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Stellungnahme der ZKBS

Bewertung von gentechnisch veranderten Organismen,
in die Nukleinsaureabschnitte mit neoplastisch transformierendem Potential
eingefiihrt wurden

Einfihrung

In dieser Stellungnahme wird eine Risikobewertung gentechnisch veranderter Organismen
(GVO) vorgenommen, in die Nukleinsaureabschnitte mit transformierendem Potential einge-
fihrt wurden.

Nukleinsdureabschnitte mit diesen Eigenschaften kénnen bei Versuchstieren nach Injektion
oder nach Applikation auf Hautldsionen zur Entwicklung von malignen Tumoren fihren. Far
experimentelle Arbeiten mit solchen Nukleinsaureabschnitten hat die ZKBS daher im Septem-
ber 1991 eine ,Stellungnahme der ZKBS: VorsichtsmaBnahmen beim Umgang mit Nuklein-
sduren mit onkogenem Potential“ (Az. 6790-10-01) ausgesprochen.

Diese Stellungnahme ergénzt die oben genannte vom September 1991 um eine Risikobewer-
tung des Umgangs mit GVO, in die Nukleinsdureabschnitte mit transformierendem Potential
eingefthrt wurden, und aktualisiert die ,,Stellungnahme der ZKBS zur Bewertung von gentech-
nisch veranderten Organismen, in die Nukleinsureabschnitte eingefiihrt wurden, welche fir
Proteine mit genregulatorischer Funktion kodieren* (Az. 6790-10-36) vom Februar 1996.

Bewertung der ZKBS
Werden

— Nukleinsaureabschnitte, die fir Proteine mit transformierendem Potential fiir Sauger-
zellen kodieren und unter der Kontrolle von Promotoren stehen, die in S&dugerzellen
aktiv sind, oder

— nicht-kodierende RNA (z. B. siRNA, shRNA, miRNA) bzw. nicht-kodierende DNA-Ab-
schnitte, die Uber die stabile Deregulation zellularer Faktoren transformierende Wir-
kung ausiben

in Empféngerorganismen der Risikogruppe 1 (z. B. Bakterienzellen oder etablierte Zelllinien)
eingefuhrt, werden die erzeugten GVO in die Risikogruppe 1 eingestuft, falls die Vektor-Emp-
fanger-Systeme als biologische SicherheitsmaBnahmen geman Anhang Il GenTSV anerkannt
sind.

Werden solche Nukleinsaureabschnitte in primére Zellen eingefiihrt, so werden die GVO in die
Risikogruppe 1 eingestuft, wenn die priméren Zellen in die Risikogruppe 1 eingestuft sind und
die verwendeten Vektoren die Bedingungen des § 6 Abs. 5 GenTSV erflillen.

Gentechnische Arbeiten mit den oben genannten GVO sind der Sicherheitsstufe 1 zuzuordnen
und unter Einhaltung von SicherheitsmaBnahmen der Stufe 1 durchzufihren. Beim Umgang
mit solchen GVO sind die gleichen VorsichtsmaBnahmen fir den Personenschutz einzuhalten,



die auch fir den Umgang mit Nukleinsduren mit onkogenem Potential erforderlich sind (s.
Stellungnahme der ZKBS, Az. 6790-10-01):

1. Bei Arbeiten mit Nukleinsauren mit dem o. g. Gefahrdungspotential sollen Einmal-
handschuhe getragen werden.

2. Der Gebrauch von scharfen, spitzen oder zerbrechlichen Laborgegenstéanden soll
nach Méglichkeit vermieden werden.

3. Laborplatz und Laborgeréte, die mit diesen Nukleinsauren in Berlihrung kommen,
sollen nach Beendigung der Tatigkeit sorgfaltig gereinigt werden.

4. Laborabfélle, die solche Nukleinsauren enthalten, sollen durch Autoklavieren oder
chemisch denaturiert werden

5. Personen mit erheblichen Hautverletzungen (offene Ekzeme, Wunden und Infektio-
nen) oder mit einer ausgepragten Verrucosis (Warzenausbildung) sollten keine Arbei-
ten mit diesen Nukleinsauren durchfiihren.

Diese zusatzlichen SicherheitsmaBnahmen sind nicht erforderlich, wenn es sich bei den Emp-
fangerorganismen um etablierte Zelllinien oder primare Zellen der Risikogruppe 1 handelt und
die Ubertragenen Nukleinsaureabschnitte im Wirtsgenom integriert und nicht stabil episomal
vorliegen.

Handelt es sich beim verwendeten Vektor-Empfanger-System nicht um eine biologische Si-
cherheitsmaBnahme gemén § 6 Abs. 4 und 5 GenTSV, ist die Einstufung der GVO in eine
Risikogruppe im Einzelfall zu priifen, soweit die Einstufung nicht anhand der u. g. Stellungnah-
men erfolgen kann.

Begriindung

GVO, in die die oben beschriebenen Nukleinsauren eingefiihrt wurden, kénnten dann ein Ge-
fahrdungspotential fir den Menschen beinhalten, wenn diese Nukleinsduren auf Kérperzellen
Ubertragen wirden und sie dort persistieren und ggf. exprimiert werden. Bei akzidenteller Auf-
nahme von GVO durch Inhalation, Ingestion, Injektion oder bei Kontakt mit der verletzten Haut
ware eine Ubertragung von Nukleinsduren auf Zellen des Menschen auf zwei Wegen prinzipiell
denkbar:

a) es erfolgt ein DNA-Transfer von den GVO auf die Kérperzellen durch Zell-Zell-Kontakte,
Mikrovesikel bzw. durch Zellfusionen, oder

b) die GVO werden lysiert und freie DNA wird von den Kérperzellen aufgenommen.
zua) DNA-Transfer von GVO auf Kérperzellen

Ein direkter Nukleinsaure-Transfer von Escherichia coli K12 auf Kérperzellen unter in
vivo Bedingungen ist nicht bekannt. AuBerdem kann sich E. coli K12 nicht im Kérper
etablieren und wird durch kérpereigene Abwehrmechanismen wie Komplementreak-
tion bzw. Phagozytose schnell eliminiert.

Eine Ubertragung von Nukleinsduren aus eukaryoten Zellen setzt Zellfusion voraus.
Diese kann zwar in vitro experimentell herbeigefuhrt werden, unter in vivo Bedingun-
gen ist die Fusion von Kérperzellen mit eukaryoten Zellen jedoch nur bei zusatzlicher
Anwesenheit von hierfir spezifischen Agenzien méglich, die im Kérpergewebe nicht
vorkommen. Somit ist nicht davon auszugehen, dass unter Normalbedingungen eine
direkte Ubertragung der Nukleinsduren von GVO auf Kdrperzellen stattfindet.

zub)  Aufnahme freier DNA aus lysierten GVO:

Eukaryote Zellen kénnen Nukleinsduren aus ihrer Umgebung aufnehmen. Dies ist
sowohl in der Zellkultur als auch unter in vivo Bedingungen gezeigt worden. Allerdings
ist die Effizienz der Aufnahme durch Saugerzellen in vitro gering und erfordert die
Konzentrierung der DNA sowie besondere experimentelle Konditionen. Die aufge-
nommene Nukleinsaure existiert in vivo in der Regel nur voribergehend in den Zellen.
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DarUber hinaus ist unter in vivo Bedingungen zu erwarten, dass extrazellulare Nukle-
asen die Verfugbarkeit freier Nukleinsauren rasch deutlich verringern. Es ist daher nur
mit einer geringen Wahrscheinlichkeit davon auszugehen, dass Nukleinsduren, wel-
che nach Lyse aus GVO freigesetzt werden, in vivo von Kdrperzellen aufgenommen
werden, dort persistieren und ggf. exprimiert werden kénnen.

Die Wahrscheinlichkeit fir das Eintreten der unter a) bzw. b) genannten Ereignisse wird bei
Beachtung der empfohlenen VorsichtsmaBnahmen fir den Personenschutz, die auch beim
Umgang mit Nukleinsguren mit onkogenem Potential empfohlen wurden, als sehr gering er-
achtet.

Zusatzliche VorsichtsmaBnahmen werden fiir episomale Plasmide auf Grund ihrer relativ ge-
ringen GréBe und hohen Kopienzahl und einer dadurch bedingten méglichen erhéhten Uber-
tragbarkeit empfohlen. Beim Umgang mit eukaryoten Zelllinien oder primaren Zellen mit ins
Genom stabil integrierten exprimierbaren transformierenden Nukleinséuren sind obige Vor-
sichtsmaBnahmen nicht erforderlich, da eine Ubertragung aus dem chromosomalen Kontext
weniger wahrscheinlich ist.

Weitere Informationen spezifisch fiir die jeweiligen gentechnischen Arbeiten sind in den im
Folgenden genannten Allgemeinen Stellungnahmen der ZKBS zu finden:

— Stellungnahme der ZKBS zur Einstufung gentechnischer Arbeiten, bei denen Zyto-
kingene und Apoptose-regulierende Gene in replikationskompetente Mikroorganismen
integriert werden (Az 6790-03-05)

— Empfehlung der ZKBS zu adenoviralen und AAV-abgeleiteten replikationsdefekten
Vektoren mit Zellzyklus-regulierenden Genen (Az. 6790-10-83)

— Allgemeine Stellungnahme der ZKBS zu haufig durchgefihrten gentechnischen Arbei-
ten mit den zugrunde liegenden Kriterien der Vergleichbarkeit: Gentransfer mit Hilfe
retroviraler Vektoren (Az. 6790-10-41)

— Allgemeine Stellungnahme der ZKBS zu haufig durchgefihrten gentechnischen Arbei-
ten mit den zugrunde liegenden Kriterien der Vergleichbarkeit: Gentechnische Arbeiten
mit SV40 als Spenderorganismus (Az. 6790-10-34)



