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Zusammenfassung

Während der letzten zehn Jahre wurden Ver-

fahren zur Eliminierung der Marker-Gene

nach der Identifizierung der gentechnisch

veränderten Pflanzen (GVP) entwickelt (z. B.

Eliminierung der Marker-Gene durch Trans-

posasen oder durch Sequenz-spezifische

Rekombinasen; Co-Transformation zweier

T-DNAs in Verbindung mit der Segregation

der Transgene in der Folgegeneration).

Außerdem wurde versucht, an Stelle der An-

tibiotika-Resistenzgene andere Marker-Gene

für die Identifizierung der GVP einzusetzen

(„Positive Selektion“ mit Glucuronoiden,

Xylose oder Mannose). Dies war notwendig,

um das begrenzte Spektrum verfügbarer

Marker-Systeme zu erweitern und nach der

ersten Transformation Marker-Gen-freie GVP

zu erhalten, die unter Verwendung der

bereits zuvor benutzen Marker-Systeme mit

weiteren Zielgenen erneut transformiert

werden können.
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In den letzten zehn Jahren sind eine
Reihe von Transformationsverfahren –
wie z. B. die Transformation mit Hilfe
der Agrobacterium-Infektion oder durch
Beschuss mit der „Particle Gun“ – zum
Einbringen von DNA-Konstrukten in
das pflanzliche Genom entwickelt und
optimiert worden [1], die bei einer Viel-
zahl von Pflanzenspezies erfolgreich
verwendet werden können. Allerdings
benötigt man aufgrund der begrenzten
Effizienz dieser Transformationsverfah-
ren zur Erzeugung gentechnisch verän-
derter Pflanzen (GVP) einen experi-
mentellen Zugang, um frühzeitig (d. h.
noch vor der Regeneration vollständiger
Pflanzen aus einzelnen Zellen) die trans-
formierten aus der Menge der nicht
transformierten Pflanzenzellen selektie-
ren zu können. Der bewährten mikro-
biologischen Praxis folgend wurden die
DNA-Konstrukte, die in die Empfänger-
pflanzen übertragen werden sollten, in
der Regel zusätzlich mit Antibiotika-
Resistenzgenen (z. B. nptII oder hph)
gekoppelt, um jeweils nach Teilschritten
des Transformationsverfahrens diejeni-
gen Zellen identifizieren zu können, in
deren Genom das DNA-Konstrukt inse-
riert worden war [1].

War das Vorhandensein dieser Anti-
biotika-Resistenzgene in den GVP für
ihre weiteren Untersuchungen in Klima-
kammern oder Gewächshäusern zu-
nächst noch ohne wesentliche Bedeu-
tung, so wurde jedoch ihre Anwesenheit
im Genom von GVP, die für Freilandver-
suche oder insbesondere für das Inver-
kehrbringen vorgesehen waren, in den

letzten Jahren als unnötig oder gar als
unerwünscht angesehen. Die Behaup-
tungen kritischer Gruppen gingen so-
weit anzunehmen, dass die Antibiotika-
Resistenzgene aus den GVP auf Mikro-
organismen übertragen und auf diese
Weise die Zahl Antibiotika-resistenter
pathogener Organismen erhöht werden
könnte oder dass Kreuzungspartner der
GVP die zusätzliche genetische Infor-
mation via Pollen erhalten und zu „Un-
krautpflanzen“ werden könnten [2, 3].
Zur Klärung auf der Grundlage wissen-
schaftlicher Fakten hat die „Zentrale
Kommission für die Biologische Sicher-
heit“ (ZKBS) 1999 in einer allgemeinen
Stellungnahme eine Bewertung der bio-
logischen Sicherheit der als Marker-Gene
verwendeten Antibiotika-Resistenzgene
wie auch anderer Antibiotika-Resistenz-
gene vorgenommen, welche in Folge des
Transformationsvorganges außerdem in
das pflanzliche Genom gelangen können
[4]. Darin bringt die ZKBS ihre grund-
sätzliche Auffassung zum Ausdruck,
dass künftig bei der Entwicklung von
GVP,die in Verkehr gebracht werden sol-
len,„die eingeführten heterologen Gene
zu beschränken sind auf diejenigen Ge-
ne, welche für die angestrebte Verände-
rung funktionell als Ziel- oder Marker-
Gene erforderlich sind.“ Die ZKBS be-
tont, dass „die zukünftige Entwicklung
in den Verkehr zu bringender gentech-
nisch veränderter Pflanzen, die für die
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Abstract

During the last ten years efforts were made

to develop strategies for the elimination of

marker genes after selection of genetically

modified plants (GMP) (for example elimina-

tion of marker genes by transposases or by

site-specific recombinases; cotransformation

of two T-DNAs combined with segregation

of the transgenes in the progeny) and to

replace antibiotic resistance genes for the

identification of GMP by a set of other marker

genes (“positive selection”with glucuronoides,

xylose or mannose).These efforts were

necessary to broaden the limited spectrum

of marker strategies as well as to obtain GMP

devoid of marker genes for conducting

further rounds of transformation.
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Herstellung von Lebens- oder Futtermit-
teln Verwendung finden sollen, darauf
abzielen muss, Gene, die Resistenzen ge-
gen therapeutisch bedeutende Antibioti-
kaklassen1 bewirken, zu vermeiden.“ In
analoger Weise (‘clinical use’) zielt die
Direktive 2001/18/EC (2001) darauf ab,
in GVP den Gebrauch von Antibiotika-
Resistenzgenen mit möglichen schädli-
chen Auswirkungen auf die menschliche
Gesundheit und die Umwelt auszu-
schließen; als Ausschlussfrist ist im Fal-
le von GVP, die für das Inverkehrbrin-
gen vorgesehen sind, das Jahr 2004 und
im Fall von GVP, die für Freilandexperi-
mente vorgesehen sind, das Jahr 2008
festgesetzt [5].

„Anstelle von Antibiotika-
Resistenzgenen werden ver-

mehrt andere Marker-Gene für
die Identifizierung von

gentechnisch veränderten
Pflanzen eingesetzt.“

Unabhängig von den Erwägungen zur
biologischen Sicherheit der Antibiotika-
Resistenzgene in GVP oder von der Ak-
zeptanz von solchen GVP sind in den
letzten Jahren die experimentellen Be-
mühungen verstärkt worden,sowohl das
Spektrum der verfügbaren Marker-Gene
über den Bereich der Antibiotika-Resis-
tenzgene hinaus zu erweitern als auch
Verfahren zu etablieren, die während
des Transformationsverfahrens in das
pflanzliche Genom inserierten Marker-
Gene nach der Identifizierung der er-
folgreich transformierten Pflanzenzel-
len wieder aus diesen zu eliminieren.
Notwendig war diese Entwicklung neuer
Methoden einerseits, da die verfügbaren
Marker-Gene nicht für alle Pflanzenspe-
zies in gleicher Weise geeignet sind2,und
anderseits, um 

(a) in bereits transformierten Pflan-
zenzellen unter erneutem Einsatz
der zuvor schon benutzten Marker-
Gene weitere DNA-Konstrukte
kontrolliert einbringen zu können
und 

(b) die Möglichkeit zu minimieren,
dass die Expression des einge-
brachten Gens der ersten Transfor-
mation unterbleibt (transkriptio-
nelles Gen-Silencing) [7, 8, 9].

Positive Selektion von
transgenen Pflanzen(zellen)

Die Nachweiseffizienz der zunächst ver-
wendeten Selektionssysteme – vor allem
des nptII als Marker-Gen – (Tabelle 1;
Punkt a und b) lag bei vielen Pflanzen-
spezies bei 1:10.000 bis 1:100.000. Im
Gegensatz zu diesen herkömmlichen
Selektionssystemen, die auf der durch
die Resistenz- bzw.Toleranzgene vermit-
telten Überlebensfähigkeit der GVP un-
ter Selektionsbedingungen beruhen, er-
brachten neu entwickelte Selektionsver-
fahren auch höhere Nachweishäufigkei-
ten. Bei diesen Verfahren eröffneten die
zu Selektionszwecken übertragenen
neuen Eigenschaften den GVP die Option
der Regeneration und des Wachstums
(„Positive Selektion“) und auch höhere
Nachweishäufigkeiten. Bereits die Ver-
wendung des Gens für die β-Glucuro-
nidase als Marker-Gen und Glucuronid-
Derivate des Cytokinin als Selektions-
substrat steigerte bei transgenen Tabak-
pflanzen deren Nachweiseffizienz um
das Dreifache im Vergleich zum nptII als
Marker-Gen [20]. Bei Verwendung des
Phosphomannose-Isomerase-Gens aus
E. coli [21, 22, 23, 24] oder des Xylose-Iso-
merase-Gens aus Thermoanaerobacteri-
um thermosulfurogenes [25] konnte die
Nachweiseffizienz im Vergleich zum
nptII als Marker-Gen auf das Zehnfache
gesteigert werden. In nicht transfor-
mierten Pflanzen(zellen) wird Mannose
in der Hexokinase-Reaktion zu Manno-
se-6-phosphat phosphoryliert und in
den Zellen akkumuliert, da es nicht wei-
ter metabolisiert werden kann (Abb. 1).
Mannose-6-phosphat inhibiert die
Phosphoglucose-Isomerase und damit
die Glykolyse [29]; außerdem kommt es
durch die Anhäufung von Mannose-6-
phosphat und damit der Verarmung der
nicht transformierten Pflanzenzellen an
Phosphat und ATP zum Wachstumsstill-
stand [30].Transgene Pflanzenzellen,die
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1 Die ZKBS zählt z. B. nptll, hph oder cmR, die
häufig bei der Transformation von Pflanzen
als Marker-Gen verwendet werden, nicht zu
den Genen, die wegen der therapeutischen
Bedeutung der komplementären Antibiotika
als Markergene in Pflanzen nicht verwendet
werden sollten [4].

2 Zum Beispiel ist das nptll als Selektions-
marker für die Transformation von Solanaceae
sehr gut, für die von Fabaceae dagegen auf-
grund ihrer Unverträglichkeit für Neomycin-
haltige Nährböden wenig geeignet [6].
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dagegen das Phosphoisomerase-Gen
enthalten, können Mannose als Kohlen-
stoffquelle (C-Quelle) nutzen und über
die Glykolyse verwerten (Abb. 1); sie
haben durch die eingebrachte Phospho-
mannose-Isomerase eine Wachstums-
vorteil bei alleiniger Anwesenheit von
Mannose als C-Quelle („Positive Selek-
tion“). Wie Mannose kann auch Xylose
von vielen Pflanzenspezies nicht meta-
bolisiert werden. Durch Transformati-
on mit dem Xylose-Isomerase-Gen wer-
den sie befähigt, Xylose in Xylulose um-
zuwandeln, die in den Pentosephos-
phat-Stoffwechselweg eingespeist wird.
Für nicht derartig transformierte Pflan-
zenzellen kommt es bei Anwesenheit
von Xylose als alleiniger C-Quelle zur
Hemmung von Wachstum und Ent-
wicklung.

Auf der direkten Beeinflussung der
pflanzlichen Entwicklung basiert die
Wirkung eines Marker-Systems mit ipt
aus der T-DNA (T-DNA: 30-kb-Segment
aus dem Ti-Plasmid) von Agrobacterium
tumefaciens; die durch das ipt-Gen
kodierte Isopentenyltransferase bewirkt
die Bildung von Isopentenyl-adenosin-
5-monophosphat, dem ersten Zwischen-
produkt der Cytokinin-Biosynthese.
Mit dem ipt-Gen transformierte Pflan-
zen zeigen Zwergwuchs, abnorme Blatt-
entwicklung und verzögerte Blattsenes-
zenz.Wird ipt mit vorgeschaltetem 35S-
Promotor des Cauliflower Mosaic Virus
in ein Aktivator-Element (AC-Element)
aus Zea mays inseriert und dieses DNA-

Konstrukt zusammen mit dem Zielgen
auf derselben T-DNA zur Transforma-
tion verwendet, so zeigen die aus
den transformierten Pflanzenzellen das
oben genannte veränderte morphologi-
sche Erscheinungsbild. Im weiteren
Entwicklungsverlauf dieser Transfor-
manten unterbleibt gelegentlich (in 0,5
bis 1% der Fälle) nach der Ausgliede-
rung des AC-Elementes aus seiner In-
sertionsstelle die Reintegration in das
pflanzliche Genom; phänotypisch ent-
wickelt sich dann ein transgener Seiten-

spross mit normalem Habitus aus den
transgenen, zwergwüchsigen Sprossen
[27].Aus dem Pflanzenmaterial derarti-
ger transgener, aber normalwüchsiger
Seitensprosse können GVP regeneriert
werden, die nur noch das gewünschte
Zielgen enthalten. Wird dem ipt – ohne
Integration in ein AC-Element – ein
durch Dexamethason induzierbarer
Promotor vorangesetzt, so kann die
Regeneration von GVP aus transgenen
Zellen experimentell gesteuert werden
[28].

Tabelle 1
Beispiele für Marker-Gene zur Selektion von gentechnisch veränderten Pflanzen

Marker-Gen Gen-Produkt Herkunft Selektion durch Referenz

a) Antibiotika-Resistenzgene:
nptII Neomycinphosphotransferase Tn5 Kanamycin, Paromomycin, Neomycin [3, 10]
hph Hygromycinphosphotransferase E. coli Hygromycin [11, 12]
aadA Streptomycinphosphotransferase Plasmid R538–1 Streptomycin [13, 14]

b) Herbizit-Toleranzgene:
bar Phosphinothricinacetyltransferase Streptomyces hygroscopicus Phosphinothricin, Bioalaphos [15, 16]
EPSPS 5-enolpyruvylshikimat-3-phosphatsynthase Petunia hybrida Glyphosat [17]
csr1-l Acetolactatsynthase Arabidopsis thaliana Sulfonylharnstoff-Herbizide [18]
bxn Bromoxynil-Nitrilase Klebsiella ozaenae Bromoxynil [19]

c) „Positive Selektion“:
uidA Glucuronidase E. coli Benzyladenin-N-3-glucuronide [20]
pmi:manA Phosphomannose-Isomerase E. coli Mannose [21, 22, 23, 24]
xi Xylose-Isomerase Thermoanaerobacterium thermosulfurogenes D-Xylose [25, 26]
ipt Isopentenyltransferase Agrobacterium tumefaciens Dexamethason [27, 28]

Abb. 1 � Metabolisierung von Mannose in gentechnisch veränderten Pflanzen, die das
Phosphomannose-Isomerase-Gen als Marker-Gen enthalten (Erläuterungen im Text)
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Marker-freie transgene
Pflanzen(zellen)

Eine Steigerung der Anzahl von GVP, die
nur noch das gewünschte Zielgen, nicht
aber das Marker-Gen in ihrem Genom
enthalten,wird dadurch erreicht,dass an
Stelle des Transposon (siehe oben) eine
Sequenz-spezifische Rekombinase ver-
wendet wird und das zu eliminierende
Marker-Gen von dessen Erkennungs-
sequenzen (target sequences) flankiert
wird (z. B. [31]; Tabelle 2). Gleave et al.
[32] gewannen Marker-Gen-freie GVP
durch zwei aufeinander folgende Trans-
formationsschritte. Im DNA-Konstrukt
für den ersten Transformationsvorgang
waren die Marker-Gene nptII und codA3

durch loxP-Sequenzen flankiert (Abb. 2,
A). Der zweite Transformationsvorgang
erfolgt mit einem DNA-Konstrukt aus
cre (Rekombinase-Gen) und hpt (Abb. 2,
B). Er wird experimentell so gestaltet,
dass es nur zur transienten Expression
der cre-Rekombinase kommt, d. h. in ei-
ner begrenzten Zeitspanne nach dem
Start des Transformationsversuches
kann die Rekombinase die loxP-Sequen-
zen bereits erkennen und den zwischen
ihnen liegenden DNA-Abschnitt elimi-
nieren, ohne dass es zur Insertion des
cre-enthaltenden DNA-Konstruktes in

das pflanzliche Genom kommt. Diese
Eliminierung von Marker-Genen durch
eine Rekombinase ist in einer Reihe
weiterer ähnlicher Systeme verwirklicht
worden (Tabelle 2).

Es sind außerdem Verfahren mit
besonders strukturierten Vektoren ent-
wickelt worden (Tabelle 2), um die
Marker-Gene wieder aus dem pflanzli-
chen Genom zu eliminieren, nachdem
sie ihre Funktion, die erfolgreich trans-
formierten Pflanzenzellen kenntlich zu
machen, erfüllt haben.

Als Beispiele seien genannt:

◗ Das „Co-Transformationsverfahren“
mit Vektoren, die zwei separate
T-DNA-Abschnitte enthalten, ermög-
licht nach erfolgreicher Transforma-
tion eine Segregation der Transgene
in der Folgegeneration und damit
die Erzielung Marker-Gen-freier
GVP [39].

◗ Es wurden Vektoren mit T-DNA-
Abschnitten entwickelt, die z. B. das
Marker-Gen hph zwischen zwei rech-
ten Bordersequenzen (RB) gefolgt
von dem „Ziel-Gen“ (bar) zwischen
der zweiten rechten Bordersequenz
und einer linken Bordersequenz (LB)
enthalten (Abb. 3) [40]. Diese Art von
DNA-Konstrukten mit zweifacher
rechter Bordersequenz als „Start-
punkte“ für Inserts lassen erwarten,
dass drei verschiedene Typen von In-
serts bei der Agrobacterium-Infektion
in die pflanzlichen Zellen gelangen
und dort in das Genom integriert
werden: (a) das Insert, beginnend
am RB2, enthält nur das Zielgen
(Herbizidtoleranz gegen Basta), (b)
das Insert, beginnend am RB1, ent-
hält das Marker-Gen (Antibiotikare-
sistenz gegen Hygromycin) und das
Zielgen (Herbizidtoleranz gegen
Basta) und (c) das Insert, beginnend

Tabelle 2
Beispiele für Verfahren zur Gewinnung von Marker-Gen-freien, gentechnisch veränderten Pflanzen

Konstrukte Herkunft GVP Referenz

a) Eliminierung von Marker-Genen durch Sequenz-spezifische Rekombinase
cre/loxP-System Bakteriophage P1 von E. coli Nicotiana tabacum [32]

Arabidopsis thaliana [35]
Nicotiana tabacum [34]

FLP/FRT-System 2µ Plasmid aus Saccharomyces cerevisiae Nicotiana tabacum, Arabidopsis thaliana [36]
R-RS-System Plasmid pSR1 aus Zygosaccharomyces rouxii Nicotiana tabacum [37, 38]

b) Eliminierung von Marker-Genen durch Transposase
ipt inseriert in AC-Element Agrobacterium tumefaciens, Zea mays Nicotiana tabacum, Populus tremula [27]

c) Eliminierung von Marker-Genen durch Co-Transformation
Vektor mit 2 T-DNA-Bereichen Oryza sativa, Nicotiana tabacum [39]
Vektor mit DRB-T-DNA Oryza sativa [40]

Abb. 2 � Beispiel für die Abfolge der DNA-Abschnitte zwischen der rechten (RB) und der linken (LB)
Bordersequenz auf Ti-Plasmiden zur Erzeugung Marker-Gen-freier GVP (verändert nach [32]). Das
DNA-Konstrukt unter A dient als Insert für den ersten Transformationsvorgang und wird in das
pflanzliche Genom inseriert; das DNA-Konstrukt unter B wird nach Einschleusung in die pflanzliche
Zelle transient exprimiert. P Promotor, T Terminator, uidA Glucuronidase-Gen, nptII und hpt Antibiotika-
Resistenzgene; codA Cytosindeaminase-Gen, cre Rekombinase-Gen, loxP Erkennungssequenz für
Recombinase (Erläuterungen im Text)

3 codA codiert für eine Cytoindeaminase, die
5-Fluorocytosin in toxisches 5-Fluorouracil
umwandelt. 5-Fluorouracil ist eine Vorstufe
des 5-Fluoro-dUMP, durch das die Thymidylat-
synthase irreversibel gehemmt und schließ-
lich die DNA-Synthese aufgrund der Verar-
mung an dTTP eingestellt wird [33].
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am RB1, enthält das Marker-Gen
(Antibiotikaresistenz gegen Hygro-
mycin) und möglicherweise Teile des
Zielgens (Herbizidtoleranz gegen
Basta). Markergen-freie GVP erhält
man in der Folgegeneration nach
Segregation der verschiedenen
Insert-Typen.

Ausblick

Bei der weiteren Entwicklung von
Methoden zur Selektion von gentechnisch
veränderten Pflanzen(zellen) ist davon
auszugehen, dass es generell Ziel sein
wird, die inserierten DNA-Konstrukte
auf die erwünschten Zielgene zu be-
schränken und sich damit auch Optio-
nen auf weitere Transformationen die-
ser GVP offen zu halten. Im Ergebnis
werden damit die experimentellen Be-
mühungen bei der Beschränkung auf
die wesentlichen Zielgene in den Inserts
übereinstimmen mit den aus Sicher-
heitserwägungen erhobenen Forderun-
gen z. B. der ACNFP (Advisory Commit-
tee on Novel Foods and Processes) nach
Eliminierung der Marker-Gene, insbe-
sondere der Antibiotika-Resistenzgene
[41], obwohl diese pauschale Forderung
im Einzelfall auch ganz anders bewertet
worden ist [4, 42].

Es sollte daher beachtet werden,
dass die Möglichkeit einer zukünftigen
Entwicklung von Marker-Gen-freien
GVP nicht die Kriterien der Bewertung
der biologischen Sicherheit von Anti-
biotika-Resistenzgenen als Marker-
Gene verändert [4].Da z.B.nptII,hph und
cmR in Boden- und Enterobakterien

weit verbreitet sind und deren relevan-
te Antibiotika daher eine begrenzte
therapeutische Bedeutung in der
Human- bzw. Veterinärmedizin besit-
zen, geht die ZKBS davon aus, „dass –
wenn überhaupt – das Vorhandensein
dieser Antibiotika-Resistenzgene im
Genom transgener Pflanzen keine Aus-
wirkung auf die Verbreitung dieser
Antibiotika-Resistenzgene in der Um-
welt hat“ [4].
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Buchbesprechung

Gerda Blechner

Chronischer Schmerz und andere 
Mentalität

S. Roderer Verlag, Regensburg 2001, 190 S.,
DM 48,– (ISBN 3-89783-216-X)

Das vorliegende Buch ist das Ergebnis einer 30-

jährigen Therapieerfahrung mit Migranten. Die

Autorin zeigt auf, wie Migranten aus unterschied-

lichen Kulturkreisen, in diesem Fall Italiener und

Türken, mit Schmerz umgehen.

Das Buch ist in vier Teile und eine Schluss-

betrachtung unterteilt. Das erste Kapitel beschäf-

tigt sich ausführlich mit Sprache und Schmerz. Es

wird der Frage nach der Verknüpfung von Spra-

che und Schmerz nachgegangen, und es wird der

Einfluss unterschiedlicher Kulturen auf die Ein-

stellung zum Schmerz und auf seinen verbalen

Ausdruck beschrieben. Kapitel zwei befasst sich

mit der derzeitige Situation im Einwanderungs-

land Deutschland. Im dritten Kapitel wird auf die

einzelnen Schmerzlokalisationen näher ein-

gegangen, das vierte Kapitel beschreibt detailliert

die Wirkfaktoren bei psychologischer Schmerz-

therapie. Ein ausführliches Literaturverzeichnis

ermöglicht es auch dem nicht so stark mit der

Materie vertrauten Leser, sich rasch einen Über-

blick über die zum Thema vorhandene Literatur

zu verschaffen.

Das Buch dokumentiert nicht nur, wie viel-

schichtig, komplex und kompliziert die gesamte

Materie ist, sondern versucht auch Lösungsan-

sätze zum besseren Verständnis der „anderen

Mentalität“ zu vermitteln. Allerdings ist das Buch

keine leichte Kost, als Nachschlagewerk für den

niedergelassenen Arzt scheint es nicht geeignet.

Es muss, um richtig verstanden zu werden, von

Anfang bis Ende aufmerksam gelesen werden.

Auch die Abbildungen erschließen sich meist nur

aus dem Kontext. Aufgrund der geringen betrach-

teten Fallzahlen ist das Buch für epidemiologi-

sche Zwecke eher ungeeignet.

U. Ellert (Berlin)


