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Az. 6790-10-89             erweiterte Fassung November 20191 

 

Allgemeine Stellungnahme der ZKBS zur Risikobewertung von  
E. coli K12-Derivaten mit einem Plasmid mit der (c)DNA des  

Genoms eines replikationskompetenten Virus  
 

Seit der Entwicklung verschiedener Reverse-Genetik-Systeme können die Genome einer Viel-
zahl von Viren einfach in vitro verändert und entsprechende Viruspartikel in Zellkulturen her-
gestellt werden. Zu diesem Zweck wird die virale genomische DNA bzw. eine DNA-Kopie 
(cDNA) der viralen genomischen RNA in einen geeigneten Vektor integriert. Das resultierende 
Plasmid oder von ihm in vitro-transkribierte RNA kann anschließend in für das Virus suszep-
tible Zellkulturen oder Wirtsorganismen eingebracht werden. In den Zellen kommt es daraufhin 
zur Bildung und Abgabe rekombinanter replikationskompetenter Viruspartikel. Ggf. ist hierfür 
die zusätzliche Anwesenheit von Helferplasmiden oder -viren erforderlich. 

Die Amplifikation der Plasmide erfolgt typischerweise in Derivaten des K12-Stammes von E-
scherichia coli der Risikogruppe 1. Gemäß § 5 Abs. 2 GenTSV ist bei Übertragung des Ge-
noms eines Spenderorganismus der Risikogruppe 2 bis 4 das Gefährdungspotenzial des 
Spenderorganismus vollständig in die Risikobewertung des resultierenden gentechnisch ver-
änderten Organismus (GVO) einzubeziehen. Der GVO ist damit mindestens der Risikogruppe 
des Spenderorganismus zuzuordnen. Hiervon kann gemäß § 7 Abs. 1 GenTSV nur dann nach 
unten abgewichen werden, wenn das verwendete Vektor-Empfängersystem die Anforderun-
gen an biologische Sicherheitsmaßnahmen gemäß § 8 Abs. 1 und 2 GenTSV erfüllt. 

Maßgeblich für die Bewertung des Gefährdungspotenzials von E. coli K12-Derivaten, die durch 
Plasmide transformiert wurden, die ein Virusgenom oder dessen cDNA enthalten, ist die Mög-
lichkeit, dass diese GVO eine virale Infektion in Mensch, Tier oder Pflanze verursachen könn-
ten. Eine Bildung von Viruspartikeln in E. coli kann ausgeschlossen werden, da in diesen eu-
karyotische Wirtsfaktoren fehlen, die für die Expression und Verpackung der viralen Genome 
essenziell sind. Daher ist nicht von einer direkten Infektion durch virushaltige Kulturüberstände 
von E. coli auszugehen. Demgegenüber ist grundsätzlich jedoch eine Plasmidübertragung von 
E. coli auf eukaryotische Zellen und ein damit einhergehender Start des viralen Replikations-
zyklus denkbar. Entsprechend ist im Zuge der Risikobewertung von Arbeiten mit den genann-
ten GVO zunächst die Wahrscheinlichkeit einer solchen Plasmidübertragung abzuschätzen. 
In einem zweiten Schritt sind dann die spezifischen Replikationseigenschaften des klonierten 
Virusgenoms, welche durch seine Art und Polarität maßgeblich mitbestimmt werden, in die 
Risikobewertung einzubeziehen. 

Bei Prokaryoten ist der Austausch von DNA zwischen nahe verwandten Spezies ein natürli-
cher Vorgang, der von spezialisierten Proteinen verschiedener Sekretionssysteme ermöglicht 
wird. Eine gezielte DNA-Übertragung von Prokaryoten auf Eukaryoten ist hingegen ein in der 
Natur äußerst seltenes Ereignis, welches nur für wenige Prokaryoten, z. B. Agrobacterium 
tumefaciens, beschrieben ist und das von speziellen Mobilisierungsfaktoren vermittelt wird. Es 

                                                           
1 Verweise auf die Gentechnik-Sicherheitsverordnung aktualisiert (Februar 2021) 
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gibt zurzeit keine Belege dafür, dass eine DNA-Übertragung von E. coli auf Eukaryoten in der 
Natur stattfinden kann [1]. Hiervon unabhängig zeichnen sich E. coli-Sicherheitsstämme durch 
einen Defekt ihres Sekretionssystems aus. Auf den verwendeten Plasmiden dürfen zudem 
keine Mobilisierungsfaktoren bzw. deren Erkennungssequenzen kodiert sein, wenn die Plas-
mide als Teil einer biologischen Sicherheitsmaßnahme anerkannt werden sollen. Bei Nutzung 
eines als biologische Sicherheitsmaßnahme anerkannten Vektor-Empfängersystems ist daher 
nicht von einer gezielten Plasmidübertragung von E. coli auf eukaryotische Zellen auszuge-
hen. In vitro-Untersuchungen zeigten jedoch, dass es auch bei Nutzung solcher Sicherheits-
stämme zu einer unspezifischen, möglicherweise durch Phagozytose oder Membranfusion 
vermittelten, Plasmidübertragung auf Kulturen von Säugerzellen kommen kann. Beinhaltet das 
Plasmid die genomische DNA bzw. cDNA eines Virus, kann es hierbei zum Start einer Infektion 
kommen. Ein solches Ereignis ist jedoch äußerst selten. So führte in einer Studie die 4-stün-
dige Inkubation mit 4 x 109 colony forming units (cfu) E. coli HB 101, die ein pBR322-abgelei-
tetes Plasmid mit drei direkt hintereinander klonierten Kopien des linearisierten Genoms des 
DNA-Virus Simian virus 40 (SV40) enthielten, zu einem einzigen Infektionsereignis in 107 Zel-
len der Affenzelllinie CV1 [2]. Ebenso zeigten sich nach 24-stündiger Inkubation von 2,5 x 106 
Zellen der Affenzelllinie BGM mit 5 x 109 cfu E. coli JW1106 mit einem pBR322-Derivat mit der 
cDNA des Poliovirus zehn Infektionsereignisse. Die cDNA des Plusstrang-RNA-Virus stand 
hierbei nicht unter der Kontrolle eines Promotors. Es muss demnach zu einer Initiation der 
Transkription viraler genomischer RNA an einem kryptischen Promotor innerhalb des Vektor-
rückgrats gekommen sein. Wurde ein eukaryotischer Promotor vor die cDNA kloniert, stieg die 
Infektionshäufigkeit um den Faktor 10 [3]. Zu einer möglichen Übertragung von E. coli-Plas-
mid-DNA auf Pflanzenzellen liegen keine Informationen vor.  

Da bei Arbeiten mit E. coli Aerosole entstehen können, die die Bakterien enthalten, kann eine 
Plasmidübertragung auf Zellen des Experimentators nach Inhalation entsprechender Aerosole 
als äußerst seltenes Ereignis nicht ausgeschlossen werden. Ebenso kann eine Aufnahme von 
E. coli und ihrer Plasmide durch Tiere bzw. deren Zellen nach einem Austrag der Bakterien in 
die Umwelt nicht gänzlich ausgeschlossen werden. Eine (mechanische) Übertragung von 
Plasmid-DNA aus E. coli auf Pflanzenzellen scheint hingegen wenig wahrscheinlich. Von einer 
dauerhaften Etablierung von K12-abgeleiteten E. coli-Sicherheitsstämmen in der Umwelt ist 
nicht auszugehen, da E. coli K12 spätestens nach drei Wochen nicht mehr in der Umwelt oder 
dem Verdauungstrakt verschiedener Tiere nachgewiesen werden konnte [4]. 

Hinweis 

Bei den im Folgenden aufgeführten Bewertungen wird davon ausgegangen, dass sowohl das 
als Empfängerorganismus eingesetzte E. coli K12-Derivat der Risikogruppe 1 als auch der 
verwendete Vektor die Anforderungen an biologische Sicherheitsmaßnahmen erfüllen.  

Soll ein Empfängerorganismus oder ein Vektor verwendet werden, der die in § 8 Abs. 1 bzw. 
2 GenTSV genannten Anforderungen an Teile einer biologischen Sicherheitsmaßnahme nicht 
erfüllt, wie z. B. ein E. coli B-Stamm oder ein binärer Vektor basierend auf dem Ti-Plasmid von 
Agrobacterium tumefaciens, ist der GVO in der Regel derselben Risikogruppe zuzuordnen, 
wie das replikationskompetente Virus, dessen Genom auf den Empfängerorganismus übertra-
gen wird. 

Hinweis zu Virusgenomen mit Punktmutationen, Insertionen oder Deletionen 

In E. coli wird die virale genomische (c)DNA durch bakterielle DNA-Polymerasen amplifiziert. 
Die (c)DNA unterliegt somit den bakteriellen DNA-Korrekturmechanismen. Eine Etablierung 
zufälliger Mutationen innerhalb der viralen (c)DNA ist daher als sehr selten anzusehen. Eine 
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DNA- oder RNA-Amplifikation durch virale Polymerasen, die aufgrund fehlender Nukleaseak-
tivität zu hohen Mutationsraten führen kann, erfolgt in E. coli nicht. Eine Reversion von ggf. 
gezielt in die genomische (c)DNA eines Virus eingeführten Punktmutationen, Insertionen oder 
Deletionen in E. coli ist, sofern ein DNA-Rekombinationsereignis auszuschließen ist, daher 
wenig wahrscheinlich. Darüber hinaus ist nicht davon auszugehen, dass ggf. in E. coli entstan-
dene Punktmutationen, Insertionen oder geringumfängliche Deletionen zu einem Wachstums-
vorteil für E. coli oder der bevorzugten Amplifikation mutierter Plasmide führen. Eine Anreiche-
rung von zufällig mutierten Plasmiden ist daher nicht zu erwarten. Für die nachfolgend be-
schriebene Bewertung der transformierten E. coli ist somit die Risikogruppenzuordnung der 
beabsichtigten Virusmutanten zu beachten. 

Bewertung 

Pflanzenviren 

Es gibt gegenwärtig keine Literaturdaten, die darauf hindeuten, dass eine Plasmidübertragung 
von E. coli auf Pflanzenzellen in der Natur oder im Labor möglich ist. Eine durch E. coli ver-
mittelte Infektion einer Wirtspflanze ist daher unabhängig von Art und Polarität des im Plasmid 
kodierten Virusgenoms nicht zu erwarten. Pflanzenviren mit einer Pathogenität für den Men-
schen oder Tiere sind nicht beschrieben. Die transformierten E. coli K12-Derivate besitzen 
demnach kein Gefährdungspotenzial für Mensch, Tier und Umwelt. E. coli, die durch Plasmide 
transformiert wurden, die die genomische DNA bzw. cDNA eines Pflanzenvirus enthalten, sind 
unabhängig von der Risikogruppe des Pflanzenvirus der Risikogruppe 1 zuzuordnen, sofern 
es sich bei dem Vektor-Empfängersystem um eine biologische Sicherheitsmaßnahme handelt.   

Animale Viren mit Plusstrang-RNA-Genom 

Bei Viren mit Plusstrang-RNA-Genom (z. B. Flavi-, Picorna- und Alphaviren) stellt die genomi-
sche RNA eine mono- oder bicistronische mRNA dar, von der mindestens die sogenannten 
Nichtstrukturproteine in Form eines Polyproteins translatiert werden. In diesem sind alle En-
zymaktivitäten und viralen Ko-Faktoren enthalten, die für die Genomreplikation und ggf. Tran-
skription weiterer subgenomischer mRNAs notwendig sind. Die Prozessierung des Polypro-
teins in die einzelnen Proteineinheiten erfolgt durch zelluläre Proteasen oder durch Proteasen, 
die ebenfalls im Polyprotein enthalten sind. Damit ist die genomische RNA von Plusstrang-
RNA-Viren auch bei anfänglicher Abwesenheit viraler Proteine für suszeptible Zellen infektiös. 
Es ist daher nicht auszuschließen, dass es bei einer Übertragung eines Plasmids mit der ge-
nomischen cDNA eines Plusstrang-RNA-Virus auf den Experimentator oder ein suszeptibles 
Wirtstier aufgrund der im Plasmid vorliegenden klonierten oder kryptischen Promotoren zu ei-
ner Infektion kommt. Das Gefährdungspotenzial der durch solche Plasmide transformierten 
E. coli der Risikogruppe 1 richtet sich nach der Risikogruppe des Virus, dessen genomische 
cDNA enthalten ist. Ist in dem Plasmid die cDNA eines Plusstrang-RNA-Virus der Risiko-
gruppe 1 oder 2 enthalten, sind die transformierten E. coli entsprechend der Risikogruppe des 
Virus der Risikogruppe 1 bzw. 2 zuzuordnen. Ist in dem Plasmid die cDNA eines Plusstrang-
RNA-Virus der Risikogruppe 3 oder 3** enthalten, sind die transformierten E. coli der Risiko-
gruppe 2 zuzuordnen, sofern es sich bei dem Vektor-Empfängersystem um eine biologische 
Sicherheitsmaßnahme handelt. Bei dieser Einstufung wird berücksichtigt, dass eine Plasmid-
übertragung von E. coli auf eukaryotische Zellen ein äußerst seltenes Ereignis ist. Dem hier-
durch begründeten geringen Gefährdungspotenzial der gentechnischen Arbeit wird mit Sicher-
heitsmaßnahmen der Stufe 2 ausreichend entgegengewirkt. Das bisher einzige bekannte 
Plusstrang-RNA-Virus der Risikogruppe 4 ist das Foot-and-mouth disease virus (FMDV), wel-
ches primär als Tierpathogen bei verschiedenen Huftieren auftritt. Die Einstufung in die Risi-
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kogruppe 4 trägt der sehr hohen Kontagiosität des Virus und der großen wirtschaftlichen Re-
levanz einer möglicherweise hieraus folgenden Epizootie in diesen Wirtstieren Rechnung. Der 
geringen Wahrscheinlichkeit eines Austrags von E. coli in die Umwelt und einer anschließen-
den Übertragung von Plasmid-DNA auf ein Wirtstier kann mit Sicherheitsmaßnahmen der 
Stufe 2 ausreichend entgegengewirkt werden. E. coli, die durch Plasmide transformiert wur-
den, die die genomische FMDV-cDNA enthalten, sind daher der Risikogruppe 2 zuzuordnen, 
sofern es sich bei dem Vektor-Empfängersystem um eine biologische Sicherheitsmaßnahme 
handelt. Werden in Zukunft weitere Plusstrang-RNA-Viren der Risikogruppe 4 zugeordnet, 
sind die E. coli mit Plasmiden mit der cDNA der entsprechenden Viren im Einzelfall durch die 
ZKBS zu bewerten.     

Animale Retroviren 

Die in Plasmide klonierte cDNA von Retroviren entspricht in der Regel dem retroviralen Provi-
rus. Dieses enthält in seinen terminalen nicht kodierenden Regionen eine Promotorsequenz 
für die zelluläre RNA-Polymerase II. Wird Plasmid-DNA auf eine suszeptible Wirtszelle über-
tragen, kommt es demnach zur Transkription viraler mRNA und zur Initiation des viralen Rep-
likationszyklus. Das Gefährdungspotenzial der durch solche Plasmide transformierten E. coli 
der Risikogruppe 1 richtet sich nach der Risikogruppe des Retrovirus, dessen genomische 
cDNA enthalten ist. Ist in dem Plasmid die cDNA eines Retrovirus der Risikogruppe 1 oder 2 
enthalten, sind die transformierten E. coli entsprechend der Risikogruppe des Virus der Risi-
kogruppe 1 bzw. 2 zuzuordnen. Ist in dem Plasmid die cDNA eines Retrovirus der Risiko-
gruppe 3** enthalten, sind die transformierten E. coli der Risikogruppe 2 zuzuordnen, sofern 
es sich bei dem Vektor-Empfängersystem um eine biologische Sicherheitsmaßnahme handelt. 
Bei dieser Einstufung wird berücksichtigt, dass eine Plasmidübertragung von E. coli auf euka-
ryotische Zellen ein äußerst seltenes Ereignis ist. Dem hierdurch begründeten geringen Ge-
fährdungspotenzial der gentechnischen Arbeit wird mit Sicherheitsmaßnahmen der Stufe 2 
ausreichend entgegengewirkt. 

Animale Viren mit Minusstrang-RNA-Genom, außer Deltaviren 

Im Gegensatz zur Situation bei Plusstrang-RNA-Viren können vom Genom von Minusstrang-
RNA-Viren (z. B. Filo-, Paramyxo- und Rhabdoviren) aufgrund seiner zur mRNA entgegenge-
setzten Polarität keine Proteine translatiert werden. Zu Beginn des typischerweise zytoplas-
matischen Replikationszyklus muss daher zunächst mRNA transkribiert werden. Dieser Schritt 
wird, außer für Viren der Gattung Deltavirus (siehe unten), von einer viralen RNA-abhängigen 
RNA-Polymerase und ihren (viralen) Ko-Faktoren katalysiert. Zelluläre DNA-abhängige RNA-
Polymerasen können diese Funktion aufgrund ihrer Lokalisation im Zellkern und ihrer Spezifi-
tät für DNA-Matrizen nicht ausführen. Das Genom von Minusstrang-RNA-Viren mit nicht-seg-
mentiertem Genom (Ordnung Mononegavirales) ist daher nur im Komplex mit der viralen RNA-
Polymerase (L), dem viralen Nukleoprotein (N bzw. NP) und dem viralen Phosphoprotein (P 
bzw. VP35) sowie ggf. weiteren viralen oder nicht-viralen Proteinen infektiös. Die für die Tran-
skription und virale Genomreplikation essenziellen Proteine L und N/NP sind an den entge-
gengesetzten Enden des Virusgenoms kodiert. Dazwischen liegt eine variable Anzahl zusätz-
licher offener Leserahmen, in denen u. a. das Phosphoprotein und die Hüllproteine kodiert 
sind. Alle Viren der Ordnung Mononegavirales transkribieren mehrere subgenomische mono-
cistronische mRNAs. Polyproteine mit allen für die RNA-Synthese notwendigen Enzymaktivi-
täten und viralen Ko-Faktoren werden von Minusstrang-RNA-Viren nicht kodiert. Auch die voll-
ständige antigenomische RNA (cRNA) ist daher in Abwesenheit von L, N/NP und P/VP35 nicht 
infektiös. 



 
 

  5 
 

BV
L_

FO
_0

5_
41

00
_4

02
_V

1.
4 

Kommt es zur Übertragung eines Plasmids mit der genomischen cDNA eines Minusstrang-
RNA-Virus, wäre diese nur dann infektiös, wenn es gleichzeitig zur Transkription der genomi-
schen RNA oder der cRNA sowie aller mRNAs käme, die für Proteine des Replikationskom-
plexes kodieren. Obwohl dies unter Nutzung mehrerer Promotoren wenigstens im Einzelfall 
technisch möglich ist [5], ist ein solcher Ansatz in der Praxis ungebräuchlich. Bei den typischen 
Reverse-Genetik-Systemen für Minusstrang-RNA-Viren werden Plasmide eingesetzt, bei de-
nen die Transkription der genomischen RNA oder der cRNA von einem Phagen- oder eukary-
otischen Promotor kontrolliert wird. Die mRNAs der Proteine des Replikationskomplexes wer-
den über separate Expressionsplasmide bereitgestellt. Die zufällige Anwesenheit mehrerer 
kryptischer Promotoren innerhalb der viralen Genomsequenz (wenigstens upstream von P und 
L sowie ggf. N) ist wenig wahrscheinlich. Werden Plasmide verwendet, die lediglich einen Pro-
motor enthalten, ist nicht von einer Initiation einer Infektion durch eine Plasmidübertragung 
von E. coli auf für das Virus suszeptible Zellen auszugehen. Die E. coli besitzen demnach kein 
Gefährdungspotenzial für Mensch, Tier und Umwelt. E. coli, die durch Plasmide transformiert 
wurden, die die genomische cDNA eines Minusstrang-RNA-Virus unter Kontrolle eines einzi-
gen Promotors enthalten, sind mit der untenstehenden Ausnahme unabhängig von der Risi-
kogruppe des Virus der Risikogruppe 1 zuzuordnen, sofern es sich bei dem Vektor-Empfän-
gersystem um eine biologische Sicherheitsmaßnahme handelt.  

Werden Plasmide verwendet, die für die gleichzeitige Transkription der genomischen RNA 
bzw. cRNA und subgenomischen mRNAs mehrere Promotoren enthalten, richtet sich das Ge-
fährdungspotenzial der transformierten E. coli der Risikogruppe 1 nach der Risikogruppe des 
Minusstrang-RNA-Virus, dessen genomische cDNA enthalten ist. Ist in einem solchen Plasmid 
die cDNA eines Minusstrang-RNA-Virus der Risikogruppe 1 oder 2 enthalten, sind die trans-
formierten E. coli entsprechend der Risikogruppe des Virus der Risikogruppe 1 bzw. 2 zuzu-
ordnen. Ist in einem solchen Plasmid die cDNA eines Minusstrang-RNA-Virus der Risiko-
gruppe 3 oder 3** enthalten, sind die transformierten E. coli der Risikogruppe 2 zuzuordnen, 
sofern es sich bei dem Vektor-Empfängersystem um eine biologische Sicherheitsmaßnahme 
handelt. Bei dieser Einstufung wird berücksichtigt, dass eine Plasmidübertragung von E. coli 
auf eukaryotische Zellen ein äußerst seltenes Ereignis ist. Dem hierdurch begründeten gerin-
gen Gefährdungspotenzial der gentechnischen Arbeit wird mit Sicherheitsmaßnahmen der 
Stufe 2 ausreichend entgegengewirkt. Ist in einem solchen Plasmid die cDNA eines Minus-
strang-RNA-Virus der Risikogruppe 4 enthalten, sind die transformierten E. coli im Einzelfall 
durch die ZKBS zu bewerten. 

Deltaviren 

Die Gattung Deltavirus umfasst gegenwärtig lediglich die Spezies Hepatitis delta virus (HDV). 
Weitere HDV-ähnliche Viren wurden vor kurzem identifiziert. HDV hat ein zirkuläres einzel-
strängiges RNA-Genom mit negativer Polarität. Aufgrund umfassender Komplementarität bil-
det sich jedoch ein stabförmiger RNA-Doppelstrang aus. Das HDV-Genom enthält kein Gen 
für eine eigene RNA-Polymerase. Die Transkription sowie Genomreplikation erfolgt im Zellkern 
und wird durch die zelluläre DNA-abhängige RNA-Polymerase II katalysiert, wobei möglicher-
weise auch die DNA-abhängige RNA-Polymerase I und/oder III beteiligt sind. Ein Plasmid, das 
drei hintereinander liegende Kopien des HDV-Genoms enthielt, führte in humaner Zellkultur 
zur Transkription und Genomreplikation. Die genomische RNA wurde darüber hinaus prozes-
siert und zirkularisiert. Der eukaryotische Promotor im Plasmid kontrollierte die Transkription 
des genomischen Minusstrangs [6]. Es ist nicht auszuschließen, dass es bei einer Übertragung 
eines Plasmids mit der cDNA des ggf. Überlängegenoms von HDV oder HDV-ähnlicher Viren 
der Risikogruppe 2 auf den Experimentator oder ein suszeptibles Wirtstier mithilfe der im 
Plasmid vorliegenden klonierten oder kryptischen Promotoren zum Start der Transkription und 
Genomreplikation kommt. E. coli der Risikogruppe 1, die durch solche Plasmide transformiert 
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wurden, besitzen demnach ein geringes Gefährdungspotenzial und sind der Risikogruppe 2 
zuzuordnen. 

 

Animale Viren mit DNA-Genom, außer Polyoma-, Papilloma-, Asfar- und Pockenviren 

DNA-Viren mit einzel- (z. B. Parvoviren), doppel- (z. B. Herpes- und Adenoviren) oder partiell-
doppelsträngigem (Hepadnaviren) Genom nutzen die im Zellkern lokalisierte zelluläre RNA-
Polymerase II oder in Ausnahmefällen die ebenfalls dort lokalisierte zelluläre RNA-Polymerase 
III für die Transkription ihrer (frühen) mRNAs. Ausgenommen hiervon sind lediglich die Viren 
der Familien Asfarviridae und Poxviridae (siehe unten), die für eigene Transkriptionsenzyme, 
einschließlich einer RNA-Polymerase, Capping-Enzymen und einer PolyA-Polymerase, kodie-
ren. Die Genome der übrigen Viren enthalten Promotorsequenzen, an die die entsprechenden 
zellulären Polymerasen binden können. Wird Plasmid-DNA auf eine suszeptible Wirtszelle 
übertragen, kommt es demnach zur Transkription viraler mRNAs und zur Initiation des viralen 
Replikationszyklus (mit Einschränkungen bei Viren der Polyomaviridae und Papillomaviridae, 
siehe unten). Das Gefährdungspotenzial von E. coli der Risikogruppe 1, die durch Plasmide 
mit der DNA des ggf. Überlängegenoms eines DNA-Virus transformiert wurden, richtet sich mit 
den untenstehenden Ausnahmen nach der Risikogruppe des jeweiligen Virus. Ist in dem Plas-
mid die DNA eines DNA-Virus der Risikogruppe 1 oder 2 enthalten, sind die transformierten 
E. coli entsprechend der Risikogruppe des Virus der Risikogruppe 1 bzw. 2 zuzuordnen. Ist 
in dem Plasmid die DNA eines DNA-Virus der Risikogruppe 3 oder 3** enthalten, sind die 
transformierten E. coli der Risikogruppe 2 zuzuordnen, sofern es sich bei dem Vektor-Emp-
fängersystem um eine biologische Sicherheitsmaßnahme handelt. Bei dieser Einstufung wird 
berücksichtigt, dass eine Plasmidübertragung von E. coli auf eukaryotische Zellen ein äußerst 
seltenes Ereignis ist. Dem hierdurch begründeten geringen Gefährdungspotenzial der gen-
technischen Arbeit wird mit Sicherheitsmaßnahmen der Stufe 2 ausreichend entgegengewirkt. 

Polyoma- und Papillomaviren 

Polyoma- und Papillomaviren besitzen ein zirkuläres doppelsträngiges DNA-Genom. Soll die 
DNA dieser Viren in ein Plasmid kloniert werden, muss das Genom demnach künstlich unter-
brochen werden. Die im Plasmid vorliegende lineare Form des Virusgenoms ist nicht infektiös. 
Um Zellen in vitro zu infizieren wird daher zunächst ein Restriktionsverdau durchgeführt, der 
das linearisierte Virusgenom von den übrigen Plasmidsequenzen trennt. Anschließend wird 
eine in vitro-Ligation vorgenommen. Die zirkuläre virale DNA ohne Fremdsequenzen ist bei 
einer anschließenden Transfektion in suszeptible Zellen infektiös. Bei einer akzidentellen 
Übertragung von Plasmid-DNA von E. coli auf eukaryotische Zellen ist nicht zu erwarten, dass 
es an beiden Enden der viralen DNA zu einem Doppelstrangbruch kommt, bei dem zudem 
keine essenziellen viralen DNA-Abschnitte verloren werden. Eine anschließende Zirkularisie-
rung des linearen Virusgenoms ist ebenso nicht zu erwarten. Die E. coli besitzen demnach 
kein Gefährdungspotenzial für Mensch, Tier und Umwelt. E. coli, die durch Plasmide transfor-
miert wurden, die die genomische DNA eines Polyoma- oder Papillomavirus in einfacher Kopie 
enthalten, sind unabhängig von der Risikogruppe des Virus der Risikogruppe 1 zuzuordnen, 
sofern es sich bei dem Vektor-Empfängersystem um eine biologische Sicherheitsmaßnahme 
handelt. 

Asfar- und Pockenviren 

Asfar- und Pockenviren replizieren im Zytoplasma infizierter Wirtszellen. Entsprechend sind in 
ihrem Genom sowohl RNA- als auch DNA-Polymerasen sowie für diese notwendige Ko-Fak-
toren kodiert. In Abwesenheit viraler Proteine, insbesondere der viralen RNA-Polymerase, die 
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aus mehreren Untereinheiten besteht, ist die virale genomische DNA nicht infektiös. Eine Tran-
skription durch zelluläre RNA-Polymerasen findet nicht statt. Die zufällige Anwesenheit meh-
rerer kryptischer Promotoren für zelluläre RNA-Polymerasen innerhalb der Virus-DNA, die eine 
Expression aller für die Initiation einer Infektion notwendigen viralen Proteine ermöglichen, ist 
wenig wahrscheinlich. E. coli, die durch Plasmide transformiert wurden, die die genomische 
DNA eines Pockenvirus der Risikogruppe 1, 2 oder 3 oder des African swine fever virus 
(ASFV) der Risikogruppe 4 enthalten, sind der Risikogruppe 1 zuzuordnen, sofern es sich 
bei dem Vektor-Empfängersystem um eine biologische Sicherheitsmaßnahme handelt. Die 
Weltgesundheitsorganisation empfiehlt keine gentechnischen Arbeiten mit der vollständigen 
oder großen Teilen der genomischen DNA des Variola virus (VARV) der Risikogruppe 4 
durchzuführen. Diese Empfehlung gilt insbesondere für Arbeiten, die darauf ausgerichtet sind, 
replikationskompetente Viruspartikel herzustellen [7]. E. coli, die durch Plasmide transformiert 
wurden, die die genomische VARV-DNA enthalten, sind der Risikogruppe 4 zuzuordnen. 

 

Abschließende Hinweise 

Beim Umgang mit E. coli, die durch Plasmide transformiert wurden, die die DNA eines onko-
genen Virus enthalten, sind zusätzliche Sicherheitsmaßnahmen gemäß der „Stellungnahme 
der ZKBS: Bewertung von gentechnisch veränderten Organismen, in die Nukleinsäureab-
schnitte mit neoplastisch transformierendem Potential eingeführt wurden“ (Az. 6790-10-36, ak-
tualisiert Dezember 2014) einzuhalten. 

 

Diese Stellungnahme ersetzt die folgenden allgemeinen Stellungnahmen der ZKBS: 

• Allgemeine Stellungnahme der ZKBS zur Risikobewertung von E. coli K12 mit cDNA des 
vollständigen Genoms eines Retrovirus (Az. 6790-10-89, Dezember 2007) 

• Allgemeine Stellungnahme der ZKBS zur Risikobewertung von Escherichia coli K12 mit 
genomischer DNA von Papillomviren (Az.6790-10-102, April 2011) 

• Allgemeine Stellungnahme der ZKBS zur Risikobewertung von Escherichia coli K12 mit 
der cDNA des vollständigen Genoms des SARS-Coronavirus (Az. 6790-10-97, geänderte 
Fassung vom Juli 2017) 
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