Oko-Institut e V.

Institut fiir angewandte Okologie

Gentechnik-Nachrichten Spezial 6
Februar 2001

untersttzt durch
Gerling-Stiftung, Triodos-Stichting, M ahle-Stiftung &
Zukunftsstiftung L andwirtschaft

Pleiotrope und Positionseffekte - ungewollte Effekte der Gentechnik
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Vorwort

Wahrend die Abfolge der DNA-Bausteine heute relativ leicht entschltisselt werden kann, steht man bei
der Erforschung und beim Verstéandnis der komplexen Ubergeordneten Zusammenhénge und
Wechselwirkungen innerhalb der genetischen Information erst am Anfang des Erkenntnisgewinns. Ein
und dasselbe Gen kann verschiedene Auspragungen oder Wirkungen haben (pleiotrope Effekte). Zudem
kann ein und dasselbe Gen, abhangig vom Ort seines Einbaus, durch den unterschiedlichen Einfluss der
umgebenden Gene unterschiedliche Bedeutung erhalten (Positionseffekte). Das heilt, die gleichen Gene
konnen in unterschiedlichen Organismen und verschiedenem Kontext zu unterschiedlichen
Eigenschaftsveranderungen fuhren. Durch solche Effekte kénnen auch okologisch wichtige Merkmale
von gentechnisch veranderten Organismen verandert werden.

Solchen ungewiinschten, zusétzlichen , Nebenwirkungen® gentechnischer Verdnderungen widmet sich
dieses Spezial. Allerdings werden pleiotrope und Positionseffekte nicht systematisch in der Literatur
aufgefuhrt. Haufig weisen beispielsweise die gentechnisch veranderten Pflanzen, bei denen pleiotrope
oder Positionseffekte auftreten, schlechtere agronomische Werte auf as die nicht-transformierten
Ausgangslinien und werden daher im Laufe der Weliterentwicklung im Labor aussortiert. Aufgrund
dieser Tatsache kdnnen an dieser Stelle nur einzelne Fallbei spiele dokumentiert werden.
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Begriffserklarung

Pleiotrope Effekte

Pleiotropie bedeutet, dass ein Gen fur die Ausbildung mehrerer verschiedener Merkmale oder
Eigenschaften verantwortlich sein kann. Der Begriff pleiotroper Effekt bezeichnet bei transgenen und
nicht-transgenen Organismen eine oftmals unvorhergesehene Veranderung mehrerer Merkmale, wenn
nur ein Merkmal veréandert werden soll. Pleiotrope Effekte kénnen folglich die unterschiedlichsten
Erscheinungen oder Prozesse in Organismen beschreiben. Zumeist sind dies Veranderungen im
ZéelIstoffwechsel, die zu phanotypischen® Veranderungen der Pflanze filhren kénnen (L1ps, 1998).

Unter pleiotropen Effekten wird zum Teil auch das Phénomen des ,, gene silencing” aufgefthrt, auf das
an dieser Stelle aber nicht weiter eingegangen werden soll. Der Grund fir ein solches ,, gene silencing*
ist die Abnahme der Menge der mRNA? des entsprechenden Transgens, d.h. das Transgenkonstrukt ist
weiterhin vorhanden, die Expression ist aber stark vermindert oder ganz verloren (MITTELSTEN-SCHEID,
1995).

Positionseffekte

Dieser Begriff beschreibt den Einfluss der Position eines Gens auf seine Aktivitdt. Es handelt sich aso
um Effekte, die darauf beruhen, dass ein Gen je nach seiner Lage im Genom eines bestimmten
Organismus verschiedene Aktivitét und Wirkung auf andere Gene haben kann.

Positionseffekte erfahren in der wissenschaftlichen Literatur eher Aufmerksamkeit als pleiotrope
Effekte, da nach bisherigem Kenntnisstand der Integrationsort unter anderem Einfluss auf die Héhe und
die Stabilitéat der Genexpression nimmt.

Bezogen auf messbare Stoffwechselverschiebungen oder phanotypisch sichtbare Veranderungen |asst
sich alerdingsin der Regel nicht zweifelsfrei entscheiden, ob es sich bel den beobachteten Effekten um
Positions- oder Pleiotropieeffekte oder gar eine Kombination von beiden handelt.

Beispiele aus dem Bereich der Mikroor ganismen

Zu den Effekten von gentechnisch veranderten Mikroorganismen liegen trotz deren tagtaglichen
Verwendung vom Labor bis hin zur industriellen Anlage nur wenige Untersuchungen zu mdglichen
Umweltwirkungen vor. Insofern sind auch Daten zu Positions- und Pleiotropi eeffekten spérlich.

Ende gut, allesgut? E. coli und dieindustrielle Nutzung von Indigoblau

Eines der frihesten Beispiele fur pleiotrope Effekte von Transgenen in Mikroorganismen ist flr
gentechnisch veranderte Escherichia coli beschrieben. Bereits 1983 verdffentlichten Wissenschaftler
unerwartete Ergebnisse bel der gentechnischen Veranderung von E. coli Bakterien. In diese waren Gene
eingeflgt worden, die einen Naphtalen-Abbau zu Salicylsdure ermdglichen sollten. Zusétzlich zu
diesem Abbau produzierten die Bakterien nun Indogiblau, da durch die Integration der neuen Enzyme
die Umsetzung des in den Bakterien vorkommenden Indols zu Indigoblau vollzogen werden konnte.
Mittlerweile wird diese unerwartete Entdeckung industriell genutzt (AMATO 1991).

! Der Phanotyp ist das Erscheinungsbild eines Individuums. Er wird durch die Summe aller Merkmale, die in den Genen
verankert sind, und durch dulRere Einfliisse gepragt.

2DiemRNA ist eine,, Kopie* des (Trans-)Gens, dasin der Zelle zur Informationsweitergabe an den Produktionsort fiir
die Herstellung der Genprodukte benétigt wird.
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Hefen - Mehr Alkohol, mehr schadliche Stoffe?

Die Herstellung bestimmter Enzyme zur Steigerung der Alkoholfermentation in transgener Hefe fihrte
Zu einer gesteigerten Bildung von Methylglyoxal, einem mutagenen Stoff, der in nicht-transformierten
Zellen alenfalls in Spuren vorkommt. Mit der gentechnischen Veranderung wurde offensichtlich ein
Stoffwechselweg in Gang gesetzt, der neben der normalen Glykolyse beschritten werden kann und der
durch die erhthten Enzymkonzentrationen induziert wurde (IMOSE & MURATA 1995).

Beispiele ausdem Reich der Pflanzen

Im Bereich der transgenen Pflanzen sind pleiotrope Effekte vor allem bel herbizidresistenten Pflanzen
untersucht und festgestellt worden.

Im Kontext von pleiotropen Anderungen spricht die CALAGENE Inc. (1990) davon, dass ein Drittel
aler transgenen Linien pleiotrope Effekte, die nicht direkt mit der Natur des eingefligten Gens bzw. des
Genprodukts in Zusammenhang stehen, zeigen. Allerdings gibt es dazu kaum wissenschaftliche
Untersuchungen, da die betreffenden Pflanzen in der Regel im Laufe der Herstellung einer transgenen
Sorte aussortiert werden.

Arabidopsis thaliana

Arabidopsis thaliana (Ackerschmalwand) gilt als DIE Modellpflanze der Gentechniker. Auch hier gibt
es Beispiele fur unbeabsichtigte Effekte, die durch gentechnische Eingriffe in das Erbgut bedingt sind.
BERGELSON ET AL. (1996) untersuchten die Auswirkungen eines Herbizidresistenzgens auf die Fitness
der Pflanze. Dabei diente deren Samenproduktion im Freiland as Fitness-Indikator. Es wurden
transgene herbizidresistente Arabidopsis-Pflanzen sowohl mit Arabidopsis-Pflanzen verglichen, die
aufgrund einer Mutation die Herbizidresistenz entwickelt haben, as auch mit Pflanzen der
herbizidempflindlichen Ausgangslinie. In der Uberprifung wiesen die transgenen Pflanzen eine
erheblich verringerte Fitness auf, die eindeutig pleiotropen Effekten des Herbizidresistenzgens
zugeschrieben werden konnte.

Eine weitere beobachtete Verdanderung dirfte auf einer Kombination von pleiotropen und
Positionseffekten beruhen: Ebenfalls gentechnisch veranderte, herbizidresistente Arabidopsis-Pflanzen
neigten trotz der normalerweise strengen Selbstbefruchtung in der transgenen Variante zu
Fremdbestaubung. Mit der Fremdbestdubung geht gerade bei den Kreuzblitlern, zu denen die
Ackerschmalwand gehort, ein erhohtes Risko der Ein- oder Auskreuzung von (transgenen)
Eigenschaften einher.

Petunien - Lachsfarben im Gewachshaus - gesprenkelt im Freiland

Eines der bekanntesten Beispiele fur Pleiotropie- und Positionseffekte sind transgene Petunien, die
durch eine eingefigtes Mais-Gen lachsrote Farbe annehmen sollten und die as erste freigesetzte
Pflanzen in Deutschland fir Schlagzeilen sorgten. Verhielten sich die Petunien im Gewéchshaus noch
wie geplant, so Uberraschten die Pflanzen im Freisetzungsversuch mit einer ganzen Rehe
unvorhergesehener Effekte. Die Petunien blthten tGberwiegend weil3 oder gesprenkelt. Zudem hatten die
Pflanzen mehr Bléatter und Triebe wahrend ihre Fruchtbarkeit herabgesetzt war. Den Angriffen
bestimmter krankheitsauslsender Pilze konnten sie besser widerstehen, als ihre nicht gentechnisch
veradnderten Elternpflanzen. Mit Hilfe spéterer Versuche wurden diese Effekte als , gene silencing*
identifiziert, die zudem abhangig von der Entwicklung und verschiedenen Umwelteinfliissen waren
(MEYERET AL., 1992).
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Herbizidresistente Soja - Hitzeempfindlich

Bei Roundup Ready Soja wird vermutet, dass eine bis zu 20% hohere Lignifizierung® der transgenen
Pflanzen darauf zuriickzufthren ist, dass das eingefihrte bakterielle Enzym ungeplante Wirkungen auf
den Ligninstoffwechsel ausiibt und damit zu einer , Uberlignifizierung” der Sojapflanzen fuhrt (GERTZ
ET AL., 1999; CoGHLAN, 1999). Unter Stressbedingungen wirkte sich dieser Effekt negativ auf die
transgenen Sojabohnen aus. So reduzierte ein herbeigefuhrter Wassermangel das Frisch-gewicht der
transgenen Sorte um 48% im Vergleich zu 24% bei der nicht-transgenen Sorte. Auch Hitzestress flihrte
Zu geringeren Ertréagen bel den transgengen Sorten (VENCILL, 1999). Weliterhin konnte bei den
transgenen Sojapflanzen ein verdnderter Hormonhaushalt festgestellt werden, wobel der Gehalt
verschiedener Pflanzenhormone bis zu 14% verringert war (LAPPE ET AL., 1999).

Roundup Ready Baumwolle - Stressempfindlich

Bei Baumwolle, die resistent gegen das Totalherbizid Roundup ist, kam es 1997 im kommerziellen
Anbau im amerikanischen Bundesstaat Mississippi zu Kapseldeformationen und -abwtirfen. Ungefahr
200 Farmer erlitten dadurch ernorme wirtschaftliche Verluste (HAGEDORN, 1997). Allerdings wurde
bisher noch keine genaue Ursachenanalyse des Phanomens vollzogen. Dennoch ist es denkbar, dass die
herbizidresistente Baumwolle @nlich wie die transgenen Sojavarianten aufgrund pleiotroper Effekte
stressempfindlich reagiert.

Transgener Raps - induzierbare Samenruhe

Bei Untersuchungen von transgenen Sommerrapssorten, die einen erhéhten Stearat- bzw. Lauratgehalt
aufwiesen, konnten pleiotrope Effekte festgestellt werden, die fur ein Risikobewertung relevant sind:
Beide transgene Linien zeigten unter bestimmten Bedingungen eine erhohte Rate induzierbarer tiefer
Samenruhe. Dies kann die Moglichkeit zur Bildung einer Samenbank und damit zu einer Etablierung
wilder Populationen verstérken (LINDER, 1998).

Transgene K artoffeln - Anderung mor phologischer und phanologischer Eigenschaften

Bel gentechnischen Verdnderungen des Grundstoffwechsels konnen pleiotrope Effekte auftreten, die
sich in Verdnderungen von Pflanzeninhaltsstoffen und in veranderten morphologischen und
phéanol ogischen Eigenschaften duffern. So zeigten beispielsweise transgene, fructanbildende Kartoffeln,
die von BECKER ET AL. (2000) untersucht wurden, u.a. ein veradndertes Blihverhalten und veranderte
Trieblangen. Zudem wurde ein deutlich verringerter Ertrag verzeichnet. Frihere Versuche mit
transgenen Kartoffeln, die im Phosphat- und Kohlenhydratstoffwechsel veréndert waren, lieferten
ahnliche Ergebnisse (BECKERET AL., 1998).

Transgene Baume - Fruhbliher

Bei transgenen Baumen wurden unter Freilandbedingungen relativ héufig Pleiotropie- und
Positionseffekte beobachtet. Bereits durch Gewéachshausexperimente war bekannt, dass Pappeln, die mit
einem bestimmten Promoter® versehen waren, friher blihen konnen, als nicht-transgene
Kontrollgruppen (FLADUNG ET AL., 1999). Als Grund wird ein signifikant erhdhter Phytohormonlevel
vermutet, der bel den transgenen Pappeln beobachtet wurde (FLADUNG ET AL., 1997), und der im
allgemeinen eng mit dem Blihverhalten von Pflanzen verknipft wird. Bel einem 1996 begonnenen
Freisetzungsversuch wurden dann auch nach 3 Jahren an einer Pflanze weibliche Blitenknospen
entdeckt. NatUrlicherweise blihen Pappeln erst nach 8 Jahren.

Das Risiko von Ausbreitungsmdglichkeiten bel transgenen Baumen, das sich bei einem mannlichen
BlUtenstand ergeben wiirde, ist aufgrund der Hybridisierungsmoglichkeiten bel Pappeln immens. Denn

% Ligninist ein Holzstoff, der den Zellen Stabilitét verleiht. Seine Einlagerung schrankt aber auch die Versorgung mit
Wasser und Nahrstoffen sowie insgesamt die Elastizitét der Zellen ein.

* Promoter: eine Regulationsregion der DNA, die die Genaktivitét mitbestimmt.
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insbesondere fur die Gattungen Populus, Eukalyptus und Pinus - Gattungen aso, die intensiv
gentechnisch bearbeitet werden - sind hohe Hybridisierungspotentiale bekannt. Bei Pappeln sind
beispielsweise in den nordlichen, gemalligten Zonen ca. 30 Arten mit zahlreichen Hybriden bekannt
(DIFAZIOET AL., 1999).

Beispieleausdem Reich der Tiere

Transgene Fische - gestorter Hor monhaushalt

Die diversen bereits vorgenommenen gentechnischen Veranderungen bei Fischen gehen zum Teil mit
grofden Pleiotropie-Effekten einher. Haufig werden Wachstumshormongene in die Fische eingefiihrt.
Hierdurch wird generell der Wachstumshormonhaushalt verandert. Grof3e Wachstumssteigerungen z.B.
bei transgenen Lachsen hatten unter anderem extreme Kopf- und andere Korperdeformationen sowie
veranderte Fettablagerungen zur Folge (DUNHAM 1999). Eine Ubersicht (ber korperliche
Deformationen bel transgenen Fischen von PANDIAN ET AL. (1999) zéhlt folgende aufgetretene
Veranderungen auf: Tumore, veranderte Flossen- und Wirbelformen, Schadel deformationen, abnormes
Kiemenwachstum, fehlende K 6rpersegmente sowie verkiimmerte Nacken- und Schwanzformen.

Neben den Pleiotropieeffekten treten darliber hinaus bei transgenen Fischen Probleme mit der Stabilitét
der Genexpression auf. Zudem ist Moaizismus, d.h., dass innerhalb eines modifizierten Individuums
sowohl Zellen mit als auch ohne die Ubertragene Gensequenzen vorkommen, ein bei alen transgenen
Fischen vorkommendes Phanomen. Dabei variiert die Anzahl der eingebauten Zielsequenzen von Zelle
zu Zele, Organ zu Organ und von Individuum zu Individuum. Gerade bei Ubertragenen
Wachstumshormongenen gibt es hierflr einige Beispiele. Unter anderem konnte dieses Phéanomen bei
Welsen, Zebrafischen und Karpfen festgestellt werden.

Risikoaspekte

Pleiotropie- und Positionseffekte sind methodisch bedingte Risiken der Gentechnik, die relativ haufig
beobachtet werden, obwohl in der Forschung kein besonderes Augenmerk auf deren Erscheinen gelegt
wird.

Die Beschreibung der Effekte ist alerdings stark abhangig von der Intensitét der Untersuchungen an
den transgenen Organismen. Solche beobachteten und beschriebenen Effekte beinhalten sowohl die
Veranderung agronomischer Merkmale als auch dauerhafte Schwankungen des Expressionsniveaus.
Werden derartige nachteilige Effekte bemerkt, werden die transgenen Pflanzen in der weiteren
Entwicklung in der Regel aussortiert.

Zum Risiko konnen pleiotrope und Positionseffekte aber dann werden, wenn durch sie neue
Ausbreitungsei genschaften, toxische oder allergene Substanzen entstehen (Lips, 1998).

Risiken, die im Zusammenhang mit pleiotropen und Positionseffekten diskutiert werden:

das Einschleusen fremder Proteine/Enzyme kann zu unvorhersehbaren Stoffwechselreaktionen und
somit zu neuen, moglicherwei se toxischen oder alergenen Genprodukten fuhren;

das Einschleusen fremder DNA-Sequenzen kann am Intergrationsort vorhandene Gene beeinflussen
oder zerstéren und somit den Gesamtkontext des Genoms aus dem Gleichgewicht bringen oder
moglicherwel se sogar zu toxischen oder allergenen Metaboliten fuhren;

die Organismen sind féhig, die Expression eingefiihrter Fremdgene zu beeinflussen oder
abzuschalten, wodurch ein gleichmaliiges Expressionsniveau nicht mehr gewahrleistet scheint (LIPS,
1998);

Wirkungen auf sekundare Pflanzenstoffe.
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