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zu haufig durchgefuhrten gentechnischen Arbeiten mit den zugrunde

liegenden Kriterien der Vergleichbarkeit:

Stabile und transiente Genexpression mithilfe

y-retroviraler und lentiviraler Vektoren

1. Beschreibung des retroviralen Systems

Die folgenden Begriffsdefinitionen werden verwendet:

retrovirale Vektoren: replikationsdefekte Virus-ahnliche Partikel, abgeleitet von murinen
y-Retroviren oder Lentiviren, die eine Zielzelle infizieren und dabei einen
Nukleinsaureabschnitt auf diese Ubertragen; der Nukleinsaureabschnitt kann anschlielRend
transient vorliegen oder in das Zellgenom integriert werden

Transferplasmid: pBR-abgeleitetes Plasmid mit einem oder mehreren Fremdgenen,
welches nicht fur ein Hullprotein kodiert (ggf. unter Kontrolle eines eukaryotischen oder
viralen Promotors) sowie nicht-kodierenden Nukleinsdureabschnitten eines oder mehrerer
muriner y-Retroviren oder Lentiviren; die nicht-kodierenden Nukleinsdureabschnitte
umfassen den 5'- und 3-LTR, das Verpackungssignal ¥ (ggf. einschlieBlich eines
Uberlappenden Abschnitts von gag), den PPT sowie ggf. das lentivirale RRE (einschlief3lich
eines Uberlappenden Abschnitts von env) und/oder das lentivirale cPPT/cTS (einschlielich
eines Uberlappenden Abschnitts von pol); ggf. sind weitere, virale oder zellulare
Nukleinsaureabschnitte zur Expressionsregulierung oder -steigerung (z. B. USE, IRES, 2A-
Peptid-Sequenz, microRNA-Zielsequenzen) enthalten; kodierende
Nukleinsaureabschnitte, die fur ein vollstandiges retrovirales Protein kodieren, sind nicht
enthalten

Verpackungsplasmid: pBR-abgeleitetes Plasmid mit dem Gen gag/pol muriner y-
Retroviren oder Lentiviren und/oder einem oder mehreren Genen eines beliebigen viralen
Hullproteins; das Gen des Hullproteins kann ggf. modifiziert sein; ggf. sind die kodierenden
Nukleinsaureabschnitte der lentiviralen Proteine Tat, Rev und/oder Vpr enthalten; ein
Verpackungssignal ist nicht enthalten

Verpackungszelllinie: stabil transduzierte Zelllinie der Risikogruppe 1, in deren Genom
das Gen gag/pol eines murinen y-Retrovirus sowie ein oder mehrere Gene eines beliebigen
viralen Hullproteins stabil integriert wurden; das Gen des Hullproteins kann ggf. modifiziert
sein; ein Verpackungssignal ist nicht enthalten

Infektion: Ubertragung der im retroviralen Vektor enthaltenen RNA auf eine Zielzelle

Transduktion: Integration der von der im retroviralen Vektor enthaltenen RNA revers-
transkribierten DNA in das Genom einer Zielzelle
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1.1 Allgemeine Einfiihrung

Retroviren (Familie: Retroviridae) sind umhullte RNA-Viren, die durch das ,International
Committee on Taxonomy of Viruses" (ICTV) in zwei Unterfamilien, die der Orthoretroviren und
die der Spumaretroviren, mit sechs bzw. funf Gattungen unterteilt wurden.

Das Genom replikationskompetenter Retroviren besteht aus zwei identischen einzelstrangigen
RNA-Molekulen mit einer Lange von 7 — 15 kb. Wahrend einer durch die retrovirale
Polymerase katalysierten reversen Transkription wird ein doppelstrangiges DNA-Intermediat
gebildet, das sich anschliefend stabil in das Genom der infizierten Zelle integriert (Provirus).
Die drei Gene gag, pol und env, welche fir das Matrix-, das Kapsid- und das
Nukleokapsidprotein, die Protease, die Reverse Transkriptase und die Integrase bzw. die
Hullproteine kodieren, sind die Grundbestandteile eines jeden retroviralen Genoms. Komplexe
Retroviren enthalten dartber hinaus noch verschiedene weitere Leserahmen, deren
Genprodukte regulatorische Funktionen ibernehmen (Abb. 1). An beiden Termini des viralen
Genoms befinden sich die sogenannten long terminal repeats (LTR), welche beim DNA-
Provirus jeweils aus den Sequenzabschnitten U3 (unique 3°), R (redundant) und U5 (unique
5" bestehen. Innerhalb dieser Abschnitte befinden sich der retrovirale Promotor sowie weitere
cis-regulatorische Elemente flir eine verstarkte Genexpression (enhancer), die
Polyadenylierung und die Integration in das Wirtsgenom. Das RNA-Genom der Viren weist im
Gegensatz hierzu am 5°-Ende lediglich die Abschnitte R und U5 und am 3*-Ende die Abschnitte
U3 und R auf. Die LTR werden erst wahrend der reversen Transkription vervollstandigt [1].
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Abb. 1: Genkarten retroviraler Proviren

a) Einfaches Retrovirus am Beispiel des Murine leukemia virus (MLV); PBS (primer binding site)
bezeichnet die Bindestelle fiir den tRNA-Primer; W kennzeichnet das Verpackungssignal; gag
(gruppenspezifische Antigene; Matrix-, Kapsid- und Nukleokapsidproteine), pol (Protease, Reverse
Transkriptase und Integrase) und env (Hullproteine) sind kodierende Regionen; LTR (long terminal
repeats) beinhalten repetitive Sequenzabschnitte, die an beiden Termini des integrierten DNA-
Provirus vorkommen. Abbildung modifiziert nach [1].

b) Komplexes Retrovirus am Beispiel des Human immunodeficiency virus (HIV); neben den
regulatorischen Elementen, wie LTR, Verpackungssignal W, PBS, dem trans-activation response
element (TAR) und dem rev response element (RRE) sowie den Genen gag, pol und env weist HIV
weitere Leserahmen auf, die fir regulatorische Proteine kodieren. Abbildung modifiziert nach
http://hiv-web.lanl.gov/MAP/landmark.html.
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1.2 Stabiler Gentransfer mithilfe retroviraler Vektoren

Rekombinante Retroviren fir den stabilen Gentransfer wurden urspringlich auf der Basis
muriner y-Retroviren, vor allem dem Murine leukemia virus (MLV), entwickelt. Sie
transduzieren ausschlieBlich sich teilende Zellen, da das im Zytoplasma revers-transkribierte
DNA-Intermediat nicht in der Lage ist, die Kernmembran zu passieren. In sich nicht teilenden
Zellen kommt es daher nicht zur Integration des Provirus in das Wirtsgenom. Erst wenn sich
die Kernmem-bran wahrend der Zellteilung auflést, kann der virale Replikationszyklus
vollstandig durchlaufen werden [2].

Um auch sich nicht teilende Zellen oder terminal differenzierte Zellen stabil zu transduzieren,
wurden retrovirale Vektoren hergestellt, die sich von Lentiviren ableiten. Wahrend die friihen
lentiviralen Vektoren vom Human immunodeficiency virus (HIV) [3] und Simian
immunodeficiency virus (SIV) abgeleitet wurden, sind inzwischen auch Vektorsysteme auf
Grundlage des Feline immunodeficiency virus (FIV) [4], Equine infectious anemia virus (EIAV)
[5], Caprine arthritis encephalitis virus (CAEV) [6], Bovine immunodeficiency virus (BIV) [7] und
Visna-maedi virus (VMV) [8] entwickelt worden.

Neben diesen weit verbreiteten Vektorsystemen wurden zudem Systeme basierend auf a-Re-
troviren (z. B. dem Rous sarcoma virus, RSV) [9], B-Retroviren (z. B. dem Mouse mammary
tumor virus, MMTV) [10] oder Spumaretroviren (z. B. dem Eastern chimpanzee simian foamy
virus, SFVcpz) [11] entwickelt. Aufgrund ihrer geringen Verbreitung sind diese jedoch nicht
Gegenstand der vorliegenden Stellungnahme.

1.2.1 Design und Herstellung retroviraler Vektoren

Retrovirale Vektoren sind replikationsdefekte Virus-dhnliche Partikel, die eine Zielzelle
infizieren (im Sinne von: Nukleinsdure auf eine Zielzelle Ubertragen) und dabei einen
Nukleinsaureabschnitt in der Regel stabil in deren Genom integrieren. Ausgehend von dem so
entstandenen Provirus konnen anschlie®end in der transduzierten Zelle ein oder mehrere
Fremdgene dauerhaft exprimiert werden.

Fir die Herstellung retroviraler Vektoren werden drei Komponenten bendétigt: ein einem
retroviralen Provirus dhnliches Transferplasmid mit dem zu Ubertragenden Fremdgen, (retro-
)virale  Strukturproteine zur Bildung Virus-ahnlicher Partikel sowie retrovirale
Nichtstrukturproteine flr die Integration des Fremdgens in das Genom einer Zielzelle (Abb. 2)
[12].

Das typischerweise vom Vektor pBR328 abgeleitete Transferplasmid enthalt neben dem
Fremdgen das fir die RNA-Verpackung notwendige Verpackungssignal ¥ und die fur die
reverse Transkription und Integration notwendigen cis-regulatorischen Elemente. Zum einen
ist dies die primer binding site (PBS), die die Bindung einer zellularen tRNA und so die Initiation
der Minusstrang-Synthese wahrend der reversen Transkription ermdglicht. Far die
anschlieRende Initiation der Plusstrang-Synthese ist zudem der polypurine tract (PPT)
notwendig. Daneben sind auch die vollstandigen 5°- und 3'-LTR enthalten, welche den viralen
Promotor, einen enhancer, das Polyadenylierungssignal und fir die Integration des Provirus
wichtige Sequenzen beinhalten. Zusatzlich kdénnen insbesondere bei lentiviralen
Transferplasmiden verschiedene, zum Teil heterologe, virale regulatorische Elemente
enthalten sein, die die Expression des Fremdgens, die Transduktionseffizienz des retroviralen
Vektors oder seine Sicherheit verbessern. Haufige heterologe Elemente sind das Woodchuck
hepatitis virus posttranscriptional regulatory element (WPRE) zu Steigerung der mRNA-
Stabilitdt, des mRNA-Exports und der Translation, upstream polyadenylation enhancer
sequences (USEs) z. B. des Simian virus 40 (SV40) zur Erhéhung der Fremdgenexpression
und der Human cytomegalovirus major immediate-early (HCMV MIE)-Promotor. Dieser wird
oft alleine oder als Hybridpromotor in Kombination mit dem retroviralen Promotor innerhalb
des 5-LTR zur Kontrolle der Expression des Fremdgens eingesetzt. Das Fremdgen kann
alternativ auch unter Kontrolle verschiedener anderer zelluldrer oder viraler Promotoren
stehen. Zur Erhdhung der Zielgenauigkeit der Fremdgenexpression kann neben dem Einsatz
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induzierbarer oder zelltypspezifischer Promotoren zudem eine Bindestelle fiir eine zellulare
microRNA eingefligt werden. Hierdurch wird die Fremdgenexpression in bestimmten Zelltypen
oder Differenzierungsstadien unterdrickt. Soll eine bicistronische Expressionskassette
exprimiert werden, ist aulRerdem in der Regel eine internal ribosome entry site (IRES) eines
Picornavirus zwischen die Fremdgene eingefligt [14].
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retrovirale Vektoren

Abb. 2: Herstellung retroviraler Vektoren

Ein Transferplasmid mit dem zu Ubertragenden Fremdgen und allen fur seine Integration, Expression
und Verpackung notwendigen cis-regulatorischen Sequenzen wird in eine Zelle transfiziert, in der die
essenziellen (retro-)viralen Struktur- und Nichtstrukturproteine exprimiert werden. Dies wird entweder
ebenfalls durch Transfektion entsprechender Verpackungsplasmide oder durch Transduktion der
Zelllinie mit den Genen dieser Proteine erreicht. Ausgehend vom Transferplasmid wird anschlie3end
eine dem Retrovirusgenom ahnliche RNA transkribiert. Zusammen mit dem Pol-Polyprotein, welches
die fur die spatere Integration erforderlichen Proteine Reverse Transkriptase und Integrase enthalt, wird
diese schlieBlich mithilfe der viralen Strukturproteine in Virus-ahnliche Partikel, die retroviralen
Vektoren, verpackt und von der Zelle abgegeben. Abbildung modifiziert nach [13].

Das Transferplasmid, welches nicht flr retrovirale Proteine kodiert, wird nach der Transfektion
in eine geeignete Zelllinie durch die zellulare RNA-Polymerase |l transkribiert. Vermittelt durch
das Verpackungssignal wird die RNA anschlieend in Anwesenheit viraler Struktur- (Matrix-,
Kapsid-, Nukleokapsid- und Hullproteine) und Nichtstrukturproteine (mindestens Protease,
Reverse Transkriptase und Integrase) in Virus-ahnliche Partikel verpackt und abgegeben. Die
hierfir notwendigen (Poly-)Proteine werden in den Zellen ihrerseits entweder nach
Transfektion entsprechender Verpackungsplasmide, die selbst kein Verpackungssignal
besitzen, oder nach Transduktion ihrer jeweiligen Gene transient oder stabil exprimiert.

Das verwendete Hullprotein kann hierbei vom gleichen Retrovirus oder von einem beliebigen
anderen Virus stammen. Im zweiten Fall spricht man von Pseudotypisierung. Sie dient in erster
Linie der Erweiterung bzw. Anderung des Wirtsbereichs oder des Zelltropismus der
retroviralen Vektoren zur gezielten Infektion eines bestimmten Wirts, in der Regel des
Menschen, und/oder bestimmter Zelltypen. Eine Reihe heterolog exprimierter viraler
Hullproteine wurden bereits erfolgreich fur eine Pseudotypisierung verwendet. Zu den
Spendern gehoéren z. B. Arenaviren [15], Alphaviren [16], Hepadnaviren [17], Flaviviren [18],
Filoviren [19], Paramyxoviren [20] und Rhabdoviren [21]. Insbesondere wird das Glykoprotein
des Indiana vesiculovirus (VSV-G) vielfach verwendet, um Retroviren mit einem breiten
Wirtsbereich zu versehen, der humane Zellen mit einschliet. Zudem weisen einige
pseudotypisierte retrovirale Vektoren, insbesondere solche mit dem VSV-G-Protein eine
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hohere Partikelstabilitat auf, die eine Konzentrierung durch Ultrazentrifugation erlaubt [22; 48].
Darliber hinaus kann ein spezifischer Zelltropismus erreicht werden, indem ein
Bindungspartner eines zelluldren Oberflachenproteins, wie z. B. die Erkennungsdoméane eines
Antikérpers, mit einem viralen Hullprotein fusioniert wird [23]. Da retrovirale Vektoren mit
spezifischem Zelltropismus in erster Linie zur medizinischen Anwendung im Menschen dienen
sollen, zielen diese in der Regel auf Epitope humaner Zellen ab. Der virale Fusionspartner ist
oftmals das Hadmagglutinin des Masernvirus (MeV-H) [20].

Werden die fir die Verpackung, reverse Transkription und Integration essenziellen Gene
sowie ggf. weitere regulatorische Gene mittels Transfektion Gbertragen, sind diese in der
Regel auf zwei bis funf Plasmide aufgeteilt. Entscheidend fur die Sicherheit der retroviralen
Vektoren ist hierbei, dass die Gene gag/pol und env auf zwei getrennten
Verpackungsplasmiden vorliegen. Auf diese Weise wird die Wahrscheinlichkeit des
Entstehens replikationskompetenter re-troviraler Partikel deutlich reduziert, da dies zwei
Rekombinationsereignisse zwischen drei Plasmiden erfordern wirde [12]. Analog werden die
Gene gag/pol und env auch bei der Herstellung stabil transduzierter Verpackungszelllinien
getrennt voneinander eingeflihrt [24].

Neben der Gefahr des Entstehens replikationskompetenter Retroviren stellt die Mdglichkeit
einer Insertionsmutagenese das zweite Sicherheitsrisiko retroviraler Vektoren dar. Hierbei
kann durch die zufallige Integration des Provirus in das zellulare Genom ein zellulares Proto-
Onkogen aktiviert oder ein zelluldres Tumorsuppressorgen inaktiviert werden. Dies kann auf
verschiedenen Ebenen erfolgen: (1) das Provirus beeinflusst benachbarte enhancer oder
Promotoren der Zelle und dadurch die Expression der von ihnen kontrollierten Gene, (ll) die
Anwesenheit des Provirus fihrt zu Veranderungen in der Chromatinstruktur regulatorischer
Domanen und dariiber zu einer Anderung der Genexpression, (Ill) der Promotor und der
enhancer des Provirus aktivieren benachbarte zellulare Proto-Onkogene, (V) transcriptional
read-through durch das retrovirale Polyadenylierungssignal fihrt zur Aktivierung benachbarter
Proto-Onkogene, (V) alternatives Spleilden, vermittelt durch die retroviralen SpleiRdonor- und
-akzeptorsequenzen, fuhrt zur Entstehung schadlicher Fusionsproteine, (VI) die Integration
des Provirus innerhalb offener Leserahmen fihrt zur Bildung von Proteinfragmenten mit
dominant-negativer Wirkung, (VII) die Integration des Provirus innerhalb offener Leserahmen
fuhrt zum Funktionsverlust eines Tumorsuppressorgens [14; 25].

Retroviren weisen unterschiedliche Praferenzen hinsichtlich der Genregionen fir ihre
Integration auf. Wahrend y-Retroviren bevorzugt in CpG-Inseln, in regulatorische Elemente
und in der Nahe von Transkriptionsstartstellen in 5'-flankierende Regionen integrieren, finden
sich lentivirale Proviren eher innerhalb kodierender Bereiche eines Gens. Insgesamt scheint
die Integration eines Lentivirus weniger genotoxisch zu sein als die eines y-Retrovirus [25; 26].

Um der Gefahr einer Insertionsmutagenese zu begegnen, kdénnen verschiedene
Modifikationen des Transferplasmids vorgenommen werden. Die bereits erwahnten USE- und
WPRE-Elemente kdénnen z. B. die Wahrscheinlichkeit eines read-through in benachbarte
zellulare Gene deutlich verringern. Ebenso kann durch das Einfigen von insulator-Elementen
die Aktivierung benachbarter Gene reduziert werden [14]. Die am weitesten verbreitete
Sicherheitsmalinahme ist jedoch das Einfigen einer Deletion innerhalb des am 3‘-Ende
liegenden U3-Abschnitts. Die resultierenden selbstinaktivierenden (SIN) Vektoren bieten im
Vergleich zu ihren nicht-modifizierten Ausgangsvektoren mehrere Vorteile. Zum einen fuhrt die
Deletion dazu, dass das Provirus nach einmaliger Integration nicht wieder mobilisiert werden
kann. Dies lasst sich darauf zurtickfihren, dass bedingt durch den Mechanismus der reversen
Transkription der unvollstdndige U3-Abschnitt (AU3) auf das 5-Ende des Provirus
Uberschrieben wird. Da von der Deletion neben dem enhancer auch der retrovirale Promotor
betroffen ist, wird hierdurch die Transkription genomischer RNA verhindert. Es kann daher
selbst in Anwesenheit retroviraler Proteine nicht zu einer unkontrollierten, wiederholten
Integration des rekombinanten Nukleinsaureabschnitts in das zellulare Genom kommen
(Abb. 3) [27]. Zum anderen werden durch die Deletion des retroviralen Promotors und des
enhancer an beiden Enden des Provirus die negativen Auswirkungen auf die Expression
benachbarter zellularer Gene und auf die Elemente zur Steuerung der Transkriptionsaktivitat
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innerhalb des Provirus reduziert [14]. Um die Gefahr einer Insertionsmutagenese weiter zu
verringern, werden inzwischen auch Ansatze verfolgt, bei denen die Integrase mit DNA-
bindenden Domanen so modifiziert wird, dass die Integration gezielt in unschadliche Bereiche
des zellularen Genoms erfolgt [28; 29]. Dartber hinaus wird auch durch Austausch speziell
der lentiviralen Integrase gegen das Enzym von z. B. a-Retroviren versucht, eine Integration
in Bereiche des Genoms zu erreichen, in denen ein reduziertes Potenzial fur eine Onkogenese
nach Insertionsmutagenese besteht [14].

Als weitere Sicherheitsmalinahme kann die PBS so mutiert werden, dass keine zellulare tRNA
an sie binden kann. Die reverse Transkription der Transfer-RNA ist daher von der Anwesenheit
einer kunstlichen tRNA abhangig, die in trans, entweder als synthetisierte tRNA oder als RNA-
Polymerase-lll-abhangiges Gen auf einem ko-transfizierten Plasmid, zur Verfligung gestellt
wird [30].
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Abb. 3: Integration eines selbstinaktivierenden (SIN) Vektors

In den U3-Abschnitt am 3‘-Ende der retroviralen cDNA wird eine Deletion eingefiigt (AU3), die den in
diesem Abschnitt enthaltenen viralen Promotor inaktiviert. Nach der Transkription des Transferplasmids
durch die zellulare RNA-Polymerase |l wird ausgehend vom Promotor im intakten 5°-U3-Abschnitt die
retrovirale genomische RNA gebildet. Diese wird in Anwesenheit viraler Struktur- und
Nichtstrukturproteine verpackt. Die resultierenden Vektoren kénnen anschlieRend zur Transduktion
weiterer Zellen genutzt werden. Aufgrund des Mechanismus der reversen Transkription wird in diesen
Zellen der AU3-Abschnitt des 3'-Endes der genomischen RNA auf das 5-Ende des Plusstranges der
resultierenden cDNA Ubertragen. Das nach der Integration in das Wirtsgenom entstehende Provirus
besitzt somit keinen Promotor an seinem 5°-Ende Uber den erneut genomische RNA transkribiert werden
koénnte. Das Provirus ist somit nicht mehr mobilisierbar. Die entsprechenden Vektoren sind demnach
nach einmaliger Integration selbstinaktivierend. Abbildung modifiziert nach [31].

1.2.2 Murine y-retrovirale Vektoren

Murine y-retrovirale Vektoren kénnen entweder durch Ko-Transfektion des Transferplasmids
und typischerweise zweier Verpackungsplasmide oder durch die Transfektion des
Transferplasmids in eine Verpackungszelllinie hergestellt werden. Je nach Art der hierbei
exprimierten Hullproteine wird zwischen ecotropen, amphotropen und xenotropen murinen y-
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retroviralen Vektoren unterschieden. Der Wirtsbereich der ecotropen Vektoren beschrankt sich
auf Zellen von Mausen und Ratten. Amphotrope Vektoren besitzen demgegeniber einen
breiteren Wirtsbereich, der sowohl murine als auch nicht-murine, einschlieRlich humane Zellen
einschlieBt. Ahnlich hierzu besitzen auch xenotrope Vektoren einen breiten Wirtsbereich,
einschliefllich des Menschen. Sie konnen jedoch die meisten Mauslaborstamme nicht
infizieren [31]. Zunehmend werden bei der Entwicklung retroviraler Vektoren die Hllproteine
der murinen y-Retroviren modifiziert oder ausgetauscht, um einen breiteren Wirtsbereich,
einen auf einen bestimmten Zelltyp ausgerichteten Tropismus oder eine héhere Stabilitat des
Vektors zu erzielen [32].

1.2.3 Lentivirale Vektoren

Da etablierte Zelllinien die Expression des lentiviralen gag/pol-Gens in der Regel nicht gut
tolerieren, ist die Etablierung von Verpackungszelllinien flr lentivirale Vektorsysteme nur in
induzierbaren oder attenuierten Systemen mdglich [33]. Daher werden lentivirale Vektoren
typischerweise mittels Ko-Transfektion aller notwendigen Plasmide hergestellt. Je nach
Produktionssystem sind dies drei bis sechs Plasmide. Auf diesen sind, wie bei den y-
retroviralen Vektoren, das Polyprotein Gag-Pol sowie in der Regel ein heterologes Hullprotein
zur Erweiterung des engen lentiviralen Wirtsbereichs und Zelltropismus kodiert. Daneben
werden fir eine effiziente Vektorproduktion und Transduktion jedoch weitere regulatorische
Proteine und ihre Erkennungssequenzen bendtigt. Zum einen ist dies das Protein Rey,
welches in Abhangigkeit des rev response element (RRE) den Transport einfach gespleifdter
und ungespleidter viraler RNA aus dem Kern vermittelt und deren Translation im Zytoplasma
ermoglicht. Zudem werden RNA-Molekile mit dem RRE bis zu 70mal effizienter in virale
Kapside verpackt [14]. Darlber hinaus kann der lentivirale Transkriptions-Transaktivator Tat
auf einem der Plasmide kodiert sein. Dieser ist fur die Erkennung des naturlichen lentiviralen
Promotors essenziell und bindet dort an das trans-activation response element (TAR), eine
cis-regulatorische Sequenz, die am 5'-Ende der viralen RNA und DNA gelegen ist. Bei neueren
Systemen ist dieses Protein jedoch nicht mehr notwendig, da zunehmend Hybrid-Promotoren
bestehend aus dem lentiviralen Promotor und dem von HCMV oder dem vom a-Retrovirus
RSV eingesetzt werden. Bei den neuesten lentiviralen Produktionssystemen kommt zudem
das Protein Vpr zum Einsatz, um den Transport des Pol-Polyproteins in die Partikel zu
gewahrleisten (TaKaRa Lenti-X packaging system). Ein weiteres, ausschliel8lich Nukleinsaure
basiertes, regulatorisches Element ist die Kombination aus dem central polypurine ftract
(cPPT), einer Kopie des am 3‘-Ende befindlichen PPT, und der central termination sequence
(cTS). Zusammen flhren diese Elemente zu einer erhéhten Integration und damit zur
Steigerung der Transduktionseffizienz der Vektoren. Dies ist moglicherweise auf einen
verbesserten Zellkernimport des Praintegrationskomplexes zurtickzufihren [34].

Im Gegensatz zu Produktionssystemen der 1. Generation, welche alle lentiviralen Proteine auf
zwei Verpackungsplasmiden kodieren, zeichnen sich die Produktionssysteme der 2., 3. oder
neuerer Generationen dadurch aus, dass die kodierenden Nukleinsdureabschnitte auf ein
notwendiges Minimum reduziert wurden. Entsprechend bieten diese Systeme eine deutlich
héhere Sicherheit als Systeme der 1. Generation. Aufgrund des kompakten Genomaufbaus
von Lentiviren weisen Verpackungsplasmide jedoch homologe Bereiche zum Transferplasmid
auf. So uberlappt das Verpackungssignal W mit bis zu 400 bp mit dem gag-Gen, wobei eine
Uberlappung von 40 bp essenziell ist. Ebenso beinhaltet das bis zu 850 bp lange RRE
Abschnitte des env-Gens. Schlie3lich Gberlappt auch der cPPT mit 130 bp mit dem pol-Gen
[12; 14]. Eine Rekombination zwischen den mindestens drei Plasmiden eines lentiviralen
Produktionssystems wurde jedoch noch nie beschrieben und ist auch nicht als wahrscheinlich
anzusehen [14].

1.2.4 Adenovirus/Retrovirus-Hybridvektoren

Um eine effiziente Genlbertragung und eine dauerhafte Genexpression zu erreichen, wurden
chimare Vektoren auf der Basis adenoviraler und retroviraler Vektoren entwickelt [35; 36]. Bei
diesen Vektoren Ubertragen drei replikationsdefekte adenovirale Vektoren nach Ko-Infektion
das Transferkonstrukt mit dem Fremdgen, die retroviralen Verpackungsfunktionen (gag/pol-
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Gen) und ein env-Gen auf eine Zelle, die damit zur Produzentenzelle retroviraler Vektoren
wird. Die abgegebenen retroviralen Vektoren kdbnnen dann weitere Zellen stabil transduzieren.
Die Risikobewertung der Herstellung der hierfur notwendigen adenoviralen Vektoren erfolgt
gemal der allgemeinen Stellungnahme der ZKBS zu haufig durchgefuhrten gentechnischen
Arbeiten mit den zugrunde liegenden Kriterien der Vergleichbarkeit: Gentransfer mithilfe von
Adenovirus Typ 5 (Az.: 6790-10-28, 3. Uberarbeitete Fassung vom November 2011). Die
Risikobewertung von Zellen nach Ko-Infektion mit den drei adenoviralen Vektoren orientiert
sich, wie bei einer mit einem retroviralen Plasmid transfizierten Verpackungszelllinie, an der
Art der abgegebenen retroviralen Vektoren.

1.3 Transiente Genexpression mithilfe retroviraler Vektoren

Angesichts der Mdoglichkeit einer Insertionsmutagenese bei Verwendung integrativer
retroviraler Vektoren wurden in letzter Zeit retrovirale Vektoren fir eine transiente
Genexpression entwickelt. Bei diesen Ansatzen werden gezielt Proteine oder regulatorische
Nukleinsaureabschnitte, die essenziell flr die reverse Transkription oder anschliellende
Integration des Transferkonstrukts sind, mutiert. Die Produktion entsprechender retroviraler
Vektoren erfolgt wie fir die klassischen retroviralen Vektoren beschrieben.

1.3.1 Integrase-defekte Vektoren

Die Integration der retroviralen cDNA wird von der viralen Integrase katalysiert. Dieses Protein,
welches Teil des Pol-Polyproteins ist, verfligt sowohl Gber eine Endonuklease- als auch eine
Ligaseaktivitat. Um eine Integration zu vermeiden, sind dieses Protein und seine
Erkennungssequenzen daher offensichtliche Ziele fir eine Mutagenese.

Mutationen, die die Integraseaktivitat inhibieren, werden in zwei Klassen eingeteilt. Klasse-I-
Mutationen betreffen ausschlieRlich die Integration und haben keinen Effekt auf andere
Stadien der retroviralen Replikation. Demgegeniber verursachen Klasse-lI-Mutationen
pleiotrope Effekte, die auch andere Ablaufe der Virusreplikation beeinflussen. So kénnen sich
Klasse-llI-Mutationen z. B. auch negativ auf die reverse Transkription und Partikelbildung
auswirken. Sie sind fur die Generierung retroviraler Vektoren daher ungeeignet [26; 37]. Unter
den Klasse-I-Mutationen nehmen Mutationen der in allen Retroviren und Retrotransposons
konservierten Aminosauren der sogenannten katalytischen Triade Asp-Asp-Glu eine
besondere Stellung ein. Bei der HIV-Integrase (HIV-IN) sind dies die Aminosauren Asp64,
Asp116 und Glu152; bei der MLV-Integrase die Aminosauren Asp125, Asp184 und Glu220.
Integrase-defekte retrovirale Vektoren weisen typischerweise eine Mutation dieser
Aminosauren auf, wobei bei HIV-basierten Vektoren die Mutation Asp64Val die am haufigsten
eingebrachte Mutation ist [31]. Weitere mogliche Mutationen betreffen Aminosauren, die die
DNA-Bindung des Enzyms vermitteln, wie im Fall des HIV-Proteins Asn120, GIn148, Trp235,
Arg262, Arg263, Lys264, Lys266 und Lys273. Auch Mutationen, die die erforderliche
Multimerisierung des Enzyms verhindern, wie His12 (HIV-IN), sind denkbar [26]. SchlieRlich
kénnen auch die Erkennungssequenzen der Integrase, die sogenannten attachment sites (att),
innerhalb des U3- und U5-Abschnitts durch Mutation inaktiviert werden [37].

Wird die Integration des revers-transkribierten DNA-Intermediats verhindert, kommt es
aufgrund der Aktivitdt zellularer DNA-Reparaturenzyme zur Anreicherung zirkularer,
doppelstrangiger DNA-Formen. Vermittelt durch den im retroviralen LTR liegenden Promotor
oder zusatzliche Promotoren kdnnen diese auch bei der naturlichen Replikation eines
Retrovirus vorkommenden Nebenprodukte mit etwas geringerer Effizienz als das integrierte
Provirus transkribiert werden. Eine Replikation der episomalen Formen findet hingegen nicht
statt. Aufgrund ihrer hohen Stabilitat werden sie jedoch in der Regel erst bei fortschreitender
Zellteilung durch Verdinnung aus den Zellen entfernt [38; 39]. Integrase-defekte retrovirale
Vektoren koénnen daher der transienten Genexpression dienen. Werden zusatzlich
regulatorische Elemente in das Transferkonstrukt eingefiigt, die eine Replikation ermoéglichen,
kann auch eine stabile Expression der Episome erreicht werden [12].

Obwohl die Integraseaktivitat dieser Vektoren inhibiert wurde, zeigen Studien, dass es nach
wie vor zu einer Integration des Transferkonstrukts kommen kann. Grund hierfir sind die
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zellularen Reparaturmechanismen, die zu einer Integrase-unabhangigen Insertion des
Transferkonstrukts in bestehende Doppelstrangbriiche fiihren [38]. Die Haufigkeit dieser
unspezifischen Insertionen variiert deutlich. Je nach untersuchtem System wurde die
Integrationshaufigkeit im Vergleich zu einem integrationskompetenten Vektor um das 10- bis
10000fache reduziert [26]. Unter Bericksichtigung der hohen Variabilitat und der zum Teil
geringen Reduktion von Integrationsereignissen kann bei Integrase-defekten retroviralen
Vektoren nicht davon ausgegangen werden, dass der Gefahr einer Insertionsmutagenese
hinreichend entgegengewirkt wurde. Die Moéglichkeit einer Insertionsmutagenese geht daher
weiter vollstandig in die Sicherheitsbewertung solcher Vektoren ein.

1.3.2 mRNA-Transfer mithilfe retroviraler Vektoren

Ein weiterer Ansatz zur transienten Genexpression ist der sogenannte retrovirus particle-
mediated mRNA transfer (RMT). Dieser macht sich zunutze, dass die in einem retroviralen
Partikel verpackten RNA-Molekule sowohl ein 5-Cap als auch eine 3‘-Polyadenylierung
besitzen. Sie stellen daher funktionelle mRNAs dar und werden von der zelluldren Maschinerie
translatiert, sofern es nicht zur reversen Transkription der RNA kommt [40].

Die reverse Transkription kann prinzipiell auf zwei verschiedene Weisen inhibiert werden. Zum
einen kann die Reverse Transkriptase inaktiviert werden. Zum anderen kann die fir die
Initiation der cDNA-Minusstrang-Synthese notwendige PBS so mutiert werden, dass sie von
keiner zellularen tRNA erkannt wird. Letzterer Ansatz wurde bereits aufgrund von
Sicherheitstiberlegungen entwickelt und wird nun in Abwesenheit einer artifiziellen tRNA flr
die transiente Genexpression genutzt [31].

Da es bei diesem Ansatz nicht zur Bildung von doppelstrangiger DNA kommt, ist eine
Insertionsmutagenese sicher auszuschlieRen. Vektoren, die eine Transfer-RNA mit einer
mutierten PBS enthalten, besitzen demnach kein Gefahrdungspotenzial, sofern sie in
Abwesenheit der komplementaren artifiziellen tRNA hergestellt wurden.

2. Zusammenfassung relevanter Kriterien fiir die Sicherheitseinstufung gentechnischer
Arbeiten mit retroviralen Vektoren

Bei der Herstellung HIV-abgeleiteter lentiviraler Vektoren ist die Wahrscheinlichkeit des
Entstehens replikationskompetenter HIV-Partikel der entscheidende Aspekt der
Sicherheitsbewertung, da HIV-Partikel fir den Menschen pathogen und der Risikogruppe 3**
zuzuordnen sind. Bei murinen y-retroviralen Vektoren spielt dieser Aspekt in der
Risikobewertung hingegen eine untergeordnete Rolle, da replikationskompetente und
replikationsdefekte murine y-Retroviren in Abhangigkeit von ihnrem Wirtsspektrum der gleichen
Risikogruppe zuzuordnen sind.

Eine Vermehrungsfahigkeit eigentlich replikationsdefekter retroviraler Vektoren ist dann
gegeben, wenn durch Rekombinationsereignisse zwischen homologen Sequenzen der
Verpackungsplasmide bzw. des Genoms der Verpackungszelllinie und dem Transferplasmid
replikationskompetente Retroviren entstehen. Die Wahrscheinlichkeit des Entstehens
replikationskompetenter  Viruspartikel ist abhangig von der Anzahl der
Verpackungsplasmide, auf die die flr die Bildung von retroviralen Vektoren notwendigen Gene
verteilt sind. So wird die Wahrscheinlichkeit eines Rekombinationsereignisses deutlich
verringert, wenn das gag/pol-Gen und das Gen des Hillproteins auf getrennten
Verpackungsplasmiden vorliegen. Bei lentiviralen Produktionssystemen ist dies ab der 2.
Generation der Fall. Daher ist bei der Herstellung lentiviraler Vektoren unter Verwendung von
Verpackungssystemen der 2., 3. oder neuerer Generation nicht von einer Rekombination zu
replikationskompetenten Lentiviren auszugehen. Zusatzlich kann durch das Verringern von
Sequenzhomologien zwischen Transfer- und Verpackungsplasmiden bzw.
Verpackungszelllinie, z. B durch Kodon-Optimierung, sowie das Einbringen zusatzlicher
Stoppkodons, Deletionen und Mutationen, die im Falle einer Rekombination zu einem
Replikationsdefekt fuhren, die Sicherheit retroviraler Vektoren weiter erhéht werden.

Auch bei Bestehen eines Replikationsdefekts kann von retroviralen Vektoren ein
Gefahrdungspotenzial fir den Menschen ausgehen. Dies ist darin begriindet, dass im Verlauf
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der Infektion das provirale Genom ungerichtet in das Genom der Wirtszelle integriert und so
in Einzelfallen durch Insertionsmutagenese die Anderung der Transkriptionsaktivitat
regulatorischer Gene, die Aktivierung zellularer Proto-Onkogene oder die Deaktivierung
zellularer Tumorsuppressorgene verursachen kann. Das Risiko dieses Ereignisses wird durch
die potenziellen Zielzellen sowie durch natirliche Abwehrmechanismen des infizierten
Organismus definiert und kann durch verschiedene Modifikationen der Transferplasmids
reduziert werden.

Fir die Sicherheitseinstufung gentechnischer Arbeiten mit murinen y-retroviralen Vektoren ist
allein das von den Vektoren erreichte Wirtsspektrum mafgeblich. Bei ecotropen murinen y-
retroviralen Vektoren ist aufgrund der Restriktion des Zelltropismus in der Regel ein
Gefahrdungspotenzial fur Menschen oder Tiere nicht anzunehmen (siehe Stellungnahme der
ZKBS zur Risikobewertung ecotroper C-Typ-Retroviren der Maus, Az. 6790-10-47, April 1996).
Auch bei Kontamination dieser Vektoren mit replikationskompetenten ecotropen murinen y-
Retroviren liegt kein Gefahrdungspotenzial fir den Menschen oder Tiere vor. Bei amphotropen
oder xenotropen murinen y-retroviralen Vektoren kann ein geringes Gefahrdungspotenzial fir
den Menschen nicht ausgeschlossen werden, da Primatenzellen sowohl in vitro als auch unter
bestimmten Bedingungen in vivo mit diesen Vektoren infizierbar sind [1; 31; 41]. Murine y-
retrovirale Vektoren mit veranderten Hullproteinen kénnen in der Regel humane und andere
Zellen infizieren. Dementsprechend ist ihr Gefahrdungspotenzial dem von amphotropen und
xeno-tropen Vektoren gleichzusetzen. Zudem ist beim experimentellen Umgang mit diesen
Pseudotypen zu beriicksichtigen, dass der Vektor auch andere Ubertragungswege als die des
Wildtyp-Virus benutzen konnte [32].

3. Anwendung retroviraler Vektoren an Tieren

Retrovirale Vektoren werden haufig verwendet, um tierische Zellen ex vivo zu transduzieren
und diese anschliefend in ein Labortier einzubringen. Alternativ kann auch eine direkte
Injektion retroviraler Vektoren in Versuchstiere zur in situ-Transduktion erfolgen. Da es sich
bei den hierfur genutzten Virus-ahnlichen Partikeln und transduzierten Zellen um gentechnisch
veranderte Organismen (GVO) handelt, muss die entsprechende gentechnische Arbeit geman
§ 8 Abs. 1 GenTG in einer gentechnischen Anlage erfolgen.

Durch die Transduktion bzw. das Einbringen transduzierter somatischer Zellen wird das
Versuchstier selbst jedoch nicht zu einem GVO im Sinne des § 3 Abs. 3 GenTG. Dies ist wie
folgt zu begriinden: Von der Transduktion sind lediglich einige somatische Zellen, nicht jedoch
Keimbahnzellen betroffen. Das Tier kann die durch Transduktion eingefiihrte gentechnische
Veranderung nicht vererben. Es liegt demnach keine Veranderung des Erbguts des Tieres vor.
Werden mittels Transduktion hingegen gezielt Zellen der Keimbahn eines Versuchstiers
gentechnisch verandert, sind das Tier und seine Nachkommen aufgrund der Méglichkeit einer
Vererbung der gentechnischen Veranderung als GVO anzusehen.

Eine eigenstandige Bewertung von Zellen ist gemall § 3 Abs. 1a GenTG lediglich fur
eukaryotische Zellen in Zellkultur und damit im Kontext einer in vitro-Kultivierung vorgesehen.
Entsprechend unterliegen die gezielte Entnahme transduzierter Zellen aus dem Tier und ihre
weitere Kultivierung den Regelungen des GenTG. Die im Tier enthaltenen transduzierten
Zellen sind im Kontext der biologischen Einheit Tier jedoch nicht als eigenstandige GVO
anzusehen. Dies gilt auch dann, wenn es sich hierbei um artfremde Zellen handelt. Die
Anwesenheit transduzierter Zellen macht das Tier damit nicht zu einem Trager von GVO.

Die mit retroviralen Vektoren behandelten Tiere sind jedoch so lange als Trager von GVO
anzusehen, wie die Virus-dhnlichen Partikel in diesen Tieren nachzuweisen sind. Die Frage
ob und ggf. bis wann es sich bei den entsprechenden Versuchstieren um Trager von GVO
handelt, ist demnach von der Stabilitat der infektidsen retroviralen Vektoren abhangig. Hierzu
gibt es verschiedene Studien. Fir unmodifizierte retrovirale Vektoren werden je nach
Produktionszelllinie und der damit einhergehenden Zusammensetzung der Zellmembran
Halbwertszeiten von 2 — 8 h in Zellkulturmedium bei 37 °C angegeben [42]. Ein lentiviraler
Vektor, pseudotypisiert mit dem VSV-G-Protein, zeigte demgegeniber eine Halbwertszeit von
24 hin Zellkulturmedium bei 37 °C. Nach intravendser Injektion des gleichen Vektors in Ratten
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wurde jedoch ausgehend von 107 transduction units (TU) bereits nach der ersten Stunde eine
Reduktion infektidser Partikel im Plasma um 4 log-Stufen beobachtet. Nach 24 h wurden keine
infektiosen Partikel detektiert (Nachweisgrenze 50 TU/Tier) [43]. In einer weiteren Studie mit
einem VSV-pseudotypisierten lentiviralen Vektor wurde nach intravendser Injektion von
108 infectious units (IU) in Mause nach einem Tag keine Vektor-RNA in Blut (Nachweisgrenze
10 IU/ml), Urin oder Fazes nachgewiesen. Es wurden auflerdem zu keinem Zeitpunkt des
Experiments infektidse Partikel auf den Oberflachen der Kafiginnenseite gefunden, obwohl
Kontrollexperimente zeigten, dass die retroviralen Vektoren auf Plastikoberflachen bei
Raumtemperatur bis zu 24 h und auf feuchter Streu bis zu 72 h infektids bleiben. Von der
Injektionsstelle konnten infektiose Partikel bis zu 24 h nach der Injektion isoliert werden [44].
Ausgehend von diesen Daten ist zu erwarten, dass in Tieren, die mit replikationsdefekten
retroviralen Vektoren transduziert wurden, einen Tag nach der Injektion keine rekombinanten
infektiosen Partikel mehr vorliegen. Auch mit einer Abgabe dieser Partikel ist demnach
spatestens ab diesem Zeitpunkt nicht mehr zu rechnen. Sofern die Injektionsstelle desinfiziert
wurde und ein Kafigwechsel erfolgt ist, unterliegt der Umgang mit diesen Tieren ab diesem
Zeitpunkt nicht mehr den Regelungen des GenTG.

Im Gegensatz zu in situ-transduzierten Tieren sind Tiere, auf die ex vivo-transduzierte Zellen
Ubertragen wurden, nur dann initial Trager von GVO, wenn den Zellen infektidse retrovirale
Vektoren anhaften. Um dies auszuschliel3en, sollten die transduzierten Zellen mehrmalig
Waschschritten unterzogen werden. So fuhrte in einer Studie mit lentiviral transduzierten 293-
Zellen z. B. das zweimalige Waschen mit physiologischer Kochsalzldsung zu einer 100fachen
Reduktion der freien Partikel. Nach zweimaliger Passage wurde schliel3lich keine Vektor-RNA
mehr detektiert (Nachweisgrenze 260 Kopien/ml) [45].

Ist aufgrund des Produktionssystems der retroviralen Vektoren von einer Kontamination mit
replikationskompetenten Retroviren auszugehen und sind die Versuchstiere flr diese
potenziell permissiv, kann eine Abgabe gentechnisch veranderter Viren nicht ausgeschlossen
werden. Tiere, die mit den entsprechenden Vektorlésungen infiziert wurden oder auf die mit
diesen Lésungen transduzierte Zellen Ubertragen wurden, sind daher dauerhaft als Trager von
GVO anzusehen. Darlber hinaus sind diese ggf. auch in der Lage, GVO abzugeben. Der
Umgang mit solchen Tieren unterliegt demnach dauerhaft den Regelungen des GenTG.

4. Kriterien der Vergleichbarkeit gentechnischer Arbeiten mit retroviralen Vektoren

Im Folgenden werden allgemeine Kriterien der Vergleichbarkeit bei gentechnischen Arbeiten
mit retroviralen Vektoren zusammengefasst.

Einbringen eines Transfer- oder Verpackungsplasmids in E. coli:

4.1 Werden subgenomische virale oder zelluldre Nukleinsdureabschnitte mithilfe eines
Transfer- oder Verpackungsplasmids in ein E. coli K12-Derivat eingefiihrt, so sind die
gentechnisch veranderten Organismen der Risikogruppe 1 zuzuordnen.
Gentechnische Arbeiten mit gentechnisch veranderten Organismen, die die
genannten Kriterien erfillen, sind miteinander vergleichbar und der Sicherheits-
stufe 1 zuzuordnen.

Erzeugung ecotroper muriner y-retroviraler Vektoren:

4.2. Werden ein Transferplasmid und ein oder mehrere Verpackungsplasmide, welche auf
einem murinen y-Retrovirus basieren, in eine Zelllinie der Risikogruppe 1 transfiziert,
und sind die kodierten Hillproteine ausschlie3lich ecotrop, so sind die gentechnisch
veranderten Organismen der Risikogruppe 1 zuzuordnen. Gentechnische Arbeiten
mit gentechnisch veranderten Organismen, die die genannten Kriterien erflllen, sind
miteinander vergleichbar und der Sicherheitsstufe 1 zuzuordnen.

4.3. Wird ein Transferplasmid in eine Verpackungszelllinie mit Genen eines murinen y-
Retrovirus eingefihrt und sind die kodierten Huillproteine ausschliel3lich ecotrop, so
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4.4.

sind die gentechnisch veranderten Organismen der Risikogruppe 1 zuzuordnen.
Gentechnische Arbeiten mit gentechnisch veranderten Organismen, die die
genannten Kriterien erfullen, sind miteinander vergleichbar und der
Sicherheitsstufe 1 zuzuordnen.

Ecotrope murine vy-retrovirale Vektoren, die von den unter 4.2. und 4.3.
beschriebenen Zelllinien abgegeben werden, sind der Risikogruppe 1 zuzuordnen,
auch wenn von einer Kontamination mit replikationskompetenten ecotropen murinen
vy-Retroviren auszugehen ist. Gentechnische Arbeiten mit diesen Vektoren,
einschliellich der Transduktion weiterer Zellen der Risikogruppe 1 sowie der
Inokulation von Tieren, sind miteinander vergleichbar und der Sicherheitsstufe 1
zuzuordnen.

Erzeugung amphotroper oder xenotroper muriner y-retroviraler Vektoren:

4.5.

4.6.

4.7.

4.8.

4.9.

4.10.

Werden ein Transferplasmid und ein oder mehrere Verpackungsplasmide, welche auf
einem murinen y-Retrovirus basieren, in eine Zelllinie der Risikogruppe 1 transfiziert,
und sind amphotrope oder xenotrope Hullproteine kodiert, so sind die gentechnisch
veranderten Organismen der Risikogruppe 2 zuzuordnen. Gentechnische Arbeiten
mit gentechnisch veranderten Organismen, die die genannten Kriterien erfillen, sind
miteinander vergleichbar und der Sicherheitsstufe 2 zuzuordnen.

Wird ein Transferplasmid in eine Verpackungszelllinie mit Genen eines murinen y-
Retrovirus eingeflhrt, in der amphotrope oder xenotrope Huillproteine kodiert sind, so
sind die gentechnisch veranderten Organismen der Risikogruppe 2 zuzuordnen.
Gentechnische Arbeiten mit gentechnisch veranderten Organismen, die die
genannten Kriterien erflllen, sind miteinander vergleichbar und der
Sicherheitsstufe 2 zuzuordnen.

Wird ein Transferplasmid in eine Ko-Kultur zweier Verpackungszelllinien mit Genen
eines murinen y-Retrovirus eingefuhrt, in denen ecotrope und amphotrope oder
xenotrope Hullproteine kodiert sind, so sind die gentechnisch veranderten Organis-
men der Risikogruppe 2 zuzuordnen. Gentechnische Arbeiten mit gentechnisch
veranderten Organismen, die die genannten Kriterien erfullen, sind miteinander
vergleichbar und der Sicherheitsstufe 2 zuzuordnen.

Werden amphotrope Verpackungszelllinien der Risikogruppe 1 mit den unter 4.4.
beschriebenen ecotropen murinen y-retroviralen Vektoren transduziert, sind die
gentechnisch veradnderten Organismen der Risikogruppe 2 zuzuordnen.
Gentechnische Arbeiten mit gentechnisch veranderten Organismen, die die
genannten Kriterien erflllen, sind miteinander vergleichbar und der Sicherheitsstufe
2 zuzuordnen.

Amphotrope und xenotrope murine y-retrovirale Vektoren, die von den unter4.5.,4.6.,
4.7. und 4.8. beschriebenen Zelllinien abgegeben werden, sind der Risikogruppe 2
zuzuordnen, auch wenn von einer Kontamination mit replikationskompetenten
amphotropen oder xenotropen murinen y-Retroviren auszugehen ist. Gentechnische
Arbeiten mit diesen Vektoren, einschliellich der Transduktion weiterer Zellen der
Risikogruppe 1 sowie der Inokulation von Tieren, sind miteinander vergleichbar und
der Sicherheitsstufe 2 zuzuordnen.

Ist bei den wie unter 4.5., 4.6. oder 4.7. erzeugten amphotropen und xenotropen
murinen y-retroviralen Vektoren die Integraseaktivitdt durch Mutation inaktiviert, sind
die mutierten Vektoren aufgrund ihrer beschriebenen Neigung zur unspezifischen
Integration der Risikogruppe 2 zuzuordnen. Gentechnische Arbeiten mit diesen
Vektoren, einschlielich der Transduktion weiterer Zellen der Risikogruppe 1 sowie
der Inokulation von Tieren, sind miteinander vergleichbar und der Sicherheitsstufe
2 zuzuordnen.
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4.11.

4.12.

4.13.

Zelllinien der Risikogruppe 1, die die unter 4.10. beschriebenen mutierten
amphotropen oder xenotropen murinen y-retroviralen Vektoren abgeben, sind der
Risikogruppe 2 zuzuordnen. Gentechnische Arbeiten mit gentechnisch veranderten
Organismen, die die genannten Kriterien erflllen, sind miteinander vergleichbar und
der Sicherheitsstufe 2 zuzuordnen.

Ist bei den wie unter 4.5., 4.6. oder 4.7. erzeugten amphotropen und xenotropen
murinen y-retroviralen Vektoren die reverse Transkription durch Mutation der PBS
inhibiert, sind die mutierten Vektoren der Risikogruppe 1 zuzuordnen.
Gentechnische Arbeiten mit diesen Vektoren, einschlie3lich der Infektion weiterer
Zellen der Risikogruppe 1 sowie der Inokulation von Tieren, sind miteinander
vergleichbar und der Sicherheitsstufe 1 zuzuordnen.

Zelllinien der Risikogruppe 1, die die unter 4.12. beschriebenen mutierten
amphotropen oder xenotropen murinen y-retroviralen Vektoren abgeben, sind der
Risikogruppe 1 zuzuordnen. Gentechnische Arbeiten mit gentechnisch veranderten
Organismen, die die genannten Kriterien erflllen, sind miteinander vergleichbar und
der Sicherheitsstufe 1 zuzuordnen.

Erzeugung lentiviraler Vektoren:

4.14.

4.15.

4.16.

4.17.

4.18.

4.19.

Werden ein Transferplasmid und mindestens zwei Verpackungsplasmide der 2., 3.
oder neuerer Generation, welche auf einem Lentivirus basieren, in eine Zelllinie der
Risikogruppe 1 transfiziert, so sind die gentechnisch veranderten Organismen der
Risikogruppe 2 zuzuordnen. Das Gen des Hullproteins und das gag/pol-Gen
missen hierbei auf getrennten Verpackungsplasmiden vorliegen. Gentechnische
Arbeiten mit gentechnisch veranderten Organismen, die die genannten Kriterien
erfullen, sind miteinander vergleichbar und der Sicherheitsstufe 2 zuzuordnen.

Lentivirale Vektoren, die von den unter 4.14. beschriebenen Zelllinien abgegeben
werden, sind der Risikogruppe 2 zuzuordnen. Von einer Rekombination zwischen
den Plasmiden zu replikationskompetenten Lentiviren ist bei Verwendung von
Verpackungssystemen der 2., 3. oder neuerer Generation nicht auszugehen.
Gentechnische Arbeiten mit diesen Vektoren, einschliel3lich der Transduktion
weiterer Zellen der Risikogruppe 1 sowie der Inokulation von Tieren, sind
miteinander vergleichbar und der Sicherheitsstufe 2 zuzuordnen.

Ist bei den wie unter 4.14. erzeugten lentiviralen Vektoren die Integraseaktivitat durch
Mutation inaktiviert, sind die mutierten Vektoren aufgrund ihrer beschriebenen
Neigung zur unspezifischen Integration der Risikogruppe 2 zuzuordnen.
Gentechnische Arbeiten mit diesen Vektoren, einschliel3lich der Transduktion
weiterer Zellen der Risikogruppe 1 sowie der Inokulation von Tieren, sind
miteinander vergleichbar und der Sicherheitsstufe 2 zuzuordnen.

Zelllinien der Risikogruppe 1, die die unter 4.16. beschriebenen mutierten
lentiviralen Vektoren abgeben, sind der Risikogruppe 2 zuzuordnen. Gentechnische
Arbeiten mit gentechnisch veranderten Organismen, die die genannten Kriterien
erfullen, sind miteinander vergleichbar und der Sicherheitsstufe 2 zuzuordnen.

Ist bei den wie unter 4.14. erzeugten lentiviralen Vektoren die reverse Transkription
durch Mutation der PBS inhibiert, sind die mutierten Vektoren der Risikogruppe 1
zuzuordnen. Gentechnische Arbeiten mit diesen Vektoren, einschlie3lich der Infektion
weiterer Zellen der Risikogruppe 1 sowie der Inokulation von Tieren, sind
miteinander vergleichbar und der Sicherheitsstufe 1 zuzuordnen.

Zelllinien der Risikogruppe 1, die die unter 4.18. beschriebenen lentiviralen Vektoren
abgeben, sind der Risikogruppe 1 zuzuordnen. Gentechnische Arbeiten mit
gentechnisch veranderten Organismen, die die genannten Kriterien erflllen, sind
miteinander vergleichbar und der Sicherheitsstufe 1 zuzuordnen.
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Hinweis:

Aufgrund seiner héheren Sicherheit wird flr die Erzeugung HIV-abgeleiteter
lentiviraler Vektoren die Nutzung eines SIN-Transferplasmids empfohlen.

Retrovirale Vektoren mit modifizierten Hiillen:

4.20.

4.21.

4.22.

4.23.

4.24.

4.25.

Wird bei der unter 4.14., 4.16. oder 4.18. beschriebenen Erzeugung lentiviraler
Vektoren das lentivirale env-Gen gegen das Gen eines Hillproteins eines ecotropen
murinen y-Retrovirus ausgetauscht, so sind die gentechnisch veranderten
Organismen der Risikogruppe 1 zuzuordnen. Gentechnische Arbeiten mit
gentechnisch veranderten Organismen, die die genannten Kriterien erflllen, sind
miteinander vergleichbar und der Sicherheitsstufe 1 zuzuordnen.

Pseudotypisierte lentivirale Vektoren mit ausschliel3lich ecotropen Hullproteinen, die
von den unter 4.20. beschriebenen Zelllinien abgegeben werden, sind der
Risikogruppe 1 zuzuordnen. Gentechnische Arbeiten mit diesen Vektoren,
einschlie8lich der Transduktion bzw. Infektion weiterer Zellen der Risikogruppe 1
sowie der Inokulation von Tieren, sind miteinander vergleichbar und der
Sicherheitsstufe 1 zuzuordnen.

Wird bei der unter 4.5., 4.6., 4.10., 4.14. oder 4.16. beschriebenen Erzeugung
retroviraler Vektoren das retrovirale env-Gen gegen das ggf. modifizierte Gen eines
Hullproteins eines beliebigen Virus (ausgenommen unmodifizierte Proteine eines
ecotropen murine y-Retrovirus) ausgetauscht oder wird dieses Gen zusatzlich
exprimiert, so sind die gentechnisch veranderten Organismen der Risikogruppe 2
zuzuordnen. Gentechnische Arbeiten mit gentechnisch veranderten Organismen, die
die genannten Kriterien erfullen, sind miteinander vergleichbar und der
Sicherheitsstufe 2 zuzuordnen.

Pseudotypisierte retrovirale Vektoren mit ggf. modifizierten Hullproteinen fremder
Viren, die von den unter 4.22. beschriebenen Zelllinien abgegeben werden, sind der
Risikogruppe 2 zuzuordnen, sofern es sich bei den Hiullproteinen nicht
ausschlief3lich um nicht modifizierte Proteine ecotroper muriner y-Retroviren handelt.
Gentechnische Arbeiten mit diesen Vektoren, einschlielBlich der Transduktion
weiterer Zellen der Risikogruppe 1 sowie der Inokulation von Tieren, sind
miteinander vergleichbar und der Sicherheitsstufe 2 zuzuordnen.

Wird bei der unter 4.12. oder 4.18. beschriebenen Erzeugung retroviraler Vektoren
das retrovirale env-Gen gegen das ggf. modifizierte Gen eines Hdillproteins eines
beliebigen Virus ausgetauscht oder wird dieses Gen zusatzlich exprimiert, so sind die
gentechnisch veranderten Organismen weiterhin der Risikogruppe 1 zuzuordnen.
Gentechnische Arbeiten mit gentechnisch veranderten Organismen, die die
genannten Kriterien erfullen, sind miteinander vergleichbar und der
Sicherheitsstufe 1 zuzuordnen.

Pseudotypisierte retrovirale Vektoren mit ggf. modifizierten Hullproteinen fremder
Viren, die von den unter 4.24. beschriebenen Zelllinien abgegeben werden, sind der
Risikogruppe 1 zuzuordnen, sofern ihre reverse Transkription durch Mutation der
PBS inhibiert wurde. Gentechnische Arbeiten mit diesen Vektoren, einschliellich der
Infektion weiterer Zellen der Risikogruppe 1 sowie der Inokulation von Tieren, sind
miteinander vergleichbar und der Sicherheitsstufe 1 zuzuordnen.

Infektion von Zellen mit retroviralen Vektoren:

4.26.

Zellen der Risikogruppe 1, die mit den unter 4.4. oder 4.21. beschriebenen
ecotropen retroviralen Vektoren transduziert wurden, sind der Risikogruppe 1
zuzuordnen, sofern die transduzierten Zellen keine retroviralen Vektoren mit
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4.27.

4.28.

4.29.

erweitertem Wirtsbereich abgeben. Gentechnische Arbeiten mit gentechnisch
veranderten Organismen, die die genannten Kriterien erflllen, sind miteinander
vergleichbar und der Sicherheitsstufe 1 zuzuordnen.

Zellen der Risikogruppe 1, die mit den unter 4.9., 4.10., 4.12., 4.15., 4.16., 4.18.,
4.23. oder 4.25. beschriebenen retroviralen Vektoren transduziert bzw. infiziert
wurden, bei denen nicht von einer Kontamination mit replikationskompetenten
Retroviren auszugehen ist, sind der Risikogruppe 1 zuzuordnen, sofern die Zellen
den Replikationsdefekt nicht komplementieren und den Zellen keine infektidsen
retroviralen Vektoren mehr anhaften. Gentechnische Arbeiten mit gentechnisch
veranderten Organismen, die die genannten Kriterien erfullen, sind miteinander
vergleichbar und der Sicherheitsstufe 1 zuzuordnen.

Zellen der Risikogruppe 1, die mit den unter 4.9. beschriebenen amphotropen oder
xenotropen murinen y-retroviralen Vektoren transduziert wurden, sind der
Risikogruppe 2 zuzuordnen, wenn von einer Kontamination mit
replikationskompetenten Retroviren auszugehen ist oder wenn die Zellen den
Replikationsdefekt komplementieren. Gentechnische Arbeiten mit gentechnisch
veranderten Organismen, die die genannten Kriterien erfullen, sind miteinander
vergleichbar und der Sicherheitsstufe 2 zuzuordnen.

Primare Zellen der Risikogruppe 2, die mit den unter 4.4., 4.9., 4.10., 4.12., 4.15,,
4.16.,4.18., 4.21., 4.23. oder 4.25. beschriebenen retroviralen Vektoren transduziert
bzw. infiziert wurden, sind der Risikogruppe 2 zuzuordnen. Gentechnische Arbeiten
mit gentechnisch veranderten Organismen, die die genannten Kriterien erfillen, sind
miteinander vergleichbar und der Sicherheitsstufe 2 zuzuordnen.

Hinweise zu gentechnischen Arbeiten mit retroviralen Vektoren an Tieren:

1.

Werden transduzierte Keimbahnzellen oder retrovirale Vektoren, die Keimbahnzellen
transduzieren sollen, auf Tiere Ubertragen, sind diese Tiere und ihre Nachkommen als
GVO anzusehen.

Bei der Ubertragung von retroviralen Vektoren auf Tiere entstehen keine transgenen
Tiere, wenn ausschlie3lich somatische Zellen transduziert werden. Sofern die Tiere den
Replikationsdefekt der retroviralen Vektoren nicht komplementieren, sind sie zudem
nicht in der Lage, GVO abzugeben. Aufgrund der geringen Stabilitat retroviraler Vektoren
sind die mit ihnen infizierten Tiere nach einem Tag und der Desinfektion der
Injektionsstelle auch nicht mehr als Trager von GVO anzusehen. Nach Ablauf dieser
Frist und einem Kafigwechsel unterliegt die Haltung dieser Tiere dementsprechend nicht
mehr den Regelungen des GenTG.

Retrovirale Vektoren Ubertragen subgenomische retrovirale Nukleinsaureabschnitte und
einen heterologen Nukleinsaureabschnitt. Der heterologe Nukleinsaureabschnitt
komplementiert den Replikationsdefekt nicht. Sofern auch das Tier den
Replikationsdefekt nicht komplementiert, erfolgt eine abortive Infektion. Die virale
Nukleinsaure wird nicht mobilisiert und daher auch nicht auf weitere Zellen Ubertragen.
Es entstehen keine neuen retroviralen Partikel. Die Ubertragung der Nukleinsaure erfolgt
auf somatische Zellen des Tieres. Es kommt lediglich zur transienten Verweildauer des
Transgens im Tier. Es ist nicht davon auszugehen, dass eine Ubertragung und
Integration der Nukleinsaure in die Keimbahnzellen stattfindet.

Tiere, auf die die unter 4.26. oder 4.27. beschriebenen transduzierten Zellen Uibertragen
wurden, sind keine GVO, sofern es sich bei den Zellen um somatische Zellen handelt.
Sie sind zudem auch nicht in der Lage, GVO abzugeben. Wenn sichergestellt ist, dass
den Zellen keine infektiosen retroviralen Vektoren anhaften, sind die Tiere auch nicht als
Trager von GVO anzusehen. Dies gilt auch dann, wenn es sich bei den transduzierten
Zellen um artfremde Zellen handelt. Unter der genannten Voraussetzung unterliegt die
Haltung dieser Tiere dementsprechend nicht den Regelungen des GenTG.
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Die Zellen komplementieren den viralen Replikationsdefekt nicht. Die virale
Nukleinsaure wird nicht mobilisiert und daher auch nicht auf weitere Zellen Ubertragen.
Es entstehen keine neuen retroviralen Partikel.

4. Tiere, auf die die unter 4.28. und 4.29. beschriebenen Zellen Gbertragen wurden, sind
keine GVO, sofern es sich bei den Zellen um somatische Zellen handelt. Die Bewertung
erfolgt auf der Grundlage des Gefahrdungspotenzials der mithilfe der transduzierten
Zellen eingebrachten replikationskompetenten Viren. Zum einen kénnte es sich um
ecotrope, amphotrope oder xenotrope replikationskompetente murine y-Retroviren als
Kontamination bei der Herstellung entsprechender muriner y-retroviraler Vektoren (GVO
der Risikogruppe 1 oder 2) handeln, zum anderen um nicht-rekombinante,
replikationskompetente Viren, die schon vor der Transduktion die verwendeten primaren
Zellen infiziert hatten. Die SicherheitsmalRnahmen der Tierhaltungsraume richten sich
entsprechend nach dem Gefahrdungspotenzial der replikationskompetenten Viren (S1
oder S2).

5. Werden gezielt transduzierte Zellen oder Gewebe, die sie enthalten, aus Tieren
entnommen und in vitro kultiviert, sind diese Zellen und Gewebe als GVO anzusehen.

Hinweise zu gentechnischen Arbeiten mit retroviralen Vektoren, die

Nukleinsaureabschnitte mit onkogenem Potenzial ubertragen:

Werden Nukleinsdureabschnitte mit onkogenem Potenzial verwendet, so sind beim Umgang
die Vorsichtsmalinahmen flr den Personenschutz einzuhalten, die in der ,Stellungnahme der
ZKBS: Vorsichtsmalnahmen beim Umgang mit Nukleinsduren mit neoplastisch
transformierendem Potenzial“ (Az. 6790-10-01, aktualisierte Fassung vom Dezember 2016)
gefordert sind.

Werden bei gentechnischen Arbeiten zur Ubertragung von Nukleinsiureabschnitten mit
onkogenem Potenzial retrovirale Vektoren verwendet, welche durch Pseudotypisierung eine
erhohte Partikelstabilitat aufweisen, sind ggf. zusatzliche SicherheitsmalRnahmen fir den
Personenschutz zu treffen, die Uber die SicherheitsmaRnahmen hinausgehen, die in der
~otellungnahme der ZKBS: Bewertung von gentechnisch veranderten Organismen, in die
Nukleinsdureabschnitte mit neoplastisch transformierendem Potenzial eingefuhrt wurden® (Az.
6790-10-36, aktualisierte Fassung Dezember 2014) genannt werden. Kdnnen solche
pseudotypisierten retroviralen Vektoren aufgrund der Rezeptorspezifitdt des verwendeten
Hullproteins humane Epithelzellen der Nasen-, Mund- oder Rachenschleimhaut transduzieren,
wird zur Vermeidung einer Schmier- oder Trépfcheninfektion das Tragen eines Mund- und
Nasenschutzes empfohlen. Kénnen solche pseudotypisierten retroviralen Vektoren aufgrund
der Rezeptorspezifitdt des verwendeten Hullproteins hingegen humane Lungenepithelzellen
transduzieren, wird zur Vermeidung einer Infektion durch Aerosole das Tragen eines
Atemschutzes mit dem Ruckhaltevermdgen der Klasse P3 empfohlen. Hiervon ausgenommen
sind VSV-G-pseudotypisierte retrovirale Vektoren, da diese die apikale Seite von humanen
Lungenepithelzellen nur mit sehr geringer Effizienz transduzieren kénnen [46, 47]. Fir VSV-
G-pseudotypisierte retrovirale Vektoren wird aufgrund ihres breiten Zelltropismus das Tragen
eines Mund- und Nasenschutzes empfohlen.

Die Kriterien fur die Bewertung einer Nukleinsaure hinsichtlich inres onkogenen Potenzials
sind in der o. g. Stellungnahme mit dem Az. 6790-10-01 festgelegt.
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