwicklung von Organen
besitzen bzw. die Identitat von Organen wahrend der Entwick-
lung festlegen. Die Gene besitzen eine gemeinsame, spezifische
Sequenz, die MADS-box, deren Bezeichnung auf die ersten vier
identifizierten Gene dieser Art zurickgehen: MCM1, Agamous,
Deficiens und SRF (Schwarz-Sommer et al. 1990).

meiotische Stabilitat

Stabilitat eines Gens im Verlauf der Meiose.

mitotische Stabilitat

Stabilitat eines Gens im Verlauf mitotischer Zellteilungen.

paracentromere Chromo-
somenbereiche

s. interkalare Chromosomenbereiche.

Paramutation

Die Mendelschen Regeln basieren u.a. auf der Annahme, dass
sich unterschiedliche Allele nicht gegenseitig beeinflussen. In
Mais wurde jedoch bereits vor etwa 50 Jahren ein Locus identifi-
ziert, dessen Allele sich in ihrer Auspragung gegenseitig beein-
flussten konnten. Die Anderung der Auspragung war vererbbar,
aber nicht stabil und konnte nach einigen Generationen wieder
zur ursprunglichen Auspragung revertieren. Es handelte sich
daher nicht um eine durch Mutation hervorgerufene Anderung
der Basensequenz (daher Paramutation). Die Paramutation
beruht auf einer allelischen Interaktion, die auch in transgenen
Pflanzen zur Inaktivierung von Genen geflhrt hat (s. auch ekto-
pische Interaktion).

Para-Retroviren (s.auch
revers transkribierte Ele-
mente)

Es existieren zwei Hauptgruppen von Para-Retroviren, die Cau-
limo-Viren und die Badna-Viren. Caulimo-Viren befallen Erd-
nisse, Soja, Cassava und Arten der Gattung Brassica, Badna-
Viren infizieren Bananen, Kakao, Citrusfriichte, Ananas und
Zuckerrohr. Bezuglich des Replikationsvorgangs und der Ex-
pression ihrer Gene unterscheiden sich beide Typen kaum von-
einander. Die im Kern aus dem Capsid entlassene, ringférmige
DNA wird zunachst in RNA umgeschrieben. Nach Verlassen des
Kerns dient diese RNA als Boten-RNA zur Herstellung von
Capsid-Proteinen sowie einer reversen Transcriptase, die flr die
Produktion neuer viraler DNA-Molekdile sorgt.
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Partikel-Kanone (particle
gun)

Hierzu werden ca. 1 Mikrometer (1/1000 mm) grof3e Partikel aus
Wolfram oder Gold mit DNA ,ummantelt®, d.h. die DNA wird in
Anwesenheit der in Suspension befindlichen Partikel gefallt und
bindet an die Oberflache der Partikel. In einer speziellen Appa-
ratur werden die mit der genetischen Information versehenen
Partikel anschlieRend durch Heliumdruck in die Zellen des Ziel-
gewebes, die einen Durchmesser von ca. 30-100 Mikrometer
aufweisen, ,geschossen” (getroffene Zellen kénnen die von den
Partikeln durchdrungene Zellwand u.U. wieder reparieren).

Penetranz

Merkmalsauspragung eines Gens in einer Population.

Polyadenylierung

Anhangen von ca. 200 A-Basen ans 3'Ende der mRNA bei der
Reifung (wichtig fur die Stabilitat des Transkripts).

Positionseffekt

Beeinflussung des Expressionslevels eines Gens durch den
genomischen Kontext

Posttranskriptionales gene
silencing (PTGS)

Die Inhibierung der Expression eines Gens findet auf
posttranskriptionaler Ebene statt. Das Gen wird transkribiert, die
Boten bzw. mRNA wird jedoch degradiert, bevor es zur Transla-
tion kommt.

Primartransformanten

Bezeichnung fir die aus einem Transformationsexperiment di-
rekt hervorgegangenen transgenen Klone oder Pflanzen, auch
als TO- oder RO-Generation bezeichnet. Vegetativ vermehrte
Arten verbleiben oft in diesem Stadium, z.B. Kartoffeln. Im Fall
der Uber Samen vermehrten Arten werden die nachfolgenden
Generationen mit T- oder R1/R2/R3 usw. bezeichnet.

Promotor

Als Promotor (oder 5’-regulatorische Sequenz) bezeichnet man
den vor einem Gen (5-upstream) liegenden DNA-Abschnitt, in
dessen Bereich die RNA-Polymerase, die eine Kopie des Gens
in Form eines RNA-Stranges erzeugt, bindet. Von den
Eigenschaften des Promotors (bzw. der Bereitschaft der RNA-
Polymerase, an ihn zu binden) hangt es ab, mit welcher
Intensitat RNA-Kopien des Gens hergestellt werden, d.h. ob es
Lstark® oder ,schwach® exprimiert wird.

Protoplastentransformation

Durch Einwirkung geeigneter Enzyme kdnnen pflanzliche Zellen
aus dem Gewebeverband gelést und von ihrer Zellwand befreit
werden. Ubrig bleiben Protoplasten, die in isotonischen Medien
stabil erhalten und kultiviert werden kénnen. Eine durch Elektro-
poration oder Behandlung mit Polyethylenglycol erzeugte De-
stabilisierung macht die auere Plasmamembran der Proto-
plasten passierbar fir DNA-Molekiile, die in den Kern eindringen
und in das Genom integrieren kénnen.

Rekombinations-hotspots

fur Rekombinationsereignisse anfallige DNA-Regionen.

Repeats

s. Sequenzwiederholung.

Retroelemente
(Retrotransposons), (s.auch
revers transkribierte Ele-
mente)

Die bei Pflanzen verbreiteten Retrotransposons ahneln den
tierischen Retroviren insofern, da sie ebenfalls in das Genom
der Wirtszelle integrieren. Ihnen fehlt allerdings die genetische
Information fir eine weitere Ausbreitung. Pflanzengenome ent-
halten z.T. grof3e Mengen an Retrotransposons, z.B. bestehen
ca. 50% des Maisgenoms aus Retrotransposons.
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Revers transkribierte Ele-
mente

Als Revers transkribierte Elemente bezeichnet man Genome
und Sequenz-Elemente, die das Enzym Reverse Transkriptase
zur Replikation verwenden. Es gibt zwei Grundformen revers
transkribierter Elemente: (a) Revers transkribierte Viren, die
Gene fur Produkte (Capsidproteine) besitzen, mit deren Hilfe sie
neue Wirte befallen konnen, und (b) Retroelemente, die in das
Genom integrieren kénnen, jedoch keine Moglichkeit besitzen,
andere Wirte zu infizieren. Die Gruppe der Viren teilt sich in (i)
Retroviren (nur in Vertebraten), die RNA verpacken und deren
Replikationszyklus eine Integration in des Wirtsgenom erfordert,
und (ii) Para-Retroviren (nur in Pflanzen), die DNA verpacken
und deren Replikation keine Integration ins Wirtsgenom vorsieht.

Sense-Suppression

s. Co-Suppression.

Sequenzrearrangements

Neuordnung einer Sequenzabfolge.

Sequenzwiederholungen

Wiederholungen von Nucleinsaure-Sequenzelementen mit einer
Lange von wenigen Nucleotiden bis mehreren hundert Basen-
paaren. Man unterscheidet

direkte Sequenzwiederholungen, wenn sich das gleiche Se-
quenzelement in gleicher Leserichtung auf einem DNA-Strang
befindet (direkte Sequenzwiederholungen in unmittelbarem
Kontakt werden auch als Tandem-Repeats bezeichnet):

5 —GGCCTTHTTCCC{GTTAqTchqTGTAA— 3
3 ' -CCGGAATAAGGGCAATCAAGGGACATT-5"

indirekte Sequenzwiederholungen, wenn das gleiche Sequenz-
element auf dem gleichen DNA-Strang einmal in 5°-3’-Richtung
und einmal in 3’-5’-Richtung vorkommt;

5‘—GGCCTT4TchqGTTAqCQCT TGTAA-3"
3 ' -CCGGAATAAGGGCAATCGGGAAACATT-5"

und invertierte Sequenzwiederholungen, wenn sich das gleiche
Sequenzelement in gleicher Leserichtung auf beiden DNA-
Strangen befindet:

51 —GGCCTT CCOGTTAGGGGAAAGTAA- 3"
3% - CCGGAATAAGGGCAATACECTTTCATT- 5"

Aus invertierten Sequenzwiederholungen kénnen durch intra-
molekulare Ausbildung von Doppelstrangbereichen charakteris-
tische Strukturen wie Haarnadel-Strukturen (hairpin-loops bei
einzelstrangigen Nucleinsaure-Molekilen) und Cruciform-
Strukturen (bei doppelstangigen Molekiilen) entstehen:

5% -GGCCTTATPAGTAA-3

3'-CCGGAAT TTCATT -5°
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Silencer Loci

Transgene Loci, die durch ektopische Paarung oder durch die
Produktion aberranter Transkripte andere, homologe Gene inak-
tivieren kdnnen.

Somaklonale Variation

Genetische und/oder epigenetische Veranderungen im Genom
somatischer Zellen. Zum Tragen kommen solche Veranderun-
gen, wenn aus somatischen Zellen (wie bei Pflanzen maglich)
wieder intakte Organismen regeneriert werden. Eine der Ursa-
chen fur aberrante Wuchsformen regenerierter Pflanzen aus
Gewebekulturen.

Terminator

Der hinter einem Gen (oder 3’-downstream) liegende Sequenz-
abschnitt, der von der RNA-Polymerase als Signal zum Abbruch
der Transkription erkannt wird.

Threshold-Modell

Modell zum gene silencing, das davon ausgeht, dass
Transkripte, deren Konzentration einen bestimmten Level Uber-
steigen, durch RNasen degradiert werden.

Trans-Inaktivierung

Inaktivierung eines Gens durch den Einflu von Sequenzele-
menten, Faktoren, Methylierungsmustern oder DNA-Tertiar-
strukturen (Chromatin), die sich weiter entfernt vom Gen befin-
den, z.B. auf anderen Chromosomen.

Transkriptionales gene
silencing (TGS)

Die Inhibierung der Expression eines Gens findet auf transkrip-
tionaler Ebene statt. Die Transkription des Gens wird verhindert,
eine Boten-RNA bzw. mRNA wird nicht gebildet.

Translokation

Austausch von Teilen zwischen zwei Chromosomen.

Transvektion

Ein der Paramutation entsprechender Prozess bei Drosophila

Transposon

In Pro- und Eukaryoten vorkommende Sequenzelemente, die
die Fahigkeit besitzen, innerhalb des Genoms an unterschiedli-
che Stellen zu ,springen® und dort zu integrieren (bei Bakterien
auch in Plasmide oder Phagengenome). Sie besitzen eine cha-
rakteristische Lange (ein oder mehrere Gene) und sind beider-
seits begrenzt von kurzen, nicht-codierenden invertierten Se-
quenzwiederholungen.

vertikaler Gentransfer

Der Austausch genetischer Information zwischen kreuzungs-
kompatiblen Individuen auf sexuellem Weg und Weitergabe der
Information an die Nachkommen.

Virus induced gene
silencing (VIGS)

Eine spezielle Variante des homology dependent gene silencing,
bei der homologe Sequenzen durch Virusbefall in die Zelle
gelangen und dort ein silencing dieser Sequenzen verursachen
koénnen. Viren enthalten i.d.R. keine pflanzlichen Gene, es
lassen sich jedoch rekombinante Viren mit solchen Genen oder
Pflanzen mit viralen Sequenzen herstellen. So enthalten z.B.
viele inzwischen auch kommerziell angebaute, gentechnisch
veranderte Pflanzen den 35S-Promoter des Blumenkohlmosaik-
Virus als regulatorische Sequenz. In Freilandexperimenten
wurde bereits nachgewiesen, dass ein Befall solcher Pflanzen
mit dem Blumenkohimosaik-Virus eine Inaktivierung von durch
den 35S-Promotor kontrollierten Genen verursachen kann.
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10.2 QUELLEN UND LITERATURRECHERCHE

Die Grundlage fur diese Studie bilden Literaturrecherchen Uber die Datenbanken Current
Contents (alle Bereiche, 1995 — August 2001), BIOSIS (1985 — Juli 2001), Agricola (1979 — Juni
2001) und Medline (1966 — Juli 2001). Die Grundrecherche zur Transgen-Stabilitat erfolgte

Uber verschiedene Kombinationen der Stichworte:

35S, Agrobacterium, backbone, binary vector, chromatin, ectopic, gene silencing, gene stability,
genetic stability, homologous recombination, intrachromosomal recombination, isochore,
methylation, mutation, rbcS, RNAI, silencing, stability, transgenic, unstable, utr, vector, virus

resistance.

Die aus dieser Grundrecherche hervorgegangenen etwa 7500 Literaturstellen wurden inklusive
Abstracts in Procite-Datenbanken Ubertragen und mit Hilfe geeigneter Keywords (mammalian,
rats, human, cancer u.a.) wieder reduziert. Aus den verbleibenden ca. 1200 Veréffentlichungen
wurden anhand der Zusammenfassungen und durch Stichwortsuche etwa 150 Publikationen
ausgewabhlt, die die primare Grundlage fiir diese Dokumentation darstellen. Hinzu kamen noch
ca. 100 Veroffentlichungen, die in entsprechenden key-papers zitiert wurden.

Die Recherche zur Transformation und Transgen-Stabilitat bei Geholzpflanzen erfolgte
durch Kombinationen der Stichworte Agrobacterium, biolistic, microprojectile, particle gun,
rhizogenes, transform*, transgenic, tumefaciens mit den Begriffen alder, apple, ash, aspen,
birch, cedar, cherry, chesnut, conifer, fig, fir, hackberry, maple, myrtle, oak, palm, pear, pine,
poplar, redbud, tree, woody, sowie mit 156 in der folgenden Tabelle aufgelisteten

Gattungsbezeichnungen.

Die Zusammenstellung basiert auf der ,Arboretum Woody Plants List* (S. Mary Grace Burns

Arboretum of Georgian Court College - http:/gcconline.georgian.edu/taxonomy/) und der ,List of

woody plants® (Denison University Biological Reserve -

(http://webby.cc.denison.edu/biology/bioreserve/tree.shtmil).
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Tabelle 8: Liste der bei der Recherche zur Gehdlztransformation bericksichtigten
Gattungbezeichnungen

Abies Cinnamomum Liriodendron Sequoia
Acacia Citrus Liquidambar Sequoiadendron
Acer Cornus Cupressus Lithocarpus Spiraea
Acrocarpus Corylus Lyonathamnus Smilax
Aesculus Crataegus Macadamia Sophora
Agonis Crinodendron Magnolia Stenocarpus
Albizia Cryptocarya Malus Syzigium
Alnus Crytomeria Maytenus Tabebuia
Angophora Cupaniopsis Melaleuca Taxodium
Aralia Cupressus Melia Taxus
Araucaria Diospyros Metasequoia Thevetia
Arbutus Elaegnus Metrosideros Tilia
Archontophoenix Eriobotrya Morus Tipuana
Arecastrum Erythrina Myoporum Toxicodendron
Aristolochia Eucaluptus Nerium Trachycarpus
Bauhinia Fagus Nyssa Tristania
Betula Ficus Olea Tsuga
Bischofia Firmiana Olmediella Ulmus
Brachychiton Fraxinus Ostrya Umbellularia
Brahea Gaylussacia Oxydendrum Viburnum
Broussonetia Geijera Parthenocissus Vaccinium
Butia Gingko Phoenix Vitis
Callistemon Gleditsia Photinia Washingtonia
Calocedrus Hakea Photoinia Zelkova
Calodendrum Hamamelis Pinus

Carica Harpephyllum Pistacia

Carya Hevea Pittosporum

Cassia Hydrangea Platanus

Castanea Hymenosporum Podocarpus

Castanospermum llex Populus

Casuarina Jacaranda Prosopis

Catalpa Jubaea Prunus

Cedrela Juglans Pyrus

Cedrus Juniperus Quercus

Celtis Kalmia Quillaja

Ceratonia Koelreuteria Rhododendron

Cercis Lagerstroemia Rhus

Chilopsis Laurus Robina

Chionanthus Lagunaria Rosa

Chitalpa Ligustrum Rubus

Chorisia Lindera Salix
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10.3 INTERNETADRESSEN

Allgemein zu Freisetzungen und Kommerzialisierung transgener Pflanzen:

OECD-BioTrack
http://www1.oecd.org/ehs/service.htm

Information Systems for Biotechnology
http://www.isb.vt.edu/

International Service for the Acquisition of Agri-Biotech Applications
http://www.isaaa.org/

AgBios-Essential Biosafety
http://www.essentialbiosafety.info/main.php

Transgene Baume:

Biotechnolgy at the Canadian Forest Service
http://www.nrcan-rncan.gc.ca/cfs-scf/science/resrch/biotechnology e.html

Epigenetische Regulationsmechanismen

DNA Methylation Society
http://dnamethsoc.server101.com/

University of Virginia, Chromatin and Gene Expression Group
http://www.cstone.net/~jrb7g/chrom.htmi

Epigenetik, Arbeitsgruppe des Forschungsschwerpunkts "Krebsentstehung und Differenzierung*
http://www.dkfz-heidelberg.de/epigenetik/default.htm

MPI1Z-Aktuell, Die lachsrote Petunie
http://www.mpiz-koeln.mpg.de/~rsaedler/MPIZaktuell/Petunie/Petunie.html

Internationaler Sortenschutz

The International Union for the Protection of New Varieties of Plants (UPOV)
http://www.upov.int/eng/index.htm
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