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Allgemeine Stellungnahme der ZKBS  

zu häufig durchgeführten gentechnischen Arbeiten  

mit den zugrundeliegenden Kriterien der Vergleichbarkeit: 

 

Gentransfer mit Mastadenoviren aus Primaten 

 

1.  Beschreibung des adenoviralen Systems 

1.1  Allgemeine Einführung 

Humane Adenoviren kommen weit verbreitet vor. In der Regel haben Kinder nach dem ersten 

Lebensjahr bereits Antikörper gegen mindestens einen Adenovirus-Typ, nach dem 15. 

Lebensjahr weisen die meisten Personen gegen mehrere unterschiedliche Adenovirus-Typen 

Antikörper auf. Adenovirus Typ 5 (Ad5) und andere Typen (z. B. 1, 2 oder 6) können in 

lymphoidem Gewebe über längere Zeit persistieren. Das Vorkommen solcher Infektionen ist 

die Ursache für den bei den meisten Personen vorhandenen, sehr hohen Antikörpertiter gegen 

diese Typen. Adenoviren (AdV) verursachen beim Menschen häufig Infektionen des 

Respirationstrakts, können aber auch seltenere Krankheitsbilder wie Keratokonjunktivitis, 

Meningitis oder Pneumonie hervorrufen [1, 2]. 

Humane Zellen sind normalerweise permissiv für AdV, ihre Infektion verläuft produktiv. 

Nagerzellen sind entweder nicht permissiv oder für manche humane AdV semipermissiv [1–

5]. Für neugeborene Nagetiere können bestimmte AdV neoplastisch transformierendes 

Potenzial haben. Diese Eigenschaft wurde früher neben serologischen Kriterien zur 

Klassifizierung genutzt [1, 2]. Seit einiger Zeit wird für die Zuordnung zum Genus 

Mastadenovirus und auch für die Zuordnung zu einer Spezies mehr und mehr auf Daten zur 

Phylogenie und zur Genomorganisation zurückgegriffen. Eine eindeutige Klassifizierung ist 

jedoch laut der Human Adenovirus Working Group (HAdV Working Group) schwierig [6]. Das 

International Committee on Taxonomy of Viruses (ICTV) empfiehlt zur Unterscheidung zweier 

AdV-Spezies eine phylogenetische Distanz von > 5 – 15 % als Voraussetzung. Dazu kommen 

weitere Kriterien wie der GC-Gehalt, das neoplastisch transformierende Potenzial in 

Nagetieren, der Wirtstropismus, die Kreuz-Neutralisierung, die Fähigkeit zu rekombinieren, die 

Anzahl der Gene für die virus associated (VA) RNA und die Hämagglutination. Entsprechend 

dieser Kriterien werden die humanen Adenoviren (HAdV) in sieben Spezies (Human 

mastadenovirus A bis G) eingeteilt, denen jeweils mehrere Typen angehören. Viele der aus 

nicht-humanen Primaten isolierten AdV (Simian mastadenovirus, SAdV) werden ebenfalls den 

HAdV zugeordnet, z. B. AdV aus Schimpansen, Gorillas und Bonobos [7]. Zudem führt das 

ICTV neun Spezies, in denen ausschließlich aus nicht-humanen Primaten isolierte AdV zu 

finden sind (Simian mastadenovirus A bis I) [8]. Eine klare Abgrenzung der aus dem Menschen 

und aus nicht-humanen Primaten isolierten Spezies ist jedoch nicht immer zielführend, da es 

auch zu Rekombinanten zwischen humanen und simianen AdV kommen kann [9]. In der 
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vorliegenden Stellungnahme wird demnach der Gentransfer mit Mastadenoviren aus Primaten 

(HAdV uns SAdV) beschrieben, die im folgenden Text zur Vereinfachung unter AdV 

zusammengefasst werden.  

Das Genom von AdV aus Primaten besteht aus einer doppelsträngigen linearen DNA mit einer 

Länge von 32 – 36 kb (Abb. 1a.). An den Enden der DNA liegen inverse terminale Repetitionen 

(ITR) mit den Polymerase-Bindestellen für den Start der DNA-Replikation, gefolgt vom DNA-

Verpackungssignal . Die „frühen“ Ereignisse des produktiven Infektionszyklus beginnen mit 

der Transkription des E1a-Gens, dessen Genprodukt die Expression der anderen frühen 

viralen Gene E1b, E2, E3 und E4 transaktiviert und eine Expressionskaskade der frühen Gene 

einleitet. Der frühen Transkription folgt die DNA-Replikation, mit der die „späte“ Phase des 

produktiven Infektionszyklus einsetzt. In der „späten“ Phase werden die „späten“ Gene 

exprimiert, die hauptsächlich für Strukturproteine des ikosaedrischen Kapsids kodieren, und 

Partikel entstehen. Der produktive Zyklus führt zur Lyse der infizierten Wirtszelle [1, 2].  

Die E1a-Proteine interagieren mit einer Vielzahl von zellulären Proteinen und haben während 

der Adenovirus-Infektion verschiedene Funktionen. Sie aktivieren die Transkription der frühen 

Gene E1b, E2 und E3, führen zur neoplastischen Transformation in Nagerzellen und können 

ruhende Zellen der G0- oder G1-Phase dazu stimulieren, in die S-Phase überzugehen. Die 

durch E1b kodierten Gene hemmen die p53-abhängige Induktion der Apoptose [1, 2]. Die E2-

Region kodiert drei Proteine, die für die Replikation der viralen DNA benötigt werden, das 

präterminale Protein pTP, die DNA Polymerase (Ad Pol) und ein ssDNA-bindendes Protein 

(DBP) [2]. Die durch die E3-Region kodierten Genprodukte sind für die Replikation in vitro nicht 

essenziell, sind jedoch an der Modulation der Infektionsabwehr durch den Wirt beteiligt. E3 

kodiert für mehrere Proteine, die u. a. den Transport des Haupthistokompatibilitätskomplexes 

an die Plasmamembran blockieren oder die Lyse Adenovirus-infizierter Zellen durch den 

Tumornekrosefaktor TNF inhibieren [1, 2]. Die E4-Region kodiert für mehrere gespleißte 

mRNA, wobei die exprimierten Proteine nach den ORF der E4-Region (z. B. E4orf1 oder 

E4orf2) benannt werden. Sie haben ebenfalls verschiedene Funktionen wie die Stimulierung 

der Proteinsynthese durch die Aktivierung der Proteinkinase mTOR, den Schutz der 

Genomenden durch Inhibierung der zelleigenen Reparaturmechanismen für 

Doppelstrangbrüche oder eine Stimulierung der Transkription der E2-ORFs [2]. 
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Abb. 1  Genomkarte von Adenoviren und davon abgeleiteter Vektoren 

a. Genomkarte von Adenoviren. Die frühen Transkriptionseinheiten E1a, E1b, E2a, E2b, E3, E4 
und die Region der späten Gene sind in Transkriptionsrichtung dargestellt, die inversen 

terminalen Repetitionen (ITR) und das Verpackungssignal  sind gekennzeichnet. 
b. Genomkarte Adenovirus-abgeleiteter Vektoren mit Fremdgen der ersten Generation. Die E1-

Region ist deletiert und ersetzt durch ein Fremdgen (Transgen). Die E3-Region kann 

zusätzlich deletiert sein. 

c. Genomkarte Adenovirus-abgeleiteter gutless-Vektoren mit Fremdgen. Alle viralen 

kodierenden Nukleinsäureabschnitte sind deletiert (gutless-Vektoren) und durch ein 

Fremdgen sowie durch funktionslose auffüllende Nukleinsäureabschnitte (stuffer) ersetzt. 

Abbildung modifiziert nach [10].  

 

1.2. Gentransfer mit Hilfe von AdV-Vektoren 

Bei AdV-abgeleiteten Vektoren handelt es sich um infektiöse, replikationsdefekte Partikel mit 

DNA-Anteilen von AdV, die Fremd-DNA übertragen können. 

Die vielseitige Verwendung von AdV-Vektoren gründet sich auf deren günstige Eigenschaften. 

Sie weisen sowohl in vitro als auch in vivo eine hohe Transduktionseffizienz auf, infizieren eine 

Vielzahl verschiedener Zelltypen, einschließlich sich nicht-teilender Zellen, und können 

hochtitrig angezüchtet werden. AdV-Vektorpartikel werden sowohl in vitro zur Übertragung 

heterologer Gene als auch in vivo als Vakzine oder im Rahmen einer somatischen Gentherapie 

genutzt [11–15]. Das Adenoviruskapsid kann bis zu 105 % der Länge des Wildtyp-Genoms 

verpacken; das bedeutet bei Ad5 mit einer Genomlänge von ca. 36 kb eine Aufnahmekapazität 

von ungefähr 1,8 – 2,0 kb fremder DNA [16]. Bei der Verwendung von Deletionsmutanten 

können entsprechend größere DNA-Fragmente in das AdV-Genom eingeführt werden. Für 

den Gentransfer werden oft AdV-Vektoren verwendet, deren E1-Region deletiert ist. Zusätzlich 

ist bei manchen dieser Vektoren zur Erhöhung der Aufnahmekapazität die E3-Region deletiert 

(„adenovirale Vektoren der ersten Generation“, siehe Abbildung 1b). Die Deletion des E1-

Bereichs führt zu replikationsdefekten adenoviralen Vektoren. Das von adenoviralen 
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Vektorpartikeln auf nicht-komplementierende Zielzellen übertragene defekte virale Genom 

verweilt normalerweise episomal, wodurch das übertragene Gen (Fremdgen) lediglich 

transient exprimiert wird. Es erfolgt keine Produktion neuer viraler Partikel. 

 

1.3 Herstellung von AdV-Vektorpartikeln 

Rekombinante adenovirale Vektorpartikel können mit verschiedenen Verfahren hergestellt 

werden. Der zu übertragende Nukleinsäureabschnitt kann durch direkte Ligation in das AdV-

Genom inseriert werden. In der Regel jedoch liegt homologe Rekombination zwischen dem zu 

übertragenden Nukleinsäureabschnitt und dem viralen Genom zugrunde.  

Homologe Rekombination in einer Helferzelllinie 

Sehr häufig wird die homologe Rekombination in einer humanen Zelllinie herbeigeführt, die für 

die adenovirale Replikation permissiv ist. Hierbei wird ein AdV-Genom zusammen mit einem 

Rekombinationsplasmid auf humane Zellen übertragen, welches das Fremdgen flankiert von 

AdV-Nukleinsäureabschnitten enthält. Dabei kann ein vollständiges, ein E1-deletiertes oder 

ein AdV-Genom übertragen werden, welches neben der E1-Deletion noch weitere Deletionen 

früher Gene aufweist. Die virale DNA repliziert durch eine ggf. separat bereitgestellte E1-

Region und es kommt über die DNA-Sequenzhomologien zur Rekombination zwischen dem 

Rekombinationsplasmid und dem viralen Genom. Damit wird das Fremdgen an diejenige 

Stelle im viralen Genom integriert, welche durch die DNA-Sequenzen vorgegeben ist, die das 

Fremdgen flankieren. Das rekombinante virale Genom wird von den späten viralen Proteinen 

verpackt und als AdV-Vektorpartikel mit Fremdgen von der Zelllinie abgegeben (Abb. 2).  

Das Fremdgen wird zumeist anstelle der E1-Region eingefügt, wodurch die AdV-Vektorpartikel 

replikationsdefekt sind. Für die virale DNA-Replikation werden jedoch die E1-Genprodukte 

benötigt, die in trans zur Verfügung gestellt werden müssen. Dazu werden permissive 

Zelllinien verwendet, in die zuvor das E1-Gen genomisch eingeführt wurde und die daraufhin 

das E1-Gen konstitutiv exprimieren [17–19]. Diese Helferzelllinien ermöglichen nicht nur die 

Herstellung E1-deletierter adenoviraler Vektorpartikel, sie werden auch für die Vermehrung 

dieser Partikel benötigt. 
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Abb. 2 Herstellung eines replikationsdefekten adenoviralen Vektorpartikels mit Fremdgen in 

einer Helferzelllinie 

Die Herstellung adenoviraler Vektorpartikel (d) erfolgt in mehreren Teilschritten: 

a. Das Fremdgen (Transgen), das in das AdV-Genom (Ad-Genom) des viralen Vektors (b) 

integriert werden soll, wird zunächst in ein pBR-abgeleitetes Rekombinationsplasmid (a) 

eingeführt. Dort wird es flankiert von Nukleinsäureabschnitten (Ad), die zu den nicht-

kodierenden 5‘- und 3‘-Bereichen der AdV-E1-Region homolog sind.  

b. Im AdV-Genom sind die kodierenden Nukleinsäureabschnitte der frühen Gene E1a und E1b 

deletiert (ΔE1). Benachbarte nicht-kodierende 5‘- und 3‘-Bereiche sind noch vorhanden. Das 

defekte AdV-Genom kann entweder in einem Vektorpartikel oder integriert in einem Plasmid 

vorliegen. 

c. Das Rekombinationsplasmid mit dem Transgen (a) wird gemeinsam mit dem defekten AdV-

Genom (b) in eine Helferzelllinie eingeführt. Die Helferzelllinie enthält integriert das 5‘-Ende des 

AdV-Genoms mit der E1-Region und exprimiert die E1-Genprodukte, wodurch der 

Replikationsdefekt des ko-transfizierten AdV-Genoms komplementiert wird. Im Verlauf der 

viralen DNA-Replikation kommt es über die DNA-Sequenzhomologien der nicht-kodierenden 

Regionen von E1 zur Rekombination zwischen dem Rekombinationsplasmid und dem defekten 

AdV-Genom. Es entsteht ein replikationsdefektes AdV-Genom, bei dem anstelle der deletierten 

E1-Region jetzt das Transgen vorliegt. 

d. Die im AdV-Genom noch vorhandenen späten Gene werden exprimiert. Ihre Genprodukte 

verpacken die AdV-Genome mit und ohne Fremdgen zu replikationsdefekten infektiösen 

Partikeln, die von der Helferzelllinie abgegeben werden.  

a   b   

c d 
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Homologe Rekombination in Escherichia coli  

Bei dieser Methode wird zur Übertragung des Fremdgens auf das AdV-Genom das effiziente 

Rekombinationssystem des E. coli K12-Derivats BJ5183 (recBC sbcBC) [20] genutzt. Zwei 

unterschiedliche DNA-Konstrukte, die miteinander rekombinieren sollen, werden gemeinsam 

auf E. coli BJ5183 übertragen. Eines dieser DNA-Konstrukte trägt das Genom eines AdV, auf 

welches das Fremdgen übertragen werden soll. Das Genom liegt entweder vollständig, mit 

einer Deletion der E1-Region oder mit Deletionen der E1- und E3-Regionen vor. Das andere 

DNA-Konstrukt enthält das Fremdgen. Es wird flankiert von AdV-Nukleinsäureabschnitten, die 

aus dem Genom-Bereich stammen, auf den das Fremdgen übertragen werden soll. Das 

Fremdgen wird zumeist anstelle der E1-Region eingefügt, wodurch die AdV-Vektorpartikel 

replikationsdefekt sind. Durch homologe Rekombination in E. coli BJ5183 entsteht ein Plasmid 

mit einem AdV-Genom, in welchem das Fremdgen inseriert vorliegt [21, 22].  

Die AdV-Genome werden aus den in E. coli BJ5183 erzeugten rekombinanten Plasmiden 

ausgeschnitten und in eine Helferzelllinie transfiziert, welche die für die virale Replikation 

notwendigen E1-Proteine zur Verfügung stellt. Es werden replikationsdefekte AdV-

Vektorpartikel mit Fremdgen erzeugt und abgegeben. 

 

gutless-Vektoren 

Der Replikationsdefekt adenoviraler Vektoren der ersten Generation wurde durch die Deletion 

der E1a- und E1b-Gene erreicht. Zur Erhöhung der Aufnahmekapazität wurde bei manchen 

dieser Vektoren zusätzlich noch das E3-Gen deletiert. Sie enthalten jedoch noch die anderen 

frühen und die späten viralen Gene, die in geringen Mengen nach der Infektion exprimiert 

werden können [23, 24]. Bei den adenoviralen Vektoren der zweiten Generation, die zusätzlich 

Deletionen der E2- und E4-Region aufweisen, liegen noch die späten Gene vor. Bei einer 

klinischen Anwendung induzieren die viralen Genprodukte eine Immunantwort gegen die 

transduzierte Zelle, was eine Entzündung und eine verkürzte Expressionsdauer des 

Fremdgens zur Folge hat. Auch die beobachtete geringfügige Replikation der Vektor-DNA in 

den Zielzellen ist auf eine schwache Expression viraler Gene zurückzuführen [25–27]. 

Bei den sogenannten gutless- oder high capacity-Vektoren wurden sämtliche virale 

Leserahmen deletiert, sodass die Immunantwort gegen den Vektor vermindert und die 

Aufnahmekapazität für fremde DNA erhöht ist [28–32]. Bei diesen Vektoren sind lediglich noch 

virale Nu-kleinsäureabschnitte vorhanden, die in cis wirken und für die DNA-Replikation sowie 

die Verpackung der viralen DNA essenziell sind: Die ITRs mit den Polymerase-

Bindungsstellen für den Start der DNA-Replikation und das DNA-Verpackungssignal . 

Zwischen den beiden ITRs ist der ursprüngliche Bereich der adenoviralen Gene ausgetauscht 

gegen nicht-kodierende auffüllende DNA (stuffer). Bei den daraus hergestellten 

Vektorpartikeln wird das Fremdgen teilweise anstelle der stuffer-DNA eingefügt (siehe 

Abbildung 1c und Abbildung 3b).  

Die gutless- oder high capacity-Vektoren sind bei ihrer Herstellung auf ein Helfervirus 

angewiesen, welches die für die virale Replikation und Verpackung notwendigen Proteine 

bereitstellt. Ein solches Helfervirus liegt dann erwartungsgemäß als Kontamination des 

erzeugten Vektorpartikels vor und kann effizient abgetrennt werden. 

Eine Methode zur Herstellung von gutless-Vektoren ist das vom Bakteriophagen P1 

abgeleitete Cre/loxP-Helfer-abhängige System. Dieses hat den Vorteil, dass ein 

replikationsdefektes Helfervirus verwendet werden kann, welches sehr effizient abgetrennt 

werden kann. Zudem trägt der Replikationsdefekt zur Sicherheit des Systems bei [30, 31].  
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Abb. 3 Erzeugung von gutless-Vektorpartikeln mit Fremdgen mit Hilfe des Cre-Rekombinase-

Systems 

a. Das Verpackungssignal eines AdV-Helfervirus-Genoms (Ad-Genom) wird von zwei loxP-

Nukleinsäureabschnitten flankiert, die von der Cre-Rekombinase erkannt werden. Die E1-

Region und ggf. auch die E3-Region sind deletiert, alle anderen adenoviralen Gene sind noch 

vorhanden.  

b. Das zu übertragende Fremdgen (Transgen) wurde in die gutless-Vektor-DNA eingeführt und 

liegt dort neben nicht-kodierenden auffüllenden Nukleinsäureabschnitten (stuffer), den ITRs des 

AdV sowie dem Verpackungssignal  vor.  

c. Das AdV-Helfer-Genom (a) und die gutless-Vektor-DNA (b) werden gemeinsam in die 

Helferzelllinie 293-Cre eingeführt. Im Genom der Helferzelllinie liegen die Gene der Cre-

Rekombinase (Cre) und eines AdV-E1 (E1) integriert vor und werden konstitutiv exprimiert. 

AdV-E1 komplementiert das im Helfervirus-Genom deletierte E1. Damit werden die 

verbliebenen adenoviralen Gene des Helfervirus-Genoms exprimiert. Sowohl das Helfervirus-

Genom als auch die gutless-Vektor-DNA replizieren. Die Cre-Rekombinase schneidet das 

Verpackungssignal  des Helfervirus-Genoms aus, wodurch Helfervirus-Genome nicht mehr 

verpackbar sind, hingegen gutless-Moleküle mit Verpackungssignal  zu Viruspartikeln 

verpackt werden.  

d. Die viralen gutless-Vektorpartikel mit Fremdgen werden von der Helferzelllinie abgegeben.  

Die Abbildung wurde modifiziert nach [30]. 
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Das Cre/loxP-Helfer-abhängige System verwendet drei Komponenten: ein AdV-Helfervirus, 

eine gutless-Vektor-DNA und eine Helferzelllinie. Bei dem AdV-Helfervirus handelt es sich um 

ein E1-deletiertes AdV, bei dessen Genom das Verpackungssignal  von loxP-

Nukleinsäureabschnitten flankiert wird. Meist liegt zwischen den loxP-

Nukleinsäureabschnitten neben dem Verpackungssignal  noch ein Markergen inseriert vor. 

Die loxP-Nukleinsäureabschnitte sind Erkennungssequenzen für die Cre-Rekombinase, ein 

Enzym des Bakteriophagen P1. Nach Infektion einer Helferzelllinie (293-Cre), auf die das cre-

Gen übertragen wurde und welche die Cre-Rekombinase exprimiert, werden das 

Verpackungssignal  der Helfervirus-DNA sowie das Markergen ausgeschnitten. Liegen in 

dieser Helferzelllinie darüber hinaus noch die Genprodukte des dem Helfervirus fehlenden E1-

Gens vor, werden sämtliche auf dem Helfervirus-Genom noch vorhandenen viralen Gene 

transkribiert und das Helfervirus-Genom repliziert. Wird in diese Helferzelllinie zusätzlich noch 

eine gutless-Vektor-DNA übertragen, die neben dem Fremdgen und den auffüllenden nicht-

kodierenden stuffer-Sequenzen (siehe Abbildung 1 und 3) die ITRs und das 

Verpackungssignal  eines AdV enthält, wird auch die gutless-Vektor-DNA durch die vom 

Helfervirus bereitgestellten viralen Proteine repliziert. Da die gutless-Vektor-DNA noch über 

das Verpackungssignal  verfügt, wird nur diese DNA von den vom Helfervirus bereitgestellten 

viralen Kapsidproteinen zum Viruspartikel eingepackt. Die Helfervirus-DNA hingegen kann 

nicht mehr verpackt werden, da ihr Verpackungssignal  von der Cre-Rekombinase 

ausgeschnitten worden ist (siehe Abbildung 3). Durch CsCl-Gradienten-Zentrifugation besteht 

darüber hinaus die Möglichkeit, noch vorhandene kontaminierende Partikel des Helfervirus 

weitestgehend abzutrennen, da sie bei einer höheren Dichte sedimentieren als die gutless-

Vektorpartikel. 

 

Sicherheit der Helferzelllinien 

Den replikationsdefekten adenoviralen Vektorpartikeln und den replikationsdefekten 

Helferviren fehlt die E1-Region. Sowohl zu ihrer Erzeugung als auch zu ihrer Vermehrung 

werden permissive Zellen benötigt, die die Gene der E1-Region zur Verfügung stellen. Eine 

häufig verwendete Helferzelllinie ist die humane Zelllinie 293, die durch Transfektion humaner 

em-bryonaler Nierenzellen mit fragmentierter Ad5-DNA entstanden ist [17]. Im Genom dieser 

Zelllinie liegt integriert eine Kopie des linken Ad5-Endes vor, in der neben der ITR das 

Verpackungssignal , das späte pIX-Gen sowie die E1a- und E1b-Gene enthalten sind, 

welche konstitutiv exprimiert werden [17, 18]. Eine weitere Helferzelllinie mit vergleichbarem 

E1-Integrationsmuster ist 911 [19].  

Die in diesen Helferzelllinien integriert vorliegenden Ad5-Nukleinsäureabschnitte überlappen 

mit Nukleinsäureabschnitten in Ad5-abgeleiteten, aber auch anderen AdV-Vektoren (siehe 

Abbildung 4) oder im Helfervirus. Dadurch besteht die Möglichkeit einer homologen 

Rekombination in der Helferzelle, wodurch das E1-Gen in die DNA des Vektors oder des 

Helfervirus zurückübertragen wird, sodass der Vektor bzw. das Helfervirus 

replikationskompetent werden. Solche homologen Rekombinationen wurden für 293-Zellen 

bereits gezeigt [33–35]. Das Vorliegen replikationskompetenter AdV-Partikel in den 

Vektorpräparaten stellt sowohl für die Anwendung am Menschen als auch für die Arbeiten im 

Labor ein Sicherheitsrisiko dar. Die in diesen Helferzellen erzeugten AdV-Vektorpartikel ohne 

oder mit Fremdgen sind auf das Vorliegen replikationskompetenter AdV-Partikel zu 

überprüfen. Bei Verwendung von Zelllinien wie der Linie PER.C6 kann es nicht zur Entstehung 

von replikationskompetenten Adenoviruspartikeln kommen. Diese Zellen enthalten die E1-

Region unter der Kontrolle eines heterologen Promotors und eines heterologen 

Polyadenylierungssignals (siehe Abb. 4). Sie werden zusammen mit AdV-Vektoren verwendet, 
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denen die Nukleinsäureabschnitte für E1a und E1b fehlen, sodass keine Homologie zwischen 

der Helferzelllinie und dem AdV-Vektor besteht [36, 37]. 

  

Abb. 4 AdV-DNA in Helferzelllinien und im Vektor mit Fremdgen 

Helferzelllinien wie 293 enthalten zumeist 5‘-Bereiche des Ad5-Genoms: ITR sowie die Gene 

E1a, E1b und pIX. Die nicht-kodierenden 5‘- und 3‘-Bereiche sind gekennzeichnet. Die 

Adenovirus-Vektor-DNA enthält das Fremdgen (Transgen) mit einem eigenen Promotor (P) 

anstelle der kodierenden Region von E1a und E1b, jedoch flankiert von E1-

Nukleinsäureabschnitten, die homolog zur viralen DNA der Helferzelllinie sind (schraffiert 

gekennzeichnete Bereiche), so dass Rekombination möglich ist. 

Die neuen Helferzelllinien wie z. B. PER.C6 stellen die kodierenden Bereiche der E1a- und E1b-

Gene unter heterologe Expressionskontrolle, z. B. durch den Promotor des humanen 

Phosphoglycerat Kinase-(PGK)-Gens und das Polyadenylierungssignal des Gens für das 

Oberflächenprotein des humanen Hepatitis-B-Virus (HBV), in trans zur Verfügung. 

Die Abbildung wurde modifiziert nach [36]. 

 

1.4 Gentransfer durch AdV-Vektoren in Gentransfer-Komplexen 

AdV-Vektorpartikel werden wegen ihrer endosomolytischen Aktivität auch als Bestandteil von 

Gentransfer-Komplexen eingesetzt, ohne dass sie selbst das zu übertragende Gen inseriert 

enthalten [38]. Solche Aggregate enthalten neben AdV-Partikeln ein Expressionsplasmid mit 

der zu übertragenden Nukleinsäure, ein Polykation wie Polylysin sowie Transferrin zur 

Bindung an die Zelle. Häufig kommen hierbei AdV-Mutanten zur Anwendung, die im E4-Gen 

deletiert sind. Diese E4-defekten AdV-Mutanten werden auf Zellen, die die E4-Region 

konstitutiv exprimieren, komplementiert und vermehrt. 

neue 

Helferzelle

Vektor

herkömmliche

Helferzelle

Vektor

Transgen pIXITR P

E1a E1b HBVPGK

Transgen pIXITR P

ITR E1a E1b pIX
5‘ 3‘
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2.  Zusammenfassung relevanter Kriterien für die Sicherheitseinstufung gentechnischer 

Arbeiten mit AdV-Vektoren 

 

Bei der Sicherheitsbewertung gentechnischer Arbeiten mit subgenomischen und 

replikationsdefekten Nukleinsäureabschnitten von AdV in E. coli K12 und seinen Derivaten 

wird – sofern keine weiteren Nukleinsäureabschnitte mit Gefährdungspotenzial eingeführt 

werden – nach dem Stand von Wissenschaft und Technik kein Risiko für die menschliche 

Gesundheit und die Umwelt angenommen. Wird hingegen das vollständige oder ein 

replikationskompetentes (z. B. nur E3-deletiertes) Genom eines AdV amplifiziert, auch wenn 

es durch Nukleinsäureabschnitte des Plasmids unterbrochen wird, ist das 

Gefährdungspotenzial des AdV vollständig in die Risikobewertung einzubeziehen.  

Werden die amplifizierten rekombinanten Plasmide in eukaryotische Zellen transfiziert, ist 

entscheidend für die Sicherheitsbewertung, ob AdV-Vektorpartikel entstehen können. Dabei 

wird ein geringes Gefährdungspotenzial für den Menschen angenommen, sofern keine 

heterologen Nukleinsäureabschnitte im AdV-Genom inseriert vorliegen, die das 

Gefährdungspotenzial des AdV erhöhen. Von einem geringen Risiko wird beim Umgang mit 

AdV-Vektorpartikeln ausgegangen, da sie menschliche Zellen effizient infizieren, und da nicht 

ausgeschlossen werden kann, dass das virale Genom – als seltenes Ereignis – in das 

Wirtsgenom integriert. Die Möglichkeit einer solchen Integration ist insbesondere deshalb in 

Betracht zu ziehen, weil die Adenovirus-Vektor-DNA aufgrund der noch vorhandenen viralen 

Gene in der Lage sein kann, geringfügig zu replizieren. Bei gutless-Vektoren ist aufgrund der 

fehlenden adenoviralen Gene keine Integration zu erwarten. 

Bei Verwendung von Helferzelllinien, bei denen das Entstehen replikationskompetenter 

Adenoviruspartikel durch Rekombination nicht ausgeschlossen ist, ist von einer Kontamination 

mit solchen Viren auszugehen. 

Bei den neu entwickelten Helferzelllinien, in denen die Helfergene der E1-Region auf die 

kodierenden Nukleinsäureabschnitte reduziert sind und bei denen nicht von homologer 

Rekombination mit dem replikationsdefekten AdV-Genom auszugehen ist, wäre lediglich eine 

illegitime Rekombination denkbar. Diese ist aber als äußerst seltenes Ereignis bei der 

Risikobewertung nicht zu berücksichtigen. 

Nach Infektion von Zellkulturen oder Tieren ist allein die Replikationskompetenz der AdV-

Vektorpartikel zu bewerten: 

-  Nach Infektion mit replikationskompetenten AdV-Vektorpartikeln inkl. Fremdgen bzw. 
nach entsprechender Transfektion entstehen neue replikationskompetente 
rekombinante AdV-Vektorpartikel, die für die Bewertung der gentechnischen Arbeit 
sicherheitsrelevant sind.  

-  Nach abortiver Infektion mit nicht replikationskompetenten AdV-Vektorpartikeln inkl. 
Fremdgen bzw. nach entsprechender Transfektion entstehen keine neuen AdV-
Vektorpartikel, sofern die infizierten Zellen oder das infizierte Tier den Replikationsdefekt 
von AdV nicht aufheben. Die virale Nukleinsäure wird nicht mobilisiert und auf weitere 
Zellen übertragen. Beim Umgang mit diesen Zellen oder Tieren ist zu beachten, dass 
die verabreichten Vektorpartikel ggf. wieder abgegeben werden können, weil der Eintritt 
in eine Zelle ausgeblieben ist (siehe Punkt 4.3.).  

 

3. Kriterien der Vergleichbarkeit gentechnischer Arbeiten mit AdV-Vektorpartikeln 

Im Folgenden werden allgemeine Kriterien der Vergleichbarkeit bei gentechnischen Arbeiten 
mit adenoviralen Vektorpartikeln zusammengefasst. Gentechnische Arbeiten mit gentechnisch 
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veränderten Organismen (GVO), die die genannten Kriterien erfüllen, sind miteinander 
vergleichbar und der Sicherheitsstufe zuzuordnen, die der Risikogruppe des GVO entspricht. 

Sollen mithilfe adenoviraler Vektoren Gene von Prionen oder Toxine übertragen werden, ist 
eine Einzelfallbewertung durch die ZKBS erforderlich. 

Sollen Nukleinsäureabschnitte mit neoplastisch transformierendem Potenzial übertragen 
werden, sind die hierzu unter Punkt 4.6. aufgeführten allgemeinen Stellungnahmen zu 
beachten. 

Die folgenden Begriffsdefinitionen werden verwendet: 

 Fremdgen: prokaryotischer, eukaryotischer oder viraler Nukleinsäureabschnitt, der die 
Funktion der Proteine der adenoviralen E1-Region nicht funktional ersetzen kann und 
nicht für ein Prion oder Toxin kodiert. 

 Rekombinationsplasmid: pBR-abgeleitetes Plasmid mit einem Fremdgen, welches 
von adenoviralen Nukleinsäureabschnitten flankiert wird, die bspw. zu den nicht-
kodierenden 5‘- und 3‘-Bereichen der AdV-E1-Region homolog sind (siehe S.4 und 
S.6). 

 

Übertragung von Plasmiden mit subgenomischen adenoviralen 
Nukleinsäureabschnitten auf E. coli K12-Derivate 

3.1.  E. coli K12-Derivate einschließlich eines oder mehrerer Plasmide mit subgenomischen 
Nukleinsäureabschnitten eines AdV sowie eines Fremdgens sind GVO der 
Risikogruppe 1, sofern es sich beim verwendeten Vektor-Empfänger-System um eine 
biologische Sicherheitsmaßnahme handelt und die adenoviralen DNA nicht zur Bildung 
replikationskompetenter Viruspartikel in permissiven eukaryotischen Zellen führen kann. 

3.2. E. coli K12-Derivate einschließlich eines Plasmids mit der genomischen DNA eines AdV 
und ggf. eines weiteren Plasmids mit einem Fremdgen sind GVO der Risikogruppe 2.  

3.3. E. coli K12-Derivate einschließlich eines Rekombinationsplasmids sind GVO der 
Risikogruppe 1.  

 

Erzeugung von adenoviralen Vektorpartikeln 

3.4. Eukaryotische Zellen der Risikogruppe 1, auf die mittels Transfektion oder Infektion 
subgenomische Nukleinsäureabschnitte eines AdV und ein Fremdgen übertragen 
wurden, sind GVO der Risikogruppe 1, sofern die adenovirale E1-Region weder in der 
viralen DNA noch in anderer Weise in der Zelle vorliegt. Es werden keine 
replikationsdefekten adenoviralen Vektorpartikel oder replikationskompetenten 
Viruspartikel gebildet und abgegeben. 

3.5. Eukaryotische Zellen der Risikogruppe 1, auf die mittels Transfektion oder Infektion die 
genomische DNA eines AdV übertragen wurden, sind GVO der Risikogruppe 2. Es 
werden replikationskompetente Viruspartikel der Risikogruppe 2 gebildet und 
abgegeben. 

3.6. Eukaryotische Zellen der Risikogruppe 1, die ausschließlich mit einem 
Rekombinationsplasmid transfiziert wurden, sind GVO der Risikogruppe 1. 

3.7. Eukaryotische Zellen der Risikogruppe 1, auf die mittels Transfektion oder Infektion 
kodierende subgenomische oder genomische Nukleinsäureabschnitte eines AdV und 
ein Fremdgen sowie ggf. ein Rekombinationsplasmid übertragen wurden, sind GVO der 
Risikogruppe 2, sofern in den Zellen die Proteine der adenoviralen E1-Region 
exprimiert werden. Es werden replikationsdefekte adenovirale Vektorpartikel der 
Risikogruppe 2 und ggf. replikationskompetente Viruspartikel der Risikogruppe 2 
gebildet und abgegeben. 
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3.8. Eukaryotische Zellen der Risikogruppe 1, die mit einem replikationskompetenten 
Helfervirus infiziert wurden und auf die zusätzlich nicht-kodierende subgenomische 
Nukleinsäureabschnitte eines AdV sowie ein Fremdgen mittels Transfektion oder 
Infektion übertragen wurden, sind GVO der Risikogruppe 2. Es werden 
replikationskompetente Viruspartikel der Risikogruppe 2 und replikationsdefekte 
adenovirale gutless-Vektorpartikel ggf. mit Fremdgen der Risikogruppe 1 gebildet und 
abgegeben. Sofern die replikationskompetenten Viruspartikel nicht durch z. B. 
Dichtegradientenzentrifugation von den replikationsdefekten adenoviralen 
Vektorpartikeln abgetrennt werden, ist das Gemisch der Partikel der Risikogruppe 2 
zuzuordnen.  

3.9. Eukaryotische Zellen der Risikogruppe 1, die mit einem replikationsdefekten Helfervirus 
infiziert wurden und auf die zusätzlich nicht-kodierende subgenomische 
Nukleinsäureabschnitte eines AdV sowie ein Fremdgen, welches keine Nukleinsäure mit 
neoplastisch transformierendem Potenzial ist, mittels Transfektion oder Infektion 
übertragen wurden, sind GVO der Risikogruppe 1, sofern nicht von einer 
Wiederherstellung der Replikationskompetenz des Helfervirus durch Rekombination 
auszugehen ist und die Verpackung der replikationsdefekten Helferviren aufgrund der 
Exzision des Verpackungssignals verhindert wurde. Werden in den Zellen die Proteine 
der adenoviralen E1-Region exprimiert, kommt es zur Bildung und Abgabe 
replikationsdefekter adenoviraler gutless-Vektorpartikel der Risikogruppe 1. 

3.10. Eukaryotische Zellen der Risikogruppe 1, die mit einem replikationsdefekten Helfervirus 
infiziert und auf die zusätzlich nicht-kodierende subgenomische Nukleinsäureabschnitte 
eines AdV und ein Nukleinsäureabschnitt mit neoplastisch transformierendem Potenzial 
mittels Transfektion oder Infektion übertragen wurden, sind GVO der Risikogruppe 2. 
Werden in den Zellen die Proteine der adenoviralen E1-Region exprimiert, kommt es zur 
Bildung und Abgabe replikationsdefekter adenoviraler gutless-Vektorpartikel mit 
Fremdgen (mit neoplastisch transformierendem Potenzial) der Risikogruppe 2. Beim 
Umgang mit diesen GVO sind zusätzliche Sicherheitsmaßnahmen zu ergreifen (siehe 
4.6). 

 

Transduktion von eukaryotischen Zellen mit adenoviralen Vektorpartikeln 

3.11. Eukaryotische Zellen der Risikogruppe 1, auf die DNA mithilfe replikationsdefekter 
adenoviraler gutless-Vektorpartikel der Risikogruppe 1 oder 2 übertragen wurde, bei 
denen nicht von einer Kontamination mit Partikeln eines Helfervirus der Risikogruppe 
2 auszugehen ist, sind GVO der Risikogruppe 1, sofern die Zellen nicht mit einem 
Helfervirus infiziert sind. Es werden keine replikationsdefekten adenoviralen 
Vektorpartikel oder replikationskompetenten Viruspartikel gebildet und abgegeben. 

3.12. Eukaryotische Zellen der Risikogruppe 1, auf die DNA mithilfe replikationsdefekter 
adenoviraler Vektorpartikel der Risikogruppe 2 übertragen wurde, bei denen nicht von 
einer Kontamination mit replikationskompetenten Viruspartikeln der Risikogruppe 2 
auszugehen ist, sind nach Abschluss der Transduktion GVO der Risikogruppe 1, sofern 
im Genom der Zellen die adenovirale E1-Region nicht vorliegt. Es werden keine 
replikationsdefekten adenoviralen Vektorpartikel oder replikationskompetenten 
Viruspartikel gebildet und abgegeben. 

3.13. Eukaryotische Zellen der Risikogruppe 1, auf die DNA mithilfe replikationsdefekter 
adenoviraler Vektorpartikel der Risikogruppe 2 übertragen wurde, bei denen eine 
Kontamination mit replikationskompetenten Viruspartikeln der Risikogruppe 2 nicht 
auszuschließen ist, sind auch nach Abschluss der Transduktion GVO der Risikogruppe 
2. Ggf. werden replikationskompetente Viruspartikel der Risikogruppe 2 gebildet und 
abgegeben. 

 

 



 

  13 

B
V

L
_
F

O
_

0
5

_
4
1

0
0

_
4

0
2

_
V

1
.6

 

 

4. Hinweise: 

4.1. Werden AdV-suszeptible Zellen mit replikationsdefekten adenoviralen Vektorpartikeln 
transduziert, bei denen aufgrund des Produktionssystems eine Wiederherstellung der 
Replikationskompetenz durch Rekombination mit dem Genom eines Helfervirus oder der 
im zellulären Genom enthaltenen adenoviralen E1-Region nicht auszuschließen ist, ist die 
Abwesenheit replikationskompetenter Viruspartikel vor der Herabstufung der Arbeiten in 
die Sicherheitsstufe 1 zu belegen. 

4.2. Sollen mithilfe adenoviraler Vektoren Gene von Prionen oder Toxinen übertragen werden, 
ist eine Einzelfallbewertung durch die ZKBS erforderlich. 

4.3. Versuchstiere, deren somatische Zellen mithilfe replikationsdefekter adenoviraler 
Vektorpartikel transduziert wurden, sind keine GVO. Die Tiere sind jedoch grundsätzlich 
als Träger von GVO anzusehen. Der Zeitraum, in dem infektiöse Vektorpartikel im Tier 
verbleiben, hängt dabei stark von der verabreichten Dosis und der Inokulationsroute ab. 
Zudem können die Tiere die verabreichten Vektorpartikel ggf. wieder abgeben. Kann 
jedoch mithilfe von Daten oder geeigneter Literatur für vergleichbare Systeme belegt 
werden, dass nach einer bestimmten Zeit keine adenoviralen Vektorpartikel mehr vom 
behandelten Tier abgegeben werden, ist es sicherheitstechnisch unbedenklich, wenn die 
Landesbehörden nach Einzelfallprüfung eigenverantwortlich entsprechende Fristen 
festlegen, nach deren Ablauf die Tiere nicht mehr als Träger von GVO behandelt werden.  

4.4. Bei Versuchstieren, die mit replikationsdefekten adenoviralen Vektorpartikeln inokuliert 
wurden und für die die unter 4.3. genannten Daten nicht vorgebracht wurden, ist davon 
auszugehen, dass sieben Tage nach der Inokulation eine deutliche Abreicherung der 
adenoviralen Partikel erreicht ist, sodass Arbeiten mit den Kadavern dieser Tiere ein über 
die Sicherheitsstufe 1 hinausgehendes Gefährdungspotenzial nicht aufweisen. Der 
Schutz der Rechtsgüter nach § 1 Nr. 1 Gentechnikgesetz ist auch dann gewährleistet, 
wenn die Tierkadaver ohne vorheriges Autoklavieren der in der Versuchstierhaltung 
üblichen Entsorgung zugeführt werden. Sofern nicht bereits § 24 Abs. 1 Nr. 3 GenTSV 
anwendbar ist, kann die jeweils zuständige Genehmigungs- und Überwachungsbehörde 
gemäß § 2 Abs. 2 GenTSV entscheiden, dass diese Tierkadaver ohne ein Autoklavieren 
der in der Versuchstierhaltung üblichen Entsorgung zugeführt werden, wenn gewährleistet 
ist, dass die Tierkadaver nicht in die Nahrungs- und Futtermittelkette gelangen. 

4.5. Tiere, auf die die unter 3.11. und 3.12. beschriebenen transduzierten Zellen übertragen 
wurden, sind keine GVO und auch nicht in der Lage, GVO abzugeben. 

4.6. Sollen mithilfe adenoviraler Vektorpartikel Nukleinsäureabschnitte mit neoplastisch 
transformierendem Potenzial übertragen werden, wird in dem Zusammenhang auf die 
folgenden allgemeinen Stellungnahmen der ZKBS hingewiesen: 

 Stellungnahme der ZKBS: Vorsichtsmaßnahmen beim Umgang mit Nukleinsäuren mit 
neoplastisch transformierendem Potenzial (Az. 6790-10-01, aktualisiert Dezember 
2016) 

 Empfehlung der ZKBS zu adenoviralen und AAV-abgeleiteten replikationsdefekten 
Partikeln, die einen Nukleinsäureabschnitt mit neoplastisch transformierendem 
Potenzial übertragen (Az. 6790-10-83, aktualisiert April 2020) 
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