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Stellungnahme der ZKBS zur Risikobewertung

gentechnisch veranderter Baculoviren gemaR § 5 Absatz 1 GenTSV

Baculoviren

Viren der Familie Baculoviridae (Baculoviren) kommen in der Natur verbreitet vor und infizieren
Larvenstadien von Insekten der Ordnung Lepidoptera (Schmetterlinge), Hymenoptera (Haut-
fligler) und Diptera (Zweifllgler) [1]. In der Landwirtschaft werden sie als Insektizide eingesetzt
[2]. Es sind umbhitilite Viren mit einem doppelstrangigen, zirkularen DNA-Genom von 80 — 180
kbp. Transkription, DNA-Replikation und Bildung des Nukleokapsides erfolgen im Kern der
infizierten Wirtszelle. Wahrend der produktiven Infektion in permissiven Zellen erfolgt keine
Integration der viralen DNA in das Wirtsgenom [3, 4]. Charakteristisch flr den Infektionszyklus
ist die Ausbildung zweier unterschiedlicher Virionphanotypen: zum friihen Zeitpunkt des Rep-
likationszyklus, ab 6 — 8 h nach Infektion, wird das budded virus (BV) an der Zytoplasmamemb-
ran gebildet und zum spaten Zeitpunkt, ab 18 h nach Infektion, das occlusion-derived virus
(ODV) im Zellkern [4]. Das BV vermittelt im infizierten Tier die Ubertragung von Zelle zu Zelle
und ist daher auch in Zellkultur infektids. Sein Eintritt in die Wirtszelle erfolgt iber Rezeptor-
vermittelte Endozytose. Das virale GP64 ist ein Membranfusionsprotein und bei BV fur das
virale budding, den Viruseintritt in die Zelle und die Ubertragung von Zelle zu Zelle essenziell
[5]. Bei oraler Aufnahme von BV durch Larvenstadien der Wirtstiere findet keine Infektion statt,
da die Partikel die Magen-Darm-Passage nicht Uberstehen [6]. Die horizontale Ubertragung
auf andere Wirtstiere findet Uber in einer Hullmatrix verpackte ODV, den occlusion bodies
(OB), statt, die dafur oral aufgenommen werden mussen. In einem OB befinden sich ca. 1 bis
100 ODV. Die Hulle der OB schutzt darin enthaltene ODV gegen aufliere Umwelteinflisse. Die
vorherrschende Proteinkomponente dieser Schutzhiille ist Polyhedrin (Granulin bei Vertretern
der Gattung Betabaculovirus). Polyhedrin wird erst in einem sehr spaten Stadium der Virus-
replikation gebildet. Nach oraler Aufnahme der OB durch Wirtstiere bewirkt der basische pH
im Darmlumen die Aufldsung der Polyhedrinstruktur der OB und in Folge dessen die Freiset-
zung infektidser ODV. Diese gelangen durch direkte Membranfusion an der Zelloberflache in
die Darmzellen des Wirtstieres [1]. Erfolgreiche Infektionen mit Baculoviren sind fur die Wirt-
stiere letal [7]. Die erst gegen Ende des Replikationszyklus exprimierten viralen Enzyme Chi-
tinase und Cathepsin zerstoren das Wirtsgewebe vollstandig und flhren zu einer weitgehen-
den Verflussigung des Tierkorpers [8]. Die Flussigkeit enthalt OBs. Eine Ausnahme sind Ver-
treter der Gattung Betabaculovirus, bei denen die Infektion auf den Verdauungstrakt begrenzt
ist und die Ubertragung fakal-oral erfolgt [7]. Je nach Baculovirusspezies und beeinflusst durch
die Umwelt kdnnen infektiése ODV durch die schitzende Polyhedrinstruktur der OB-Hullmatrix
auf Pflanzenteilen bis zu einigen Wochen und in Béden Monate bis Jahre GUberdauern [9-11].
In Boden sind die OBs an Erdpartikel adsorbiert und stehen fur Reinfektionen in der folgenden
Vegetationsperiode nicht mehr zur Verfliigung [12].



BVL_FO_05_4100_402_V1.9

Da Baculoviren auch als Pestizide Einsatz finden, wurden Wechselwirkungen mit Nicht-Zielor-
ganismen untersucht. Auf solitdre und soziale Bienen haben Baculoviren keine negativen Aus-
wirkungen [13]. Weiterhin zeigte sich, dass Baculoviren auch von Vertebratenzellen, ein-
schlieBlich humanen Zellen [2] aufgenommen werden. Jedoch wird in diesen Zellen das virale
Genom weder exprimiert noch repliziert [14, 15], so dass auch keine neuen Viruspartikel aus-
gebildet werden. In Saugerzellen, die mit dem Wildtyp-Virus inokuliert wurden, konnten keine
zytogenetischen Auswirkungen auf die Chromosomen der Wirtszelle wie Chromosomen-Ab-
errationen und Schwester-Chromatiden-Austausche festgestellt werden [16]. Baculovirale Vi-
ruspartikel werden in Sdugern durch das Komplementsystem, primar Gber den klassischen
Signalweg uber den Komplementfaktor C5, inaktiviert [17, 18].

Baculoviren werden gemaf § 5 Abs. 1 und Abs. 6i. V. m. Anlage 1 Nr. 1 GenTSV als Spender-
und Empfangerorganismen flr gentechnische Arbeiten der Risikogruppe 1 zugeordnet.

Gentechnisch veranderte Baculoviren

Rekombinante Baculoviren haben fir die Expression heterologer Proteine in Insektenzellen
grolte Bedeutung erlangt [17, 19-24]. Das hierflr in der Regel eingesetzte und am besten
charakterisierte Baculovirus ist das Alphabaculovirus aucalifornicae (Autographa californica
multiple nucleopolyhedrovirus, ACMNPV). Das Genom der meist verwendeten Klone 6 und E2
ist vollstandig sequenziert und umfasst ca. 133,9 kbp [25].

Im Genom rekombinanter AcMNPV ist zumeist das Polyhedrin-Gen (ph-Gen) deletiert und
durch eine Expressionskassette ersetzt. Polyhedrin ist der essentielle Proteinbaustein der
Hullmatrix der OBs [17, 18]. Diese Hiullmatrix schitzt die in den OBs befindlichen ODV vor
auReren Einflissen und ermdglicht so das Uberdauern der infektidsen ODV bis zum FraR von
OB-kontaminierten Pflanzenteilen durch Wirtstiere. Auch fir die Passage durch den Verdau-
ungstrakt sind die OB essentiell und gewahrleisten die Freisetzung von ODV im Darm. Die
Replikation der Baculoviren, einschlief3lich des Zusammenbaus der Kapside und der Verpa-
ckung der viralen DNA, findet im Kern am virogenen Stroma statt. Zum frihen Zeitpunkt des
Replikationszyklus, wenn noch nicht so viele Genome in Kapsiden verpackt vorliegen, kénnen
diese fruihen Nukleokapside aus dem Kern transportiert werden, gelangen zur Zellmembran
und werden dort Uber einen budding-Prozess als von Zellmembran umhdilite BV freigesetzt
[26]. Zu einem spateren Zeitpunkt des Replikationszyklus werden so viele Nukleokapside im
Kern gebildet, dass ein einfacher Transport Uber die Kernmembran nicht mehr maoglich ist.
Stattdessen werden die Nukleokapside von der Zellkernmembran umhdllt. Bei diesen Kern-
membran-umhdilliten Nukleokapsiden oder Blindeln von Nukleokapsiden handelt es sich um
ODV [26]. Im Anschluss kommt es zur Bildung von OBs durch den Einschluss von ODV in eine
parakristalline Polyhedrinstruktur [8]. Bei Deletion des ph-Gens akkumulieren unbehillite ODV
in der Zelle [6]. ODV sind im Gegensatz zu BV flr Lepidoptera-Raupen infektidés und bei 4 °C
fur mehrere Tage stabil [6]. Es ist daher nicht auszuschlieRen, dass nach Infektion von Lepi-
doptera-Raupen mit rekombinanten ph-deletierten AcCMNPV ODV gebildet und nach Verflus-
sigung des Tierkorpers abgegeben werden. Fir kurze Zeitrdaume kénnten sich rekombinante
ph-deletierte AcMNPV somit in der Umwelt verbreiten. Weiterhin ist nicht auszuschliel3en,
dass es bei einer Ko-Infektion mit anderen Wildtyp-Baculoviren in infizierten Raupen zur Bil-
dung der kristallinen Polyhedrin-Hullmatrix der rekombinanten AcMNPV in trans durch das
Polyhedrin des anderen Baculovirus kommt [27, 28].
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Haufig wird in rekombinanten AcCMNPYV auch das Gen fir das P10-Protein deletiert. Die Funk-
tion von P10 ist noch nicht vollstandig aufgeklart. Es wurde berichtet, dass P10 beim Aufbau
der zusatzlichen Polysaccharidschicht von OBs, der Umstrukturierung des Zytoskelettes und
der Lyse der Zellkern- und Zellmembran beteiligt ist [29, 30]. Fur die Zelllyse ist P10 essentiell
[29]. Fir die Bildung von ODV und deren Verpackung in OBs ist P10 nicht essenziell, jedoch
verhindert die Deletion des p10-Gens Zelllyse und OB-Freisetzung [31].

Rekombinante ACMNPV kénnen von Saugerzellen tGber Endozytose oder Phagozytose aufge-
nommen werden. Bei der Aufnahme spielt das Membranfusionsprotein GP64 eine entschei-
dende Rolle. So nehmen humane und Primatenzellen abhangig von diesen Glykoprotein pseu-
dotypisierte Viren effizient auf [32]. Die Mehrzahl der AcCMNPV-spezifischen Promotoren wer-
den in Saugerzellen nicht erkannt [33]. Eine Ausnahme bildet der early to late (ETL) Promoter
von AcMNPV, der auch in einigen Saugerzellen aktiv ist [34]. Liegt das eingebrachte Transgen
jedoch unter Expressionskontrolle von in Sdugerzellen aktiven Expressionskassetten vor, wer-
den neben den friihen viralen auch die heterologen Gene transient exprimiert [17, 19-22]. Ein
vollstandiger viraler Replikationszyklus kann in der Saugerzelle nicht ablaufen, so dass keine
viralen Partikel gebildet und abgegeben werden [17]. Die eingebrachte baculovirale DNA ge-
langt zwar in den Zellkern der transduzierten Zelle, eine Integration erfolgt jedoch nur bei ent-
sprechendem Selektionsdruck [22, 35, 36]. Bei entsprechendem Selektionsdruck kann es zur
illegitimen Rekombination kommen, bei der 3,8 bis 17,9 kbp gro’e DNA-Fragmente ins Genom
mit einer Haufigkeit von einem positiven Klon je 39 bis 100 Zellen integrieren kdnnen [35, 36].
Ohne Selektionsdruck verbleibt die baculovirale DNA i. d. R. bis zu 14 Tage in Sdugerzellen
[37—42]. Eine Expression von Transgenen Uber diesen Zeitpunkt hinaus isti. d. R. nicht nach-
weisbar [43—46]. In Abhangigkeit von Zelltyp und Transduktionsbedingungen konnte virale
DNA in differenzierten Myotuben noch nach 63 Tagen [42] und eine Transgenexpression in
Fischzellen noch nach 80 Tagen nachgewiesen werden [47].

Im rekombinanten AcCMNPV-Genom mit p70- und/oder ph-Deletion kénnen bis zu 38 kbp frem-
der DNA aufgenommen werden [48]. Die Expression des Transgens unterliegt in der Regel
dann der Kontrolle insektenspezifischer Promotoren. Zur Herstellung rekombinanter ACMNPV
wurden anfanglich die heterologen Gene Uber homologe Rekombination in das AcMNPV-Ge-
nom eingefugt. Im Jahr 1993 wurde eine Methode beschrieben, nach der Uber spezifische
Transposition das fremde Gen von einem Spender-Plasmid auf klonierte AcCMNPV-DNA
(Bacmid) in E. coli DH10 Ubertragen wird. Das Bacmid ist eine rekombinante baculovirale DNA,
die in E. coli als Plasmid replizieren kann und flr Lepidoptera-Zellen infektids ist. Sie enthalt
ein mini-F-Replikon, einen Antibiotika-Resistenzmarker und die Zielnukleinsduresequenz
attTn7 des Transposons Tn7. Eine Expressionskassette mit dem heterologen Gen unter regu-
latorischer Kontrolle des ph- oder p70-Promotors und des SV40-Polyadenylierungssignals, die
vom linken und rechten Ende von Tn7 flankiert wird und auf dem Spender-Plasmid liegt, kann
in E. colidann in die attTn7-Stelle des Bacmids transponiert werden, wenn die Transpositions-
funktion von Tn7 in trans durch ein Helfer-Plasmid zur Verfiigung gestellt wird. Diese Methode
wurde als Bac-to-Bac-System bezeichnet [49] und in der Folge weiter entwickelt [50, 51]. Um
rekombinante Baculoviren fur die Genexpression in Sdugerzellen zu optimieren, wurden bei-
spielsweise Vektorsysteme entwickelt, die zwei Expressionskassetten gleichzeitig auf
AcMNPV-DNA Ubertragen, wobei eine Kassette das heterologe Gen von Interesse enthalt und
die zweite das Gen eines Glykoproteins, welches zur effizienten Transduktion von Sdugerzel-
len in die virale Hille eingebaut wird, wie z. B. das Glykoprotein von Vesiculovirus indiana
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(VSV) [52]. Ein weiterer Ansatz verfolgt die gezielte Expression eines Transgens in der Sau-
gerzelle. Das Transgen unterliegt dabei der Expressionskontrolle eines RNA-Polymerase-I|-
spezifischen Promotors, wie z. B. des SV40-Promotors oder des Human cytomegalovirus ma-
jJor immediate early-Promotors (HCMV-MIE-Promotors) und des SV40-Polyadenylierungssig-
nals (BacMam-Technologie [19, 33]).

Baculovirale Vektoren kénnen in vivo in Sdugern aufgrund der Inaktivierung durch das Kom-
plementsystem nur in immunprivilegierten Gewebetypen eingesetzt werden. Die Transdukti-
onsrate baculoviraler Vektoren ist bei Applikation in das Auge von Kaninchen vergleichbar mit
der Transduktionsrate von Vektoren, die von Adeno-assoziierten Viren (AAV) abgeleitet sind
[53]. Genauso wie bei in vitro-Untersuchungen ist die Expression von Transgenen maximal
zwei Wochen nachweisbar. In Geweben mit aktivem Komplementsystem werden nur sehr ver-
einzelt Zellen transduziert, wobei v. a. Zellen nahe der Einstichstelle transduziert werden [54].

In definierten baculoviralen Vektorsystemen werden zusatzlich die Gene chiA und v-cath de-
letiert, die flr eine Chitinase bzw. die Cysteinprotease Cathepsin kodieren [55, 56]. Die Dele-
tion beider Gene bewirkt, dass die Vektoren die Tierkorper nicht mehr verflissigen kénnen
[56-58]. Als Nebeneffekt ist die Expression membrangebundener, nuklearer, sekretorischer
und zytoplasmatischer Proteine mit diesen Vektorsystemen verbessert [59, 60]. Die Virulenz
und Bildung von ODV und OBs wird durch die Deletion beider Gene nicht beeinflusst [57].
Durch das Ausbleiben der Verflissigung des Wirtsorganismus gelangen weniger oder gar
keine OBs mit infektidsen ODV in die Umwelt. Dadurch kommt es zu einer Unterbrechung des
baculoviralen Ubertragungszyklus.

Neben rein baculoviralen Vektorsystemen wurden auch Hybridsysteme entwickelt, um die Ver-
weildauer viraler DNA in Vertebratenzellen zu erhéhen und die Expressionszeitraume entspre-
chend zu verlangern. Dafur wurden u. a. Hybride mit AAV erzeugt, bei denen ein Nukleinsau-
reabschnitt flr die inverted terminal repeat zusammen mit dem rep-Leserahmen von AAV in
das baculovirale Genom integriert wurden, um eine episomale Replikation bzw. eine Integra-
tion in das humane Chromosom 19, wo das Genom von AAV-Vektoren bevorzugt integriert
wird, zu ermdglichen [44]. In anderen Ansatzen wurden Epstein-Barr-Virus-(EBV)-Hybridvek-
toren erzeugt, bei denen der oriP-Replikationsursprung und das EBNA-1-Gen, welches die
episomale Replikation des EBV kontrolliert, in das baculovirale Genom integriert wurden [45].
Die vorliegende Stellungnahme deckt nicht die Bewertung solcher Hybridvektoren ab.

Empfehlungen

Rekombinante ACMNPV mit unveranderter oder pseudotypisierter Hille, die ein heterologes
Gen ohne Gefahrdungspotenzial Ubertragen, werden gemal § 5 Abs. 1i. V. m. Anlage 1 Nr. 2
GenTSV der Risikogruppe 1 zugeordnet. Dabei ist es nicht relevant, welcher Promotor die
Expression des Gens kontrolliert.

Rekombinante AcMNPV mit unveranderter oder pseudotypisierter Hille, die heterologe Gene
mit Gefahrdungspotenzial fur Sauger, wie z. B. Gene fir immunmodulierende Proteine (Aus-
nahme Toxine und hochwirksame Toxine gem. § 3 Satz 5 GenTSV), unter Kontrolle eines in
Saugerzellen aktiven Promoters Ubertragen, werden gemaR § 5 Abs. 1i. V. m. Anlage 1 Nr. 2
GenTSV der Risikogruppe 1 zugeordnet.
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Rekombinante AcMNPV mit unveranderter Hiille, die heterologe Gene mit Gefahrdungspoten-
zial fur Insekten unter Kontrolle eines insektenspezifischen Promotors kodieren, werden ge-
maf § 5 Abs. 1i. V. m. Anlage 1 Nr. 2 GenTSV der Risikogruppe 1 zugeordnet, wenn in
ihrem Genom die chiA-, v-cath-, p10- und ph-Gene inaktiviert wurden. Sind die rekombinanten
AcMNPV in der Form pseudotypisiert, dass sich der Wirtsbereich auf weitere Insektenspezies
erweitert, und/oder liegt in ihrem Genom das chiA- und v-cath-Gen aktiv vor, so bedarf es einer
Einzelfallbewertung.

Rekombinante AcMNPV mit unveranderter oder pseudotypisierter Hille, die ein Onkogen ge-
mafR der Stellungnahme der ZKBS zu VorsichtsmaRnahmen beim Umgang mit Nukleinsauren
mit neoplastisch transformierendem Potenzial (Az. 6790-10-01, aktualisiert Dezember 2016)
oder ein Prion-Protein (PrP)-Gen mit Deletionen im C-Terminus oder anderer PrP-Varianten
mit hoher Wahrscheinlichkeit zur spontanen Konversion entsprechend der Stellungnahme der
ZKBS zur Risikobewertung von gentechnischen Arbeiten zur Expression von Prion-Proteinen
(Az. 6790-10-75, aktualisiert Marz 2023) in Saugerzellen exprimieren kdnnen, werden gemaf
§ 5 Abs. 1i. V. m. Anlage 1 Nr. 2 GenTSV der Risikogruppe 2 zugeordnet.

Rekombinante AcCMNPV mit unveranderter oder pseudotypisierter Hille, die Gene flr Toxine
unter Kontrolle eines in Saugerzellen aktiven Promoters tragen, bedurfen einer Einzelfallbe-
wertung.

Begriindung

Obwohl Baculoviren in der Landwirtschaft als Pestizide eingesetzt werden und von humanen
und zahlreichen tierischen Zellen aufgenommen werden, sind keine schadlichen Auswirkun-
gen auf den Menschen oder Tiere (Ausnahme: Larven von Lepidoptera, Hymenoptera und
Diptera) festgestellt worden. Nach Pseudotypisierung mit heterologen Glykoproteinen kann
von einer erhohten Effizienz der Virusaufnahme ausgegangen werden. Die Ubertragene DNA
ist aber lediglich fiir die Zellen der entsprechenden Insektenwirte infektios.

Ist das heterologe Gen ohne pathogenes Potenzial, erhdht sich das Gefahrdungspotenzial des
rekombinanten AcCMNPV gegenuber Wildtyp-Baculoviren nicht. Die virale DNA repliziert nicht
in Sdugerzellen und wird ohne artifiziellen Selektionsdruck nicht in das Genom der Wirtszelle
integriert. Die Expression des heterologen Gens in Zellen von Vertebraten erfolgt nur, wenn
ein geeigneter Promotor verwendet wird und lediglich transient (abhangig vom Zelltyp fir einen
Zeitraum von einer bis zu elf Wochen).

Werden jedoch Gene, die alleine Zellen neoplastisch transformieren kdnnen oder aber solche,
die fur PrP kodieren, die eine hohe Wahrscheinlichkeit zur spontanen Konversion ohne physi-
kalisch-chemische Vorbehandlung aufweisen, hoch exprimiert, kann unter bestimmten Um-
standen ein geringes Risiko fur den Experimentator nicht ausgeschlossen werden. Spezifisch
wenn die entsprechenden Transgene unter Kontrolle in humanen Zellen hochaktiver Expres-
sionskassetten stehen, werden daher Mal3inahmen der Sicherheitsstufe 2 fir den Umgang mit
den rekombinanten Viruspartikeln empfohlen.

Bei der Expression solcher PrP mit baculoviralen Vektoren in Zellkultur ist Abschnitt 2.4 der
Stellungnahme der ZKBS zur Risikobewertung von gentechnischen Arbeiten zur Expression
von Prionproteinen (Az. 6790-10-75) zu beachten.
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Fir Gene, die alleine Zellen transformieren kénnen, wird das Risiko dabei von Dauer und
Starke der Expression, ebenso wie von deren in dem kurzen Zeitfenster grundsatzlich erreich-
baren Wirkung abhangen. Eine Herabstufung der GVO in Risikogruppe 1 ist aufgrund der Li-
teraturlage und/oder experimenteller Evaluierung mdglich. Als zusatzliche Sicherheitsmal3-
nahme empfiehlt die ZKBS beim Umgang mit solchen GVO folgende Vorsichtsmallnahmen
fur den Personenschutz einzuhalten:

— Tragen einer Schutzbrille
— Tragen von Einmalhandschuhen

— Tragen eines Mund- und Nasenschutzes zur Vermeidung einer nasalen oder oralen
Aufnahme durch direkten Kontakt

— diese Arbeiten sollten nicht von Menschen mit Barrierestorungen der Haut durchgefihrt
werden

Wird ein sonstiges heterologes Gen mit Gefahrdungspotenzial mit einem rekombinanten
AcMNPV ubertragen, kommt es zur transienten Expression des Gens in infizierten Insekten-
oder Saugerzellen. Fur abwehrgesunde Sauger besteht i. d. R. kein Gefahrdungspotenzial, da
auch rekombinante Partikel durch das Komplementsystem inaktiviert werden und die Expres-
sion in einzelnen, ggf. infizierten Zellen keine systemischen Effekte hat und nur transient er-
folgt. Ist in dem AcMNPV-Genom das chiA-, v-cath-, p10- und ph-Gen inaktiviert, so ist eine
Verbreitung solcher rekombinanter Partikel in Lepidoptera-, Hymenoptera- und Diptera-Popu-
lationen auszuschlielRen, da keine OBs gebildet werden und aufgrund der ausbleibenden Zell-
lyse in infizierten Wirtszellen und der ausbleibenden Verflissigung des Tierkorpers die Frei-
setzung infektiéser ODV stark verringert ist. Von diesen rekombinanten Partikeln geht auch fir
die Larven der Wirtstiere (Lepidoptera, Hymenoptera und Diptera) kein Gefahrdungspotential
aus.
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