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GenTG und GenTSV 



Einschätzung der Sicherheiststufe 



• (In)Stabilität von DNA in Zellen 
 
• Horizontaler Gentransfer 
 
• DNA-Stabilität in der Umwelt 
 
 
• Nachweis und Identifikation von GVOs 



Stabilität von DNA in Zellen 

Wirtsgenom 
Vektor-DNA   Stabilität des GVO 
Spender-DNA 

Die Stabilität wird v.a. beeinflusst durch 
 

  • Mutation 
  • Rekombination 

•  Replikation    
  • Transposition 



Mutationsspektrum und -Häufigkeit  
in menschlichen Zellen 



Häufigkeit von spontanen Punkt-
Mutationen 

Xue et al. 2009, Curr Biol

• Rate von Basensubstitutionen auf menschlichem  
    Y-Chromosom in „Echtzeit“ bestimmt 
 
• Individuen 13 Generationen entfernt  

• Illumina-Sequenzierung fluoreszenzsortierter Y-DNA 
   von zwei Männern (maximal zeitlich getrennt) 

! 3 x 10-8 Mutationen / Nt / Generation 

Etwa 60 Neumutationen in jedem Neugeborenen 



Male-to-female ratio 
of mutation rate 
in primates is 4-6. 
 
Replication errors 
are dominant. 

https://www.researchgate.net/figure/Human-germ-cell-lineage-De-novo-germline-
mutations-occur-when-female-and-male-gametes_fig1_328644153

Goldman et al. (2019) TIG 

Female age effect? 
Other causes? 



7% reduced mutation rate 
in Amish! 
 
> pre-industrial lifestyle? 



 E. coli strains 

Matic et al. (1997) Nature 

High variability  
in prokaryotic  
mutation rates 



Evolution der Mutationsraten 

Small effective pop size > genetic drift > fixation of deleterious allels  

10-11 mut/bp/gener !!! 



2004 



Artifizielle Mutationen durch PCR 

1944-2019 



Artifizielle Mutationen durch PCR 



Artifizielle Mutationen durch PCR 

• Kein Problem bei direkter  
Sequenzierung von PCR- 
Matrizen (z. B. bei der  
Gendiagnose) 
 
 
 
• Aber: Problem bei „Vereinzelung“ von PCR- 
Produkten durch Klonierung (z. B. zum Zwecke 
der Genexpression in Bakterien) 



Mutationsraten verschiedener 
hitzestabiler DNA-Polymerasen 



Mutagenese durch Genome Editing 

Zink-Finger- 
Nukleasen (ZFN) 

TALE- 
Nukleasen (TALEN) 

CRISPR- 
Cas9 

Cas9

FokI

FokI

FokI

FokI





Genome Editing 

Mutationen (InDels) führen meist zu Gen-Knockout! 
 
= chemische/physikalische Mutagenese  

Gezielte Erzeugung eines  
Doppelstrang-Bruchs 

 Fehlerhafte Reparatur 



Mutagenese ist keine Gentechnik! 



Genome Editing 

Reparatur „mit Vorlage“ 



„Genome Editing ist Gentechnik“! 





....wenig Anhaltspunkte 
für off-target Effekte. 



Prime Editing: eine neue Dimension! 
Anzalone et al. Nature, Oct 2019

Cas9 

Reverse 
Transcriptase 

guide RNA



Rekombination 

• zwischen Chromosomen 
 
• zwischen Chromosomen und  
  extrachromosomaler DNA 
 
• zwischen zwei extrachromosomalen  
  Elementen 



Homologe Rekombination 

...besonders effizient in Mikroorganismen 



Klonieren mit Hilfe der 
ortsspezifischen Rekombination 



Klonieren mit Hilfe der 
ortsspezifischen Rekombination 



Instabilität klonierter DNA 
120 Bp mini-satellite 

Vermutlich intra-chromosomale 
Rekombination zwischen 
tandem repeats 

x 



Stabilisierung von Repetitionen  
in E. coli 



Stabilisierung von Tandem-
Repetitionen durch E. coli SURE 

Southern Autoradiogramm



HOTSPOTS der Rekombination 

Crossover 
Hotspot   GCTGGTGG 
Instigator 



HOTSPOTS der Rekombination 

    
 
      
„...a driver of genome instability.“ 

Nat Genet 2008 



HOTSPOTS der Rekombination 

Kumar & de Massy 2010 

PRDM9 bindet 
an DNA-Motive 
und initiiert 
Rekombination 
über Modifizierung  
von Histon H3 



Instabilität durch inäquales 
Crossingover zwischen Repeats 

LDL-Rezeptor-Gen

Lehman et al. (1987) Cell 48, pp.827

Exon-
Duplikation

Exon-
Deletion



Deletion durch Intra- 
Chromatid-Rekombination 
zwischen ‚direct repeats‘ 

Inversion durch Intra- 
Chromatid-Rekombination 
zwischen ‚inverted repeats‘ 

Weitere Mechanismen der  
Genom-Instabilität via Rekombination 



Genom-Rearrangements als Ursache  
genetischer Erkrankungen 

TIG 14(10), 417ff 



Spezialproblem:  
Rekombination durch template switch 
bei reverser Transkription 

BioEssays 30: 601 (2008) 

…1-2% von cDNAs 
    sind artifizielle 
    Chimären 



Instabilität bei Replikation und 
Transkription 

Science 1993 



(CAG)n

• HD Allel   > 36 x CAG 
 
• Wildtyp   6-34 x CAG 



„Slippage“ bei der Replikation 

Insertion Deletion 



Transkriptionsgekoppelte 
Instabilität von Simple Repeats 



Trinukleotid-Erkrankungen 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC6485936/pdf/nihms-1017348.pdf 



Repeat Expansion - Erkrankungen 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC6485936/pdf/nihms-1017348.pdf 



Instabilität ist speziesabhängig 

Nat. Genet. (1995) 9:191



Transposition 

Cell (1990) 60: 115-122 

•Mendels r-Lokus („rugosus“) 
•starch-branching enzyme (SBEI) 



Alu-Retroposons erzeugen Mutationen  
in menschlichen Genen 



Nat Rev Genet.   Dec 2019 



L1 Transposons may shape our brain 

Coufal et al. 2009; Kurnosov et al. 2015 

Somatic (!!) 
transposition 
events 

Genomic PCR 

ca. 100 additional L1 
transposons per neuron? 
 
Does somatic transposition 
affect neuronal function 
and diversity?? 



Transposition als Artefakt 
beim Klonieren 



Transposons als Vektoren 
Integrat



    ...auch für Gentherapie! 

Sleeping Beauty - ein synthetisches Transposon-System 

Optimierung der Transposase 
durch Molekulare Evolution 

Transfektion durch hydrodynamische 
Injektion (z.B. in Leber in vivo) 

Ivics et al. 1997 



Instabilität durch 
Horizontalen Gentransfer 

Konjugation 

Transduktion 

Transformation 



HGT bei Mikroorganismen 
nachgewiesen... 

• in Abwasser 
• in Flußwasser 
• in der Rhizosphäre 
• im Boden 
• in Nahrungsmitteln (Käse) 
• im menschlichen Darm 

Duncan et al. (1992)  Genetic exchange in natural microbial communities. Adv Microbial Ecol



Genes for Breakfast... 



Nature (2000) 405, 299 



HGT bei pathogenen Bakterien 



...und bei Eukaryoten? 



Auch falsch: „300 Bakteriengene im 
Humangenom“ 

Nature 2001



P-Transposons: HGT vor ca. 70 Jahren 

P
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P durch HGT



HGT: weitere Fälle 
BIUZ 5/2008



Sicherheit moderner Plasmide 

• konjugativ 

• nicht-konjugativ        
• nicht mobilisierbar 

F-Faktor 

pUC18 



Sicherheit von E. coli K12 



Sicherheit von E. coli K12 

Pathogener
Stamm O157:H7 
(EDL933) hat

1387 Gene mehr

als E. coli K12!!



GENE 14,
145-154



DNA-Stabilität in der Umwelt 

pH 7
15°C

Nach 6000 Jahren Moleküle weitgehend depuriniert 



Stabilität von ancient DNA 



aDNA: Science und Fiction 





Wird der 
Traum wahr? 



DNA in der 
Umwelt 



Verhinderung „genetischer“ 
Umweltverschmutzung 

Southern-Blot autoklavierter DNA

• nicht vom GenTG 
  gefordert 
 
• aber gute Laborpraxis 



Typisierung von GVOs mit 
molekularbiologischen Techniken 

• PCR    Amplifikation variabler 
    DNA-Bereiche 

 

• Hybridisierung  (DNA-Fingerprinting,  
           Spezies-DotBlot) 

 

• Sequenzanalyse    NGS !! 
 



PCR-Nachweis von E. coli K12 

Kuhnert et al. 1995 

Rfb-Gen / IS 5 



Speziestypisierung bei Bakterien 
 

PCR Amplikon

Sequenzierung (NGS)

Datenbanksuche

16S rRNA 





Spezielles 
Problem: 
 
Zellkulturen 

Science 16.2.2007



…ein lange erkanntes Problem 
Nelson-Rees et al.



Kontamination in Zellkulturen 









Genotypisierung von Individuen 
durch short tandem repeats (STR) 

polymorphe Loci 

Multiplex-PCR 

Größenbestimmung 
durch Elektrophorese 





Spezies-Typisierung mit artspezifischen  
DNA-Sonden (oldschool) 



Ripp et al. 2014; Liu et al. 2017; Hellmann et al. 2019 

oder andere 
biologische 
Gemische.... 

Whole genome shotgun metagenomics 



Typisierung durch NGS... 

fp

All-Food-Seq 



Mycoplasmenbefall in 
Zellkulturen 

zellwandlose Kleinstbakterien 

• weltweit 5-35 % aller Zellkulturen kontaminiert 
• verändern zelluläre Prozesse 
• begünstigen Tumorentstehung 
• sind pathogen für den Menschen 

http://www.dsmz.de/mutz/mutzmyco.htm

PCR-Analytik oder NGS 


