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1 Adeno-assoziierte Viren

1.1 Taxonomie

Die Subfamilie der Parvovirinae innerhalb der Familie Parvoviridae ist in 11 Gattungen unterteilt'.
Die Adeno-assoziierten Viren (AAV) sind als Helfervirus-abhangige Viren der Gattung Dependo-
parvovirus zugeordnet [1, 2]. Bisher wurden tber hundert Isolate von AAV isoliert, die 13 Seroty-
pen zugeordnet werden [3, 4]. Diese gehodren entweder zu den Spezies Dependoparvovirus
mammalian1 (ehemals Adeno-associated dependoparvovirus B, Dependoparvovirus B) oder De-
pendoparvovirus primate1 (ehemals Adeno-associated dependoparvovirus A, Dependoparvovi-
rus A) [3, 5-10]:

- D. mammalian1: Serotyp AAVS (isoliert aus Affen),

- D. primate1: Serotypen AAV1 (isoliert sowohl aus Affen als auch aus dem Menschen),
AAV2, -3, -6 und -9 (isoliert aus dem Menschen) und AAV4 sowie AAV7, -8 und AAV10
bis -13 (isoliert aus Affen)

Weitere AAV-Isolate sind noch keiner AAV-Spezies zugeordnet (z. B. AAV rh.74, AAV po 1 und
AAVrh-10).

Die Viren sind trotz des jeweils engen Wirtsspektrums der einzelnen Serotypen ubiquitar bei Pri-
maten und dem Menschen verbreitet [2, 11]. Sie kdbnnen sowohl durch Kontaktinfektion als auch
Uber Aerosole Ubertragen werden [12—14]. Eine vertikale Transmission von der Mutter auf den
Fotus wird ebenfalls diskutiert [12]. AAV wurden erstmals 1965 als Kontamination bei der Her-
stellung von Adenoviren beschrieben [15-17]. Die Viruspartikel haben einen Durchmesser von
ca. 22 nm, sind nicht umhllt und in ein ikosaedrisches Nukleokapsid verpackt, das sehr stabil
gegen Umwelteinflisse ist [18].

1.2 Genomorganisation von AAV

Das lineare, einzelstrangige DNA-Genom besteht aus den zwei offenen Leserahmen rep und cap
(siehe Abb.1a). Die durch rep kodierten vier Nichtstrukturproteine Rep78, Rep68, Rep52 und
Rep40 sind wichtig flr die Replikation des Virus, die Expression der Strukturproteine und die
Integration des Virusgenoms in das Genom der Wirtszelle. Die drei Kapsid- bzw. Strukturproteine
VP1, VP2 und VP3 werden durch cap kodiert und bilden das ikosaedrische Nukleokapsid. Hyper-
variable Regionen der Kapsidproteine beeinflussen die Gewebespezifitat, die flr die verschiede-
nen AAV-Serotypen sehr unterschiedlich ist [3, 19].

Der kodierende Bereich des Genoms wird von je einem inverted terminal repeat (ITR) flankiert.
Die ITR enthalten die cis-aktiven Elemente fiir die Replikation des Virusgenoms und dessen In-
tegration ins Wirtsgenom sowie das Verpackungssignal. Fir eine produktive, lytische Infektion
bendtigen AAV Helferfunktionen, die von Helferviren (wie z. B. Vertretern der Gattung Masta-
denovirus oder der Familie Orthoherpesviridae) zur Verfigung gestellt werden.
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Abb. 1 Genomkarte AAV-abgeleiteter Vektoren. a. Genomkarte von AAV. Die offenen Leserahmen
fur die Nichtstrukturproteine (rep) und die Strukturproteine (cap) sowie die Polyadenylierungsregion (po-
lyA) und die inverted terminal repeats (ITR) sind gekennzeichnet. Die Exons und herausgespleifdten
Introns sind kenntlich gemacht. b. Genomkarte AAV-abgeleiteter Vektoren mit Expressionskassette.
Alle viralen kodierenden Nukleinsaureabschnitte sind deletiert und i. d. R. durch eine Expressionskas-
sette zur Expression eines Transgens ersetzt. Abbildung modifiziert nach [20].

1.3 Pathogenitit von AAV

Verschiedene AAV-Serotypen sind beim Menschen weit verbreitet. Dies spiegelt sich in einer
hohen Seropravalenz fir diese AAV-Serotypen bzw. davon abgeleitete Kapside wider [21]. Ab-
hangig vom Alter und der geografischen Region besitzen etwa 80 % der Menschen Antikdrper
gegen einige AAV-Serotypen [11]. Diese zeigen eine gewisse Kreuzreaktivitdt gegenliber ande-
ren AAV-Serotypen [22].

Insgesamt sind 70 % der Menschen seropositiv fur AAV1, -2 und -3 [11, 23-25]. Etwa 45 %
weisen Antikdrper gegen AAVS und -6 auf [11, 23]. Niedriger ist die Seropravalenz fur AAV8 und
-9 (~ 38 %, [11, 23-25]), AAV7 (10 %) und AAV4 (unter 2 %, [24, 26]). Fur die AAV-Serotypen
AAV10 bis -13 sind keine naturlichen Infektionen beim Menschen beschrieben, so dass ihre Se-
ropravalenz niedrig oder unbekannt ist. Die Wahrscheinlichkeit, dass diese AAV fir den Men-
schen pathogen sind, ist sehr gering. Auch in nicht-humanen Primaten kdnnen hohe Antikorper-
titer fir bestimmte AAV-Serotypen nachgewiesen werden [27, 28], ohne dass eine Pathogenitat
von AAV flr nicht-humane Primaten bekannt ist.

Publikationen aus dem Jahr 2023 diskutierten, dass AAV2 eventuell an der Entstehung akuter
Hepatitiden bei Kindern mit schwerem Verlauf beteiligt ist. Der Mobilisierung des latent vorliegen-
den AAV2-Genoms ging jedoch immer eine Infektion von Leberzellen mit einem oder mehreren
Helferviren (z. B. der Gattung Mastadenovirus) voraus. Dabei kam es zu einer pathologischen
Immunreaktion, bei der B- und T-Zellen in der Leber akkumulierten [29, 30]. Aul3erdem gibt es
Hinweise darauf, dass eine bestimmte Zusammensetzung des human leukocyte antigen (HLA-
Typ) der Klasse Il die Auspragung der Immunpathologie begunstigt, da in einer Studie bei 93 %
der Patienten mit der o. g. Hepatitis das Allel HLA-DRB1*04:01 nachgewiesen werden konnte,
das jedoch nur bei 16 % der Normalbevdlkerung vorliegt [31]. Es ist somit nicht zu erwarten, dass
AAV2 urséachlich fur die Entstehung der schweren akuten Hepatitiden ist, da zwar AAV2-Genome,
aber keine viralen Proteine in Leberbiopsien und im Blut betroffener Patienten nachgewiesen
werden konnten [30].
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AAYV sind in der Lage, eine Reihe von Gewebetypen zu infizieren. Dabei ergaben sich Hinweise,
dass AAV2 beim Menschen sowohl den Gebarmutterhals als auch den Uterus infizieren kann
[32]. In Biopsieproben des Gebarmutterhalses von Frauen mit zervikaler intraepithelialer Neopla-
sie konnten neben der genomischen DNA von AAV2 auch infektiose AAV-Partikel nachgewiesen
werden [33]. Diese lagen i. d. R. jedoch zusammen mit Partikeln des Humanen Papillomavirus
Typ 16 vor [33]. Auch in Plazentaproben aus Spontanaborten konnten sowohl die genomische
DNA von AAV2 als auch virale Proteine in verschiedenen Zellschichten nachgewiesen werden
[32]. Genomische DNA und infektidse AAV-Partikel konnten bei einem geringen Anteil der unter-
suchten Fruchtwasserproben schwangerer Frauen nachgewiesen werden (infektiose AAV-Parti-
kel nachgewiesen bei 30 % der AAV-Genom-positiven Fruchtwasserproben) [32]. Auch hier lagen
infektiose AAV-Partikel i. d. R. zusammen mit Helferviruspartikeln vor [32].

In einer anderen Studie wurde festgestellt, dass AAV2-DNA signifikant haufiger in extravilldsen
Trophoblasten von Praeklampsiepatientinnen nachgewiesen wurde (n = 22/40) als in extravillo-
sen Trophoblasten von Miuttern, deren Schwangerschaft unproblematisch verlaufen war (n =
5/27). Es wurde vermutet, dass die AAV2-Infektion die Invasion der Gebarmutterschleimhaut
durch die extravilldsen Trophoblasten behindert, so dass die Funktion der Plazenta beeintrachtigt
wird [34]. Seit diesen Veroéffentlichungen Ende der 90er bzw. in den 2000er Jahren gibt es keine
neuen Erkenntnisse dazu, dass eine AAV-Infektion Schwangerschaften negativ beeinflussen
kann.

1.3.1 Genotoxizitat von AAV

In der Regel liegt das Genom von AAV nach Infektion einer Wirtszelle in episomaler Form vor.
Jedoch kénnen AAV mit einer Frequenz von ca. 0,1 % der in der infizierten Zelle vorliegenden
AAV-Genome in das Wirtsgenom integrieren [13, 22, 35, 36]. Ublicherweise kommt es dabei zu
einer Rep78/68-vermittelten, ortsspezifischen Integration am AAVS1-Locus im humanen Chro-
mosom 19 [22, 35, 37]. Von einer auf der Integration des AAV-Genoms basierenden Onkogenese
ist beim Menschen nicht auszugehen, da die Integration nicht unspezifisch erfolgt. Vielmehr ist
fur verschiedene AAV beschrieben, dass die Integration des Genoms vor einer Onkogenese
schitzt, da sie die zelluldre Transformation durch andere Viren (z. B. Adenoviren) inhibiert [38,
39].

1.3.2 Einstufung von AAV nach TRBA 462 bzw. in anderen Landern

Bisher wurden die AAV-Serotypen AAV1 bis -3, AAV3b, AAV5, AAV6, AAVS, AAV9 und AAVrh10
in die Risikogruppe 1 eingestuft. AAV der Serotypen AAV4, AAV7 und AAV10 bis -13 sowie
AAV po 1 und AAV rh.74 wurden der Risikogruppe 2 zugeordnet. Dies wurde damit begriindet,
dass aufgrund der geringen Seropravalenz dieser Serotypen nicht hinreichend sicher war, dass
sie apathogen sind.

In der TRBA 462 ,Einstufung von Viren und TSE-Agenzien in Risikogruppen® sind die AAV-Sero-
typen 1 bis 5 in die Risikogruppe 2 eingestuft [40].

Die niederlandische Commissie Genetische Modificatie (COGEM) stuft die Serotypen AAV10 bis
-12 sowie AAVrh10 in die Risikogruppe 1 ein [41]. Dartber hinaus empfahl sie, generell alle AAV
der Spezies D. primate1 und D. mammalian1 der Risikogruppe 1 zuzuordnen [41]. Begriindet
wurde dies mit der ubiquitéaren Verbreitung, der Abhangigkeit von einem Helfervirus sowie dem
Fehlen jeglicher Hinweise auf eine Pathogenitat.
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Der belgische Service Biosécurité et Biotechnologie (SBB) ordnet AAV2 und AAV2-abgeleitete
virale Vektoren der Risikogruppe 1 zu [42].

Die US National Institutes of Health (NIH) haben alle AAV-Serotypen aufgrund ihrer Apathogeni-
tat der Risikogruppe 1 zugeordnet [43].

1.4 Empfehlung

Gemal § 5 Absatz 1 GenTSV i. V. m. den Kriterien in Anlage 1 GenTSV werden D. mammalian1
und D. primate 1 sowie die AAVrh-10, AAV po 1 und AAV rh74 als Spender- und Empfangerorga-
nismen fur gentechnische Arbeiten der Risikogruppe 1 zugeordnet.

1.5 Begrundung

Obwohl AAV ubiquitar verbreitet sind und haufig den Menschen infizieren, wurde bislang kein
kausaler Zusammenhang zwischen einer AAV-Infektion und einer hierdurch hervorgerufenen Pa-
thogenitat fur den Menschen oder nicht-humane Primaten nachgewiesen. Die Hinweise auf einen
mdgliche Pathologie von AAV2 in der Schwangerschaft haben sich in den letzten zwei Jahrzehn-
ten nicht weiter konkretisiert. Von einer eigenen Pathogenitat von AAV2 ist daher nach wie vor
nicht auszugehen. Zudem ist nicht davon auszugehen, dass die Integration von AAV-Genomen
eine Onkogenese beim Menschen hervorruft.

2 AAV-abgeleitete Vektorsysteme

Bei AAV-abgeleiteten Vektoren handelt es sich um infektidse, replikationsdefekte Partikel, bei
denen die viralen kodierenden Nukleinsaureabschnitte deletiert und i. d. R. durch eine Expressi-
onskassette zur Expression eines Transgens ersetzt wurden (siehe Abb. 1).

Der Anwendungsbereich fur rekombinante AAV-Vektoren ist dabei sehr vielfaltig. So werden
AAV-Vektoren u. a. als virale tracer eingesetzt, um die Konnektivitdt von Neuronen zu untersu-
chen [44], oder dienen der Analyse der Biodistribution [45]. Daruber hinaus werden AAV-Vektoren
inzwischen in zahlreichen klinischen Studien als Therapeutika fur verschiedenste Erkrankungen
geprift [3, 39, 46, 47]. Einige AAV-basierte Arzneimittel wurden in Europa bereits zugelassen
(Glybera®, Luxturna™, Hemgenix®, Roctavian®, Upstaza®, Durveqtix® [48]).

2.1 Herstellung rekombinanter AAV-Vektorpartikel

Zur Herstellung rekombinanter AAV-Vektorpartikel kdnnen verschiedene Systeme verwendet
werden. Das klassische System zur Herstellung rekombinanter AAV-Vektorpartikel besteht aus
zwei, meist von pBR322 abgeleiteten Plasmiden und einem Helfervirus [22]. Das Transferplasmid
tragt von AAV nur die ITR, die stromaufwarts und -abwarts des zu Ubertragenden Nukleinsaure-
abschnitts liegen. Auf dem Helferplasmid liegen von AAV nur die Leserahmen rep und cap vor.
Homologe AAV-Nukleotidsequenzen liegen in Transfer- und Helferplasmiden nicht vor, so dass
keine homologe Rekombination zu erwarten ist.
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Zur Produktion von AAV-Vektorpartikeln werden Wirtszellen mit den Transfer- und Helferplasmi-
den ko-transfiziert und, je nach Herstellungssystem, ggf. mit einem Helfervirus infiziert, das die
zur Vermehrung von AAV essenziellen viralen Helferfunktionen bereitstellt. Alternativ werden die
viralen Helferfunktionen unabhangig vom Helfervirus auf einem weiteren Plasmid bereitgestellt,
sodass eine Infektion mit einem replikationskompetenten Helfervirus nicht mehr notwendig ist
[22]. Dadurch ist ausgeschlossen, dass die auf diese Weise hergestellten rekombinanten AAV-
Vektorpartikel ggf. mit replikationskompetenten Helferviren kontaminiert sind. Von dem friher
haufig als Helfervirus genutzten Mastadenovirus caesari (Humanes Adenovirus Typ 5) sind die
Proteine E1a, E1b, E2a, E4 und VA fir die Produktion von AAV-Vektorpartikeln notwendig. Durch
die Verwendung einer 293-abgeleiteten Zelllinie 293 die die adenoviralen E1-Proteine zur Verfl-
gung stellt, sind auf den Helferplasmiden, abgesehen von den rep- und cap-Nukleotidsequenzen,
nur die Gene fur die adenoviralen Proteine E2a, E4 und VA erforderlich [49] (s. Abb. 2).
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Abb. 2 Herstellung replikationsdefekter AAV-Vektorpartikel. a. Eine eukaryotische Zelle wird mit ei-
nem von pBR322-abgeleiteten Transferplasmid und drei Helferplasmiden transfiziert. Das Transferplas-
mid enthalt dabei das Transgen, flankiert von den AAV-ITR. Eines der Helferplasmide tragt die Genab-
schnitte der AAV-Proteine und die anderen beiden die notwendigen Gene eines Helfervirus (z. B. E1-,
E2A-, E4- und Va-Gene von Adenovirus (AdV)), welche die fur die AAV-Partikelbildung bendtigten Gen-
funktionen zur Verfiigung stellen. Es werden replikationsdefekte, infektiose AAV-Partikel von den Zellen
abgegeben. b. Im Genom der Helferzelllinie (hdufig 293T) liegt das 5'-Ende des AdV-Genoms mit der
E1-Region integriert vor und exprimiert die E1-Genprodukte. Die Leserahmen der AAV-Proteine und die
E2A-, E4- und Va-Gene von AdV werden durch Ko-Transfektion der Helferplasmide bereitgestellt.
rep/cap und die adenoviralen Helfergene kénnen auch auf einem kombinierten Helferplasmid zur Verfi-
gung gestellt werden.

AAV-Vektor
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Die Vektorpartikel sind replikationsdefekt. AulRer den AAV-ITR liegen keine genetischen Ele-
mente von AAV oder den Helferviren auf dem Transfervektor vor.

Haufig werden auch AAV-Vektorpartikel hergestellt, die die ITR eines AAV-Serotyps enthalten,
aber das Kapsid eines anderen Serotyps, eines anderen Virus der Gattung Dependoparvovirus
oder ein chimares Kapsid mit Anteilen von Kapsiden unterschiedlicher AAV-Serotype (pseudoty-
pisierte AAV-Partikel). Auf diese Weise kann der Zelltropismus der AAV-Vektorpartikel beeinflusst
werden [50]. Neben dem oben geschildertem Verfahren kbnnen AAV-Vektorpartikel auch mit Ver-
fahren hergestellt werden, fur die virale Funktionen von Herpes- oder Baculoviren genutzt werden
[51, 52].

2.2 Biodistribution, Stabilitat und Ausscheidung (shedding) von Viruspartikeln

Die meisten der bekannten AAV-Serotypen wurden bezlglich ihres Tropismus hinlanglich unter-
sucht. Fur einige der AAV-Serotypen lassen sich, auch wenn in den Studien voneinander abwei-
chende Parameter (Dosis, Promotor, Transgen, Spezies) verwendet wurden, generelle Aussagen
treffen [46, 53]. So ist u. a. fir AAV2 und -9 bekannt, dass beide eine Reihe unterschiedlichster
Gewebetypen infizieren kdnnen, wie z. B. Leber, Muskulatur, Lunge, Niere und Gehirn [53]. AAV1
und -7 infizieren hingegen effizient Skelettmuskelzellen [53]. Bestimmte AAV-Serotypen (z. B.
AAV2) sind in der Lage, sowohl die Blut-Hirn- als auch die Plazenta-Schranke zu Uberwinden [32,
54]. Der Tropismus von AAV hangt u. a. davon ab, an welchen zellularen Rezeptor der jeweilige
Serotyp bindet [55]. Wahrend AAV2 Heparansulfat-Proteoglykan als primaren Rezeptor bevor-
zugt, bindet AAV1 u. a. an a2-3-verknlpfte Sialinsauren. AAV9 hingegen bevorzugt die terminal
N-linked galactose [55].

Wie lange und wie viele infektiose AAV-Partikel in bestimmten Geweben verbleiben, hangt von
mehreren Faktoren ab, wie z. B. der Spezies, der verwendeten Dosis, der Art und dem Durchblu-
tungsgrad des Gewebes und dem Status des Immunsystems. Eine pauschalisierende Aussage
|&sst sich hierzu nicht treffen, insbesondere bei Verwendung pseudotypisierter AAV-Partikel [56].
Durch die Pseudotypisierung kann sich der Zelltropismus und damit auch die Verweildauer der
Partikel und ihr shedding verandern. Untersuchungen an Mausen deuten zudem darauf hin, dass
unter gleichen Bedingungen (intravenose Applikation von 4-x 10" viralen Genomen/kg Korper-
gewicht) unterschiedliche AAV-Serotypen unterschiedlich schnell aus dem vaskularen System
eliminiert werden [57]. Wahrend fur AAV2 bereits nach 24 Stunden keine infektidsen Partikel im
Blut der Mause mehr nachweisbar waren, blieben AAV8 und -9 bis zu drei Tage stabil und infek-
tids [57]. Ein genereller Rickschluss darauf, ob und wie lange residuale infektiose AAV-Partikel
im Blut und in den Geweben verbleiben, kann hieraus nicht gezogen werden.

Das shedding infektioser viraler Partikel wird, wie der Verbleib der AAV-Partikel in Gewebetypen,
durch viele verschiedene Faktoren beeinflusst. Auch wenn in klinischen Studien der Nachweis
(infektidser) viraler Partikel i. d. R. nur indirekt durch gPCR zur Detektion von Genomen rekom-
binanter AAV-Vektoren erfolgt, legen die Daten der Studien nahe, dass stabile AAV-Partikel vor-
liegen kénnen. Dies ist anzunehmen, da AAV-Genome uber einen langeren Zeitraum nachge-
wiesen werden, obwohl AAV-DNA auferhalb von Zellen Ublicherweise schnell abgebaut wird. So
wurden, unabhangig von der Administrationsroute, Genome rekombinanter AAV-Vektoren Uber
mehrere Wochen im Serum von Patienten nachgewiesen [58]. Abhangig vom Weg der Verabrei-
chung und vom AAV-Serotyp kam es nach intravendser Verabreichung in Kaninchen zu einer

7
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Verbreitung des AAV-Vektors in die Gonaden, was zu einem mehrere Wochen anhaltenden shed-
ding Uber die Samenflissigkeit fihrte [59—63]. Die Dauer des sheddings variierte dabei abhangig
vom AAV-Serotyp [61]. Aus Studien an Mausen, denen 8,4-x 108 AAV2/-8-Genome intra-zerebral
injiziert worden war, ist bekannt, dass die Genome der viralen Vektoren in Fakalien, Urin und
Speichel bis zu flinf Tage lang detektiert werden konnten. Dabei waren jedoch zu keinem Zeit-
punkt infektidse Partikel nachweisbar [64]. Im Gegensatz dazu wurde, nach intravendser Appli-
kation von 2 x 10'? viralen Genomen/kg Kérpergewicht von AAV2/-8 in M&use, ein bis zu 14 Wo-
chen anhaltendes shedding von AAV-Vektorgenomen beobachtet [62].

Zusammenfassend lasst sich keine allgemeine Aussage treffen, ab welchem Zeitpunkt behan-
delte Versuchstiere keine infektidsen AAV-Partikel mehr abgeben und somit nicht mehr als Trager
von GVO anzusehen sind. Daher sind bei Tierversuchen fir die Entsorgung von Einstreu und
Tierkadavern bzw. den Umgang mit Gewebe von Versuchstieren, die mit AAV-Vektorpartikel in-
okuliert wurden, die unter 3. in Abschnitt 2.6 genannten Hinweise zu beachten.

2.3 Rekombination von AAV-Vektoren

Prinzipiell ist es moglich, dass AAV-Vektoren mit Wildtyp-AAV rekombinieren. Rekombinante rep-
likationsdefekte AAV-Vektoren enthalten jedoch lediglich die flankierenden ITR mit einer dazwi-
schenliegenden Expressionskassette fur ein Transgen, so dass sich die homologen Bereiche
zwischen wtAAV und AAV-Vektor auf die ITR beschranken. Ein Austausch der ITR durch homo-
loge Rekombination fuhrt nicht zur Aufhebung des Replikationsdefektes der AAV-Vektoren und
erhoht demnach nicht ihr Gefahrdungspotenzial.

2.4 Genotoxizitdat von AAV-Vektoren

In der Regel liegt das Genom von AAV-Vektoren nach Infektion einer Wirtszelle in episomaler
Form vor. Eine Integration in den AAVS1-Locus im humanen Genom ist nicht zu erwarten, da im
AAV-Vektorgenom die genetische Information fir Rep78/68 fehlt (s. auch Abschnitt 1.3.1). Je-
doch kénnen AAV-Vektoren mit einer Frequenz von ca. 0,1 % der in der infizierten Zelle vorlie-
genden AAV-Genome unspezifisch in das Wirtsgenom integrieren [13, 22, 35, 36]. Dies kann
sowohl zufallig als auch in sog. hot spots im Mitochondriengenom erfolgen [31]. Zwar wurde in
einer Studie an neonatalen Mausen eine héhere Integrationsrate von bis zu 10 % beobachtet, die
auch mit einer Onkogenese verbunden sein konnte [37]. Im Gegensatz dazu ist aus einer Vielzahl
klinischer Studien bekannt, dass Integrationsereignisse beim Menschen aullerst selten sind. Bis-
lang wurde im Zusammenhang mit klinischen Studien oder der Anwendung von Gentherapeutika
lediglich ein einziges Integrationsereignis beschrieben, das jedoch nicht zu einer Onkogenese
fuhrte [65]. Somit wurde bislang kein Fall einer Tumorbildung nach Applikation mit rekombinanten
AAV-Vektorpartikeln beschrieben [21]. Von einer durch die Integration der AAV-Vektoren verur-
sachten Onkogenese ist beim Menschen demnach nicht auszugehen.
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2.5

2.6

Bewertung gentechnischer Arbeiten mit AAV-Vektoren und Kriterien fur die Einstu-
fung

Rekombinante AAV-Vektorpartikel, die auRer den ITR keine Nukleinsdureabschnitte von
AAV und zusatzlich nur Nukleinsaureabschnitte ohne Gefahrdungspotenzial enthalten, wer-
den in die Risikogruppe 1 eingestuft, auch wenn sie pseudotypisiert sind. Gentechnische
Arbeiten mit gentechnisch veranderten Organismen, die die genannten Kriterien erflllen,
sind der Sicherheitsstufe 1 zuzuordnen.

Zellen oder Zelllinien der Risikogruppe 1, die mit den unter Punkt 1 genannten, rekombi-
nanten AAV-Vektorpartikeln transduziert worden sind, werden in die Risikogruppe 1 einge-
stuft. Gentechnische Arbeiten mit gentechnisch veranderten Organismen, die die genannten
Kriterien erfiillen, sind der Sicherheitsstufe 1 zuzuordnen.

Rekombinante AAV-Vektorpartikel, die auRer den ITR keine Nukleinsdureabschnitte von
AAV, jedoch zusatzlich Nukleinsdureabschnitte mit neoplastisch transformierendem Poten-
zial enthalten, werden in die Risikogruppe 2 eingestuft. Gentechnische Arbeiten mit gen-
technisch veranderten Organismen, die die genannten Kriterien erfiillen, sind der Sicher-
heitsstufe 2 zuzuordnen.

Bei gentechnischen Arbeiten mit solchen AAV-Partikeln sind zusatzliche Sicherheitsmalnah-
men zu beachten (s. Stellungnahme der ZKBS: VorsichtsmaRnahmen beim Umgang mit
Nukleinsauren mit neoplastisch transformierendem Potenzial (Az. 6790-10-01, aktualisiert
Dezember 2016), Empfehlung der ZKBS zu adenoviralen und AAV-abgeleiteten replikations-
defekten Partikeln, die einen Nukleinsaureabschnitt mit neoplastisch transformierendem Po-
tenzial Ubertragen (Az. 6790-10-83, aktualisiert April 2020)).

Zellen oder Zelllinien der Risikogruppe 1, die mit den unter Punkt 3 genannten, rekombi-
nanten AAV-Vektorpartikeln transduziert worden sind, werden in die Risikogruppe 1 einge-
stuft, wenn die Transduktion abgeschlossen ist. Gentechnische Arbeiten mit gentechnisch
veranderten Organismen, die die genannten Kriterien erfillen, sind der Sicherheitsstufe 1
zuzuordnen.

Sollen mithilfe von AAV-Vektoren Gene fiir Prionproteine oder Toxine Ubertragen werden, ist
eine Einzelfallbewertung durch die ZKBS erforderlich.

Hinweise zu gentechnischen Arbeiten mit AAV-Vektoren

Sind AAV-Vektorpartikel bedingt durch das System, das zu ihrer Herstellung verwendet
wurde, mit Helferviren kontaminiert, geht das Gefahrdungspotenzial der Helferviren voll-
standig in die Risikobewertung ein.

AAV sind sehr unempfindlich gegeniber alkoholischen Desinfektionsmitteln. Bei gentech-
nischen Arbeiten mit AAV oder AAV-Vektoren sind daher die Empfehlungen zur Hande- und
Flachendesinfektion bei gentechnischen Arbeiten mit Parvoviren zu beachten, die in der Stel-
lungnahme der ZKBS zu Hande- und FlachendesinfektionsmalRnahmen bei gentechnischen
Arbeiten mit Viren bis Sicherheitsstufe 4 (Az. 6790-10-49, aktualisiert November 2023, Ab-
schnitt 2.2.1) getroffen werden.

Tierversuche mit AAV-Vektorpartikeln:
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3.1.

3.2.

3.3.

Versuchstiere, deren somatische Zellen mithilfe rekombinanter, replikationsdefekter AAV-
Vektorpartikel transduziert wurden, sind keine GVO. Die Tiere sind jedoch grundsatzlich als
Trager von GVO anzusehen, solange die Vektorpartikel vorliegen. Auch transduzierte so-
matische Zellen im Tier sind keine GVO, da tierische Zellen im Organismus keine Mikroor-
ganismen nach § 3 Nr. 1 Gentechnikgesetz sind, solange sie nicht in Zellkultur vermehrt
werden. Der Zeitraum, in dem infektiése Vektorpartikel im Tier verbleiben, hangt von mehre-
ren Faktoren ab (z. B. Dosis, Applikationsroute). Zudem kdnnen die Tiere die verabreichten
Vektorpartikel ggf. wieder abgeben. In diesem Fall sind auch Einstreu und ggf. mit den Aus-
scheidungen in Kontakt gekommene Oberflachen als GVO-kontaminiert anzusehen.

Wird mithilfe von Daten, gewonnen wie z. B. in [64], oder geeigneter Literatur fir den Einzel-
fall oder vergleichbare experimentelle Ansatze belegt, dass das behandelte Tier nach einer
bestimmten Zeit keine AAV-Vektorpartikel mehr abgibt, kann die fir den Vollzug des Gen-
technikrechts zustandige Landesbehdrde orientiert an diesen Daten entsprechende Fristen
festlegen, nach deren Ablauf nicht mehr von einer Abgabe von GVO auszugehen ist.

Gewebe und Zellen von Versuchstieren, die mit AAV-Vektorpartikeln der Risikogruppe 1
oder 2 inokuliert worden sind, kdnnen Vektorpartikel der Risikogruppe 1 oder 2 enthalten,
auch Uber den Nachweis hinaus, dass die Versuchstiere keine Partikel mehr abgeben. Fir
den Umgang mit enthommenem Gewebe oder Zellen sind MaRnahmen der Sicherheits-
stufe 1 bzw. 2 erforderlich. Kann mithilfe von Daten, gewonnen wie z. B. in [64], oder geeig-
neter Literatur fur den Einzelfall oder vergleichbare Systeme belegt werden, dass in dem
betroffenen Gewebe keine Viruspartikel vorliegen, kann die zustandige Landesbehdrde Fris-
ten festlegen, nach denen nicht von der Kontamination mit AAV-Vektorpartikeln auszugehen
ist und ggf. die gentechnischen Arbeiten herabgestuft bzw. auf spezifische Sicherheitsmal}-
nahmen fir den Umgang mit AAV-Vektorpartikeln verzichtet werden kann.

Kadaver von Versuchstieren, die mit AAV-Vektorpartikeln der Risikogruppe 1 inokuliert
worden sind, kénnen gemal § 24 Abs. 1 Nr. 3 GenTSV der Versuchstierentsorgung zuge-
fuhrt werden, ohne sie vorher zu autoklavieren. Es ist davon auszugehen, dass der Schutz
der Rechtsgiter nach § 1 Nr. 1 Gentechnikgesetz auch in diesem Fall gewahrleistet ist, da
die Tiere keinen aktiven Stoffwechsel betreiben und verbliebene Partikel ohne Gefahrdungs-
potenzial sind.

Im Allgemeinen ist davon auszugehen, dass sieben Tage nach der Inokulation von Versuchs-
tieren mit AAV-Vektorpartikeln eine deutliche Abreicherung der Partikel erreicht ist. Auch Ka-
daver von Versuchstieren, die mit AAV-Vektorpartikeln der Risikogruppe 2 inokuliert wor-
den sind, kbnnen daher ab diesem Zeitpunkt gemaR § 2 Abs. 2 Satz 2 GenTSV der Ver-
suchstierentsorgung zugefuhrt werden, ohne sie vorher zu autoklavieren. Arbeiten mit den
Kadavern dieser Tiere weisen kein Gefahrdungspotenzial auf, das Uber das der Sicherheits-
stufe 1 hinausgeht, so dass auch dann der Schutz der Rechtsglter nach § 1 Nr. 1 Gentech-
nikgesetz gewahrleistet ist

Es ist dabei sicher zu stellen, dass die in diesem Hinweis genannten Kadaver nicht in die
Nahrungs- und Futtermittelkette gelangen.
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