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1 Begriffsbestimmungen

— Expressionskassette: Prokaryotischer, eukaryotischer oder viraler Nukleinsaureab-
schnitt, der einen Promotor, das Transgen und ein Stopp-/Polyadenylierungssignal ent-
halt. Die Expressionskassette kann die Funktion der adenoviralen E1-Region nicht erset-
zen.

— Rekombinationsplasmid: pBR-abgeleitetes Plasmid mit einer Expressionskassette, wel-
che von adenoviralen Nukleinsdureabschnitten flankiert wird, die i. d. R. zu den nicht-ko-
dierenden 5'- und 3'-Bereichen der AdV-E1-Region homolog sind (siehe Abb. 2).

— Adenoviraler Vektor (AdV-Vektor): Replikationsdefekte adenovirale Partikel, die eine
Zelle transduzieren kdénnen und dabei einen Nukleinsdureabschnitt Ubertragen.

— Helfervirus: Adenovirus, das Proteine bereitstellt, welche fur die Vermehrung eines rep-
likationsdefekten viralen Genoms und seine Verpackung notwendig sind. Ein Helfervirus
kann replikationskompetent sein, aber auch durch eine Deletion der E1-Region replikati-
onsdefekt. Ggf. liegen im Genom eines replikationsdefekten Helfervirus weitere Deletio-
nen oder Modifikationen vor.

— stuffer: Funktionslose auffiilllende Nukleinsaureabschnitte.

2 Adenoviren

In der vorliegenden Stellungnahme wird der Gentransfer mit Mastadenoviren aus Primaten
(humane Adenoviren, HAdV) und nicht-humanen Primaten (SAdV) beschrieben. Zur Verein-
fachung werden HAdV und SAdV in der Stellungnahme als AdV zusammengefasst.

2.1 Taxonomie und Vorkommen

Die Familie der Adenoviridae ist in sechs Gattungen unterteilt: Aviadenovirus, Barthadenovi-
rus, Ichtadenovirus, Mastadenovirus, Siadenovirus und Testadenovirus.

HAdV werden verschiedenen Spezies der Gattung Mastadenovirus zugeordnet. Sie wurden
erstmals 1953 aus adenoidem Gewebe (hyperplastischen Tonsillen) isoliert [1]. Die einzelnen
Adenovirus- (Sero-) Typen wurden in der Reihenfolge ihrer Erstisolierung nummeriert. HAdV
sind weit verbreitet, was am Vorliegen spezifischer Antikdrper gegen HAdV-Typen abzulesen
ist. In der Regel weisen Kinder nach dem ersten Lebensjahr Antikdrper gegen mindestens
einen Adenovirus-Typ auf. Adenovirus Typ 5 (AdV5) und andere Typen (z. B. 1, 2 oder 6)
koénnen in lymphoidem Gewebe Uber langere Zeit persistieren. HAdV verursachen beim Men-
schen haufig milde Atemwegsinfektionen, kénnen aber auch Keratokonjunktivitis, Meningitis
oder Pneumonie hervorrufen [2, 3]. In seltenen Fallen sind einzelne AdV (wie z. B. AdV-F41),
ggf. im Zusammenspiel mit anderen Viren, ursachlich fir eine akute Hepatitis bei Kindern [4].

Adenoviren sind in einigen Fallen in der Lage, die Barriere zwischen verschiedenen Spezies
zu Uberwinden. Dies wurde insbesondere flir HAdV und SAdV beobachtet, wobei angenom-
men wird, dass ein enger Kontakt Voraussetzung fiir eine erfolgreiche Transmission auf eine
andere Spezies ist. Ob eine produktive virale Replikation in bestimmten Wirten bzw. Zelltypen
erfolgt, wird jedoch durch eine Reihe von Faktoren bestimmt, wie z. B. dem Vorhandensein
spezifischer Rezeptoren, uncoating-Mechanismen oder Virus-Wirt-Interaktionen wahrend der
Replikation [5, 6]. So sind humane Zellen i. d. R. permissiv fur HAdV, ihre Infektion verlauft
produktiv. Nagerzellen hingegen sind entweder nicht permissiv oder fir manche HAdV semi-
permissiv [2, 3, 7-9].
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Heute erfolgt die Zuordnung zum Genus Mastadenovirus bzw. zu einer Spezies v. a. anhand
von Daten zur Phylogenie und zur Genomorganisation. Entsprechend dieser Kriterien werden
die HAdV-Serotypen sieben Spezies der Gattung Mastadenovirus zugeordnet [10]. Viele der
aus nicht-humanen Primaten isolierten AdV werden ebenfalls den HAdV zugeordnet, z. B. AdV
aus Schimpansen, Gorillas und Bonobos [10]. Eine klare Abgrenzung der aus dem Menschen
und aus nicht-humanen Primaten isolierten Spezies ist jedoch nicht immer maoglich, aufgrund
der hohen Sequenzidentitat von HAdV und SAdV. In der Natur kommen chimare AdV vor, die
durch Rekombinationsereignisse bei Mischinfektionen entstehen [11-13]. Zudem fihrt das In-
ternationale Komitee fiir die Taxonomie von Viren, ICTV, neun Spezies, in denen ausschlief3-
lich SAdV zu finden sind [10].

2.2 Empfehlung

Gemal § 5 Absatz 1 GenTSV i. V. m. den Kriterien in Anlage 1 GenTSV werden Adenoviren
als Spender- und Empfangerorganismen fur gentechnische Arbeiten den folgenden Risiko-
gruppen zugeordnet:

— Adenoviren beim Pferd, Schaf, Schwein, bei Vogeln und Fischen Risikogruppe 2
— Adenoviren der Reptilien (Az.: 6790-05-02-0057) Risikogruppe 2

Begrindung: Die Adenoviren der Reptilien weisen eine hohe
Wirtsspezifitat auf und kdnnen eine potenziell tddliche Erkrankung in-
fizierter Tiere ausldsen. Die Ubertragung der Viren erfolgt vermutlich
durch Tropfcheninfektion.

— Mastadenoviren Risikogruppe 2

Mastadenovirus adami

Mastadenovirus blackbeardi

Mastadenovirus caesari, M. caesari Impfstamm ONRAB
Mastadenovirus caviae

Mastadenovirus dominans

Mastadenovirus exoticum

Mastadenovirus faecale

Mastadenovirus russeli

— Rekombinante replikationsdefekte Mastadenoviren ohne Gefahrdungspotenzial:
Risikogruppe 1

Mastadenovirus caesari rAd5-S-CoV2, Impfstamm ,Sputnik V* und
Mastadenovirus dominans rAD26-S-CoV2 (Az.: 45242.0193)

Begrindung: Die rekombinanten Adenoviren rAd5-S-CoV2 und rAd26-
S-CoV2 sind replikationsdefekte Viren, die ein Gen von SARS-CoV-2
ohne eigenes Gefahrdungspotenzial tragen und als Bestandteile eines
Kombinationsimpfstoffs gegen SARS-CoV-2 aulRerhalb der EU zuge-
lassen sind. Die zwei Impfviren waren in klinischen Studien gut ver-
traglich und riefen meist nur milde oder moderate Nebenwirkung her-
VOr.

Mastadenovirus dominans Ad26.Mos2S.Env, Ad26.Mos1.Env,
Ad26.Mos1.Gag-Pol und Ad26.Mos2.Gag-Pol, Ad26.RSV.preF (Az.:
45242.0188)
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Begrindung: Die rekombinanten Adenoviren Ad26.Mos2S.Env,
Ad26.Mos1.Env, Ad26.Mos1.Gag-Pol und Ad26.Mos2.Gag-Pol sowie
Ad26.RSV.preF sind replikationsdefekte Viren, die Nukleinsaureab-
schnitte ohne Gefahrdungspotential von HIV-1 bzw. RSV tragen. Re-
kombinante Viren mit demselben Vektorriickgrat, die als Impfstoffe ge-
gen das Zaire Ebolavirus und gegen SARS-CoV-2 eingesetzt werden,
sind bereits als Arzneimittel in der EU zugelassen. Diese Impfstoffe wie
auch Ad26.Mos4.HIV und Ad26.RSV.preF waren in klinischen Studien
gut vertraglich und riefen meist nur milde oder moderate unerwiinschte
Ereignisse hervor.

Mastadenovirus dominans Ad26.COVS1 (Az.: 45242.0180)

Begriindung: Das rekombinante Adenovirus Ad26.COVS1 ist ein repli-
kationsdefektektes Virus, welches ein Gen von SARS-CoV-2 ohne ei-
genes Gefahrdungspotenzial tragt und als Impfstoff gegen SARS-CoV-
2 getestet werden soll. Ein Ad26-basierter Impfstoff gegen das Zaire
Ebolavirus wurde 2020 durch die EU-Kommission zugelassen. Dieser
und andere Ad26-basierte Impfstoffe waren in klinischen Studien gut
vertraglich und riefen meist nur milde oder moderate unerwinschte Er-
eignisse hervor.

Mastadenovirus exoticum ChAdOx1 nCoV-19 (Az.: 45242.0181)

Begrindung: Das rekombinante replikationsdefekte Adenovirus
ChAdOx1 nCoV-19, welches sich von ChAdY25 ableitet, ist ein Virus,
welches ein Gen von SARS-CoV-2 ohne eigenes Gefahrdungspoten-
zial tragt und als Impfstoff gegen SARS-CoV-2 getestet werden soll.
Impfstoffe basierend auf dem Vektor ChAdOx1 sind praklinisch bereits
gut erforscht. Es liegen zudem klinische Daten von ChAdOx1-basier-
ten Impfstoffen gegen FLUAV, Mycobacterium tuberculosis und
MERS-CoV von derzeit 154 Prifungsteilnehmern vor. Die ChAdOx1-
basierten Impfstoffe waren gut vertraglich, mit meist milden oder mo-
deraten unerwinschten Ereignissen.

2.3 Genomorganisation

Das Genom von AdV aus Primaten besteht aus einer doppelstrangigen linearen DNA mit einer
Lange von 32 bis 36 kb (Abb. 1a). An den Enden der DNA befinden sich inverse repetitive
Bereiche (inverted terminal repeats, ITR), wobei der 5'-ITR die Polymerase-Bindestellen fir
den Start der DNA-Replikation und das DNA-Verpackungssignal ¥ enthalt. Die friihen (early,
E) Ereignisse des produktiven Infektionszyklus umfassen auch die Transkription des E1a-
Gens, dessen Genprodukt die Expression der anderen friihen viralen Gene E1b, E2, E3 und
E4 transaktiviert. Der frhen Transkription folgt die DNA-Replikation, mit der die spate (/ate, L)
Phase des produktiven Infektionszyklus einsetzt. In der spaten Phase werden die spaten Gene
exprimiert, die hauptsachlich fur Strukturproteine des ikosaedrischen Kapsids kodieren, und
Viruspartikel entstehen. Der produktive Zyklus flhrt zur Lyse der infizierten Wirtszelle [2, 3].

Neben der Transaktivierung der frihen Gene interagiert E1a mit einer Vielzahl zellularer Pro-
teine. So kdnnen ruhende Zellen der Go- oder Gi-Phase durch E1a dazu stimuliert werden, in
die S-Phase Uberzugehen [14]. Wahrend bestimmte HAdV (z. B. AdV12) fur neugeborene Na-
getiere ein neoplastisch transformierendes Potenzial aufweisen kénnen [15], ist fir AdV5 und
AdV26 gezeigt, dass diese nicht mit einer Tumorgenese assoziiert sind [16]. Fur ChAdY25-
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basierte Vektoren wurde bislang ebenfalls keine Kausalitat zu einer Tumorgenese beschrie-
ben. Demnach kann fir diese AdV-Vektoren das Risiko eines neoplastisch transformierenden
Potenzials ausgeschlossen werden [16].

Die durch E1b kodierten Genprodukte hemmen die p53-abhangige Induktion der Apoptose [2,
3]. Die E2-Region kodiert fur drei Proteine, die fur die Replikation der viralen DNA bendétigt
werden: das praterminale Protein pTP, die DNA-Polymerase (Ad Pol) und ein ssDNA-binden-
des Protein (DBP) [3]. Die durch die E3-Region kodierten Genprodukte sind flir die Replikation
in vitro nicht essenziell, aber an der Immunevasion beteiligt. E3 kodiert fir mehrere Proteine,
die u. a. den Transport des Haupthistokompatibilititskomplexes an die Plasmamembran blo-
ckieren und die Lyse Adenovirus-infizierter Zellen durch den Tumornekrosefaktor inhibieren
[2, 3]. Die E4-Region kodiert fir mehrere gespleitte mRNAs, wobei die exprimierten Proteine
nach den offenen Leserahmen (ORF) der E4-Region (z. B. E4orf1 oder E4orf2) benannt wer-
den. Sie stimulieren die Proteinsynthese durch die Aktivierung der Proteinkinase mTOR,
schitzen die AdV-Genomenden durch Inhibierung der zelleigenen Reparaturmechanismen fiir
Doppelstrangbriiche oder stimulieren die Transkription der E2-ORFs [3].
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Abb. 1: Genomkarte von Adenoviren und davon abgeleiteten Vektoren. a. Genomkarte von
Adenoviren. Die friihen Transkriptionseinheiten E1, E2, E3, E4 sind zusammen mit dem major
late promoter (MLP) und der Region der spaten Gene (L1 bis L5) in Transkriptionsrichtung
dargestellt, die ITR und das Verpackungssignal y sind gekennzeichnet. b. Genomkarte
Adenovirus-abgeleiteter Vektoren der ersten Generation mit Expressionskassette. Die E1-Region
ist deletiert und ersetzt durch eine Expressionskassette. Die E3-Region kann zusatzlich deletiert
sein. c. Genomkarte Adenovirus-abgeleiteter Vektoren der zweiten Generation mit Expressions-
kassette. Die E1-Region ist deletiert und ersetzt durch eine Expressionskassette. Die E2-, die E3-
und die E4-Region sind zusatzlich deletiert. d. Genomkarte Adenovirus-abgeleiteter gutless-
Vektoren mit Expressionskassette. Alle viralen kodierenden Nukleinsaureabschnitte sind deletiert
und ersetzt durch eine Expressionskassette sowie stuffer-Abschnitte. Abbildung modifiziert nach
[17, 18].

3 Adenovirale Vektorsysteme

Bei AdV-abgeleiteten Vektoren handelt es sich um infektidse, replikationsdefekte Partikel mit
DNA-Anteilen von AdV, die eine Expressionskassette Ubertragen kénnen.
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AdV-Vektoren sind vielseitig verwendbar; sie weisen sowohl in vitro als auch in vivo eine hohe
Transduktionseffizienz auf, infizieren eine Vielzahl verschiedener Zelltypen, einschlief3lich sich
nicht-teilender Zellen, und kénnen hochtitrig angeziichtet werden. AdV-Vektorpartikel werden
sowohl in vitro zur Ubertragung heterologer Gene als auch in vivo als Vakzine oder im Rahmen
von somatischen Gentherapien genutzt [16, 19-24]. Das Adenoviruskapsid kann bis zu 105 %
der Lange des Wildtyp-Genoms verpacken; das bedeutet bei AdV5 mit einer Genomlange von
ca. 36 kb eine Aufnahmekapazitat von ungefahr 1,8 bis 2,0 kb fremder DNA fir Vektoren der
1. Generation [25]. Bei der Verwendung von adenoviralen Vektoren der 2. Generation bzw.
gutless-Vektoren kénnen entsprechend gréRere DNA-Fragmente von bis zu 33 kb in das AdV-
Genom eingefihrt werden [26].

Die fur den Gentransfer verwendeten adenoviralen Vektoren werden aktuell in drei Generati-
onen eingeteilt [18] (siehe Abb. 1):

- Vektoren der ersten Generation weisen eine Deletion der E1-Region auf, die dazu fuhrt,
dass die adenoviralen Vektorpartikel replikationsdefekt sind. Diese Region dient als In-
sertionsstelle fur die Expressionskassette. Zur Erhéhung der Aufnahmekapazitat wurde
bei manchen dieser Vektoren zusatzlich noch die E3-Region deletiert, was eine weitere
Attenuierung zur Folge hat. Sie enthalten jedoch noch die anderen friihen und die spaten
viralen Gene, die in geringen Mengen nach der Infektion exprimiert werden kénnen [27,
28]. Bei einer klinischen Anwendung oder auch bei einer akzidentellen Inokulation kén-
nen die viralen Genprodukte eine Immunantwort gegen die transduzierte Zelle induzie-
ren, was eine Entzindungsreaktion und eine verkirzte Expressionsdauer der Expressi-
onskassette zur Folge haben kann. Auch die beobachtete geringfligige Vermehrung der
viralen DNA in den Zielzellen ist auf eine schwache Expression viraler Gene zurtickzu-
fUhren [29-31].

- Vektoren der zweiten Generation weisen neben der E1- und der E3-Region eine Deletion
der E2- und der E4-Region auf. Es liegen weiterhin die spaten Gene vor. Im Vergleich
zu den Vektoren der ersten Generation erhdhen die zusatzlichen Deletionen die Verpa-
ckungskapazitat und reduzieren die Immunogenitat [18]. Aufgrund der Deletion der E1-
Region sind sie ebenfalls replikationsdefekt.

- gutless-Vektoren (dritte Generation) enthalten als adenovirale Sequenzen lediglich die
flankierenden ITRs und das Verpackungssignal W, wodurch sie die grofte Verpackungs-
kapazitat aufweisen. Um die GenomgréRe an das virale Kapsid anzupassen, enthalten
die Vektoren in der Regel sog. stuffer. Die Vektoren sind durch die Deletion samtlicher
adenoviraler Gene weniger immunogen als Vektoren der zweiten Generation [18] und
ebenfalls replikationsdefekt.

Das von AdV-Vektorpartikeln auf nicht-komplementierende Zielzellen Ubertragene defekte vi-
rale Genom verbleibti. d. R. episomal, wodurch die Ubertragene Expressionskassette lediglich
transient exprimiert wird [32]. Es erfolgt keine Produktion neuer viraler Partikel.

1993 wurde erstmals ein Patient mit Zystischer Fibrose mit einer Gentherapie basierend auf
einem rekombinanten AdV-Vektor behandelt und in den letzten Jahrzehnten hat die Zahl klini-
scher Studien basierend auf AdV-Vektoren stetig zugenommen. Heute basieren etwa die
Halfte aller Gentherapien in klinischen Studien auf AdV-Vektoren, wobei sie v. a. als Impfstoffe
und in der Krebstherapie eingesetzt werden. AdV-Vektoren kommen aber auch in der regene-
rativen Medizin und Stammzellforschung zum Einsatz [16].

Krebstherapien auf Basis defekter AdV verfolgen das Ziel immunstimulierende, Tumorsupp-
ressor- oder Suizid-Gene in die Tumorzelle zu transferieren. So flhrt z. B. das in den Tumor
eingebrachte Suizid-Gen zur Expression eines Enzyms, das ein inaktives Pro-Drug in zytoto-
xische Metabolite umwandelt, die zum Zelltod fliihren [16].
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Die Therapie mit onkolytischen AdV basiert auf der Replikationskompetenz der Viren in Tu-
morzellen und der damit verbundenen Lyse. Die dabei freigesetzten Viren zerstéren im An-
schluss kaskadenartig weitere umliegende Tumorzellen.

Rekombinante replikationsdefekte AdV sind als Impfvektoren zugelassen und werden in gro-
Rem Umfang eingesetzt. Bereits zugelassene AdV-Impfvektoren basieren auf AdV5, AdV26
oder ChAdY25, sind gut vertraglich und verursachen meist nur milde oder moderate Impfreak-
tionen (siehe ZKBS-Empfehlung in Kapitel 2.2). So basiert z. B. ein zugelassener Ebola-Impf-
stoff auf AdV26. Zwei Impfstoffe zur Pravention von SARS-CoV-2 basieren auf AdV5.

3.1 Herstellung rekombinanter AdV-Vektorpartikel

Rekombinante AdV-Vektorpartikel kbnnen mit verschiedenen Verfahren hergestellt werden.
Die Expressionskassette kann durch direkte Ligation oder Uber homologe Rekombination in
das AdV-Genom inseriert werden.

3.2 Helferzell-abhdngige Herstellung mittels homologer Rekombination

I. d. R. erfolgt die Insertion der Expressionskassette mittels homologer Rekombination zwi-
schen dem Rekombinationsplasmid und dem viralen Genom. Sehr haufig wird daflr eine hu-
mane Zelllinie verwendet, die fir die adenovirale Replikation permissiv ist.

Ein AdV-Genom der ersten oder der zweiten Generation wird zusammen mit einem pBR-
abgeleiteten Rekombinationsplasmid auf humane Zellen Ubertragen. Der Integrationsort der
Expressionskassette ist i. d. R. die deletierte E1-Region des replikationsdefekten AdV-
Genoms, welches entweder in einem Vektorpartikel oder integriert in einem Plasmid vorliegen
kann. Die fur die virale DNA-Replikation benétigten E1-Genprodukte werden zumeist Uber per-
missive rekombinante Zelllinien in frans zur Verfligung gestellt, die das E1-Gen konstitutiv ex-
primieren. Das rekombinante virale Genom wird von den viralen Strukturproteinen verpackt
und als AdV-Vektorpartikel mit Expressionskassette von der Zelllinie abgegeben (Abb. 2) [33—
35].

Fir die homologe Rekombination zur Ubertragung der Expressionskassette auf das AdV-Ge-
nom kann auch das effiziente Rekombinationssystem des E. coli K12-Derivats BJ5183 (recBC
sbcBC) genutzt werden [36]. In diesem als AdEasy bezeichneten Ansatz werden ein DNA-
Konstrukt mit dem AdV-Genom sowie ein DNA-Konstrukt mit der Expressionskassette flankiert
von homologen AdV-Nukleinsdureabschnitten des Integrationsortes im AdV-Genom gemein-
sam auf E. coli BJ5183 Ubertragen. Im AdV-Genom ist die E1-Region oder auch die E3-Region
deletiert.

Die Expressionskassette wird zumeist anstelle der E1-Region eingefiigt, wodurch die AdV-
Vektorpartikel replikationsdefekt sind. Es entsteht ein rekombinantes Plasmid mit einem AdV-
Genom, in welchem die Expressionskassette inseriert vorliegt [37, 38]. Das Plasmid wird iso-
liert und in eine Helferzelllinie transfiziert, welche die fur die virale Replikation notwendigen
E1-Proteine zur Verfigung stellt. In der Helferzelllinie werden replikationsdefekte AdV-Vektor-
partikel mit Expressionskassette erzeugt und abgegeben. Jedoch konnen durch homologe Re-
kombination zwischen dem im Genom der Zelle integrierten E1-Gen und dem Helfervirusge-
nom replikationskompetente Viruspartikel entstehen (siehe Kapitel 3.5 ,Sicherheit der Helfer-
zelllinien®).
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Abb. 2: Beispielhafte Herstellung eines replikationsdefekten AdV-Vektorpartikels der
ersten Generation mit Expressionskassette in einer Helferzelllinie. a. Rekombinations-
plasmid mit Expressionskassette. b. AdV-Genom mit Deletion der kodierenden Nukleinsaure-
abschnitte der frithen Gene E1a, E1b und ggf. E3. c. Das defekte AdV-Genom wird mit dem
Rekombinationsplasmid gemeinsam in eine Helferzelllinie eingefihrt. Das Genom der
Helferzelllinie enthalt 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 tiber 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 in der
deletierten E1-Region die inserierte Expressionskassette vorliegt. d. Die im AdV-Genom noch
vorhandenen spaten Gene werden exprimiert. lhre Genprodukte verpacken die AdV-Genome mit
und ohne Expressionskassette zu infektidsen, replikationsdefekten Partikeln, die von der
Helferzelllinie abgegeben werden. e. Durch homologe Rekombination zwischen dem im Genom
der Zelle integrierten E1-Gen und dem Helfervirusgenom koénnen replikationskompetente
Viruspartikel entstehen.

TR

3.3 Herstellung von gutless-Vektorpartikeln mittels AdV-Helfervirus

Bei den gutless- oder high capacity-Vektoren wurden samtliche viralen Gene deletiert, sodass
die Immunantwort gegen den Vektor vermindert und die Aufnahmekapazitat fur fremde DNA
erhoht ist [39—43]. Bei diesen Vektoren sind lediglich noch virale Nukleinsdureabschnitte vor-
handen, die in cis wirken und fir die DNA-Replikation sowie die Verpackung der viralen DNA
essenziell sind, wie die ITRs mit den Polymerase-Bindungsstellen flir den Start der DNA-Rep-
likation und das DNA-Verpackungssignal . Der Abschnitt zwischen beiden ITRs enthalt an-
statt der adenoviralen Gene nun nicht-kodierende stuffer-Sequenzen. Bei den daraus herge-
stellten Vektorpartikeln wird die Expressionskassette innerhalb der stuffer-DNA eingefigt
(siehe Abb. 1c und Abb. 3b).

Die gutless-Vektoren sind prinzipiell auf ein Helfervirus angewiesen, welches die Proteine be-
reitstellt, die fur die Vermehrung des viralen Genoms und seine Verpackung notwendig sind.
Ist ein solches Helfervirus replikationskompetent, so liegt es als Kontamination der erzeugten
Vektorpartikel vor und muss anschlielend abgetrennt werden.

Eine weitere Methode zur Herstellung von gutless-Vektorpartikeln ist das vom Bakteriophagen
P1 abgeleitete Cre/loxP-Helfer-abhangige System (siehe Abb. 3). Dieses hat den Vorteil, dass
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ein replikationsdefektes Helfervirus verwendet werden kann, was zu einer Erhéhung der Si-
cherheit des Systems beitragt [41, 42].

+-E3

a. e S
ITR A ITR gutless-Vektor

oxXP b. u stuffer u stuffer

c/ m u AdV-E1 zellulare DNA l \
=l

(nt1-4344) +/-E3 keine|Verpackung

AE1

A
—

Zelllinie 293-Cre

\_

Abb. 3: Herstellung von gutless-Vektorpartikeln mit Hilfe des Cre-Rekombinase-Systems.
a. Das Verpackungssignal y eines AdV-Helfervirus-Genoms (AdV-Genom) wird von zwei loxP-
Nukleinsaureabschnitten 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. Die zu Ubertragende Expressionskassette wurde in die gutless-Vektor-DNA eingeflhrt und liegt
dort neben den stuffer-Sequenzen, den ITRs des AdV sowie dem Verpackungssignal ¥ vor. c.
Das AdV-Helfer-Genom a. und die gutless-Vektor-DNA b. werden gemeinsam in die Helfer-
zelllinie 293-Cre c. eingefuhrt. Im Genom dieser Helferzelllinie liegen die Gene der Cre-
Rekombinase (Cre) und ein AdV-Genomabschnitt einschlieRlich des Verpackungssignals ¥
sowie der fur E1 kodierenden Region (Nukleotide 1 — 4344 [34]) 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-Vektoren mit Verpackungssignal ¥ verpackt werden. d. Die
gutless-Vektorpartikel mit Expressionskassette werden von der Helferzelllinie abgegeben. Die
Abbildung wurde modifiziert nach [41].

Das Cre/loxP-Helfer-abhangige System verwendet drei Komponenten: ein AdV-Helfervirus,
eine gutless-Vektor-DNA und eine Helferzelllinie. Bei dem AdV-Helfervirus handelt es sich um
ein E1- und ggf. E3 deletiertes AdV, bei dessen Genom das Verpackungssignal ¥ von loxP-
Nukleinsaureabschnitten flankiert wird. Meist liegt zwischen den loxP-Nukleinsaureabschnit-
ten neben dem Verpackungssignal ¥ noch ein Markergen vor. Die loxP-Nukleinsdureab-
schnitte sind Erkennungssequenzen fur die Cre-Rekombinase, ein Enzym des Bakteriophagen
P1. Als Helferzelllinie wird z. B. die Zelllinie 293-Cre verwendet, die stabil die Cre-Rekombi-
nase exprimiert. Nach Infektion der Helferzellline werden das Verpackungssignal ¥ der Hel-
fervirus-DNA sowie ggf. das Markergen ausgeschnitten.

Durch das E1-Gen der Helferzelllinie werden samtliche auf dem Helfervirus-Genom noch vor-
handenen viralen Gene transkribiert und das Helfervirus-Genom repliziert.

In die Helferzelllinie wird eine gutless-Vektor-DNA Ubertragen, die neben der Expressionskas-
sette und den stuffer-Sequenzen (siehe Abb. 1 und 3) die ITRs und das Verpackungssignal ¥
eines AdV enthalt, die durch die vom Helfervirus bereitgestellten viralen Proteine repliziert. Da
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die gutless-Vektor-DNA noch Uber das Verpackungssignal ¥ verfugt, wird nur diese DNA von
den vom Helfervirus bereitgestellten viralen Kapsidproteinen verpackt. Die Helfervirus-DNA
hingegen kann nicht mehr verpackt werden, da ihr Verpackungssignal ¥ von der Cre-Rekom-
binase ausgeschnitten worden ist (siehe Abb. 3). Neben den Vektorpartikeln kénnen im Zell-
kulturiberstand Helferviruspartikel vorliegen. Auferdem kdnnen durch homologe Rekombina-
tion zwischen dem im Genom der Zelle integrierten E1-Gen und dem Helfervirusgenom repli-
kationskompetente Viruspartikel entstehen (siehe Kapitel 3.5 ,Sicherheit der Helferzelllinien®).
Die Aufreinigung der gutless-Vektorpartikel erfolgt mittels CsCl-Gradienten-Zentrifugation.
Aufgrund der unterschiedlichen Dichte sedimentieren Helferviruspartikeln und gutless-Vektor-
partikel in unterschiedlichen Abschnitten des Gradienten [44]. Dadurch kénnen die gutless-
Vektorpartikel weitestgehend aber nicht vollstandig von residualen Helferviren abgetrennt wer-
den [44].

3.4 Herstellung von gutless-Vektorpartikeln mittels Helferplasmid

Die Herstellungsmethode von gutless-Vektorpartikeln mittels AdV-Helfervirus-Genom wurde
weiterentwickelt, indem das Helfervirus durch ein Helferplasmid ersetzt wird, das die fehlenden
essenziellen Gene fir die Partikelherstellung tragt [45, 18]. Im Helferplasmid liegen weder das
E1-Gen, noch die flankierenden ITRs oder das Verpackungssignal ¥ vor (siehe Abb. 4). Au-
Rerdem wurde das E3-Gen entfernt.

a.
AITR, Ay AE3

S,

AITR

gutless-Vektor

b. stuffer u stuffer

. ITR l =S t ITR
/ u AdV-E1 zellulare DNA \
I (nt1-4344) I keine|Verpackung

AE3 AIT

e - T

Zelllinie 293

AITR, Ay

d.

Abb. 4: Herstellung von gutless-Vektorpartikeln mit Hilfe eines Helferplasmid-Systems.
Aus dem AdV-Helfervirus-Genom (siehe Abb. 3a) mit /oxP-Nukleinsdureabschnitten wurden
zusatzlich die flankierenden ITR, das Verpackungssignal ¥ und das E3-Gen entfernt, um ein
AdV-Helferplasmid a. zu generieren. Die zu Ubertragende Expressionskassette wird in die
gutless-Vektor-DNA b. eingefuhrt, welche zudem die ITRs sowie das Verpackungssignal ¥ von
AdV enthalt. Zur Erzeugung adenoviraler Vektoren wird eine gutless-Vektor-DNA mit dem AdV-
Helferplasmid in eine Helferzelllinie (hier 293) c¢. ko-transfiziert, welche anschlielRend die viralen
Vektoren d. abgibt.

Nach wie vor ist bei diesem System eine homologe Rekombination zwischen dem zellular
integrierten Adenovirus-Nukleinsaureabschnitt und dem Helferplasmid mdglich (Nukleotide
3034 — 5015 = 1428 bp, pIX-AdV-Genomsegment). Eine Bildung von AdV-Partikeln ist jedoch
nicht zu erwarten, da mehrere illegitime Rekombinationsereignisse nétig waren, um aus dem
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Helferplasmid ein verpackungsfahiges Genom zu generieren. So missten zum einen zwei Re-
kombinationsereignisse mit dem in der Zelle vorliegenden Adenovirus-Nukleinsaureabschnitt
erfolgen, um den linken ITR, ¥ und das E1-Gen zu integrieren (illegitim am 5‘-Ende, homolog
am 3'-Ende des Abschnittes). Zum anderen waren zwei weitere illegitime Rekombinationser-
eignisse mit der gutless-Vektor-DNA notwendig, um den rechten ITR zu integrieren. Von der
Entstehung replikationskompetenter Partikel durch homologe Rekombination ist somit nicht
auszugehen. MaRnahmen zur Abtrennung der replikationsdefekten gutless-Vektorpartikel sind
somit nicht notwendig.

3.5 Sicherheit der Helferzelllinien

Den replikationsdefekten adenoviralen Vektorpartikeln und den replikationsdefekten Helfervi-
ren fehlt die E1-Region. Zu ihrer Erzeugung und Vermehrung werden permissive Zellen beno-
tigt, die die Gene der E1-Region zur Verfligung stellen.

Eine haufig verwendete Helferzelllinie ist die humane Zelllinie 293, die durch Transfektion hu-
maner embryonaler Nierenzellen mit fragmentierter AdV5-DNA entstanden ist [33]. In ihrem
Genom liegt eine Kopie des linken Endes (Nukleotide 1 bis 4344) des AdV5-Genoms vor, in
der neben dem ITR das Verpackungssignal ¥, das spate plX-Gen sowie die E1a- und E1b-
Gene enthalten sind, welche konstitutiv exprimiert werden [33, 34].

Viele AdV-Vektoren der ersten Generation, aber auch Helferviren enthalten Nukleinsaureab-
schnitte, die homolog zur integrierten Kopie des linken AdV-Genomendes sind (siehe Abb. 5a).

5¢

a. Ela E1b 3
Helferzelle: — = e — = —
z.B. 293 g I piX
Adv-vekior  — — I —

ITR Promotor Transgen
b. 5 PGK  Efa Elb  HBV 3
Helferzelle: ~—— — L —
z. B. PER.C6
Adv-vektor  — — I —
ITR  Promotor Transgen pIX

Abb. 5: AdV-DNA in Helferzelllinien und im Vektor mit Expressionskassette. a. Helferzell-
linien wie 293 enthalten zumeist 5-Bereiche des AdV5-Genoms: ITR, Verpackungssignal ¥
sowie die Gene E1a, E1b und pIX. Die AdV-Vektor-DNA enthalt die Expressionskassette aus
Promotor und Transgen anstelle der kodierenden Region von E1a und E1b, jedoch flankiert von
E1-Nukleinsaureabschnitten, die homolog zum integrierten AdV-Genombereich der Helferzelllinie
sind (schraffiert gekennzeichnete Bereiche), so dass homologe Rekombinationsereignisse
mdglich sind. b. In den neuen Helferzelllinien wie z. B. PER.C6 ist das E1-Gen auf die E1a- und
E1b-Leserahmen reduziert und steht unter Kontrolle eines heterologen Promotors wie des
Promotors des humanen Phosphoglycerat-Kinase-(PGK)-Gens und des Polyadenylierungs-
signals des Gens fur das Oberflachenprotein des Hepatitis-B-Virus (HBV). Die Abbildung wurde
modifiziert nach [46].
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Es konnte gezeigt werden, dass homologe Rekombinationsereignisse dazu flihren kénnen,
dass das E1-Gen wieder in die Vektor- oder Helfervirusgenome integriert werden kann, und
diese so replikationskompetent werden. Replikationskompetente AdV-Vektorpartikel sind in
den ersten Passagen noch selten, bei der Herstellung grof3er Virusmengen mit vielen Passa-
gen kann es jedoch zu einer hohen Kontaminationsrate kommen [47-49]. Eine weitere Helfer-
zelllinie mit vergleichbarem E1-Integrationsmuster ist 911, eine Zelllinie etabliert aus humanen
embryonalen Retinoblasten [35].

PER.C6 ist ebenfalls eine Zelllinie, die aus humanen embryonalen Retinoblasten etabliert
worden ist. Das Genom dieser Zelllinie enthalt eine verkurzte E1-Region (Nukleotide 459 bis
3510) unter der Kontrolle eines heterologen Phosphoglycerat-Kinase-(PGK)-Promotors und
eines heterologen Polyadenylierungssignals (siehe Abb.5) [46]. Es bestehen keine
Homologien zwischen dem PER.C6-Genom und dem von AdV-Vektoren [46, 50]. Werden
Zelllinien wie PER.C6 in Kombination mit AdV-Vektoren verwendet, denen die Nukleinsaure-
abschnitte flir E1a und E1b fehlen, kdnnen keine replikationskompetenten Adenoviruspartikel
entstehen.

3.6 Sicherheit von AdV-Vektoren anderer Mastadenovirus-Spezies

Die Entstehung replikationskompetenter AdV-Partikel kann auch durch die Verwendung von
AdV-Vektoren anderer Mastadenovirus-Spezies verhindert werden, wie z. B. dem Subtyp
ChAdY25, der der Spezies Mastadenovirus exoticum zugeordnet wird [51]. Besteht zwischen
der in der Helferzelllinie vorliegenden AdV-Region und den Nukleinsaureabschnitten des AdV-
Vektors nur eine geringe oder keine Sequenzhomologie, ist nicht von einer homologen Re-
kombination und Abgabe replikationskompetenter AdV-Partikel auszugehen [51]. FuUr
ChAdY25 und 293-abgeleitete Zelllinien ist dies der Fall.

3.7 Biodistribution, Stabilitat und Ausscheidung (shedding) von Viruspartikeln

Die Biodistribution sowie das Vorkommen und die Dauer von shedding adenoviraler Vektoren
sind abhangig vom Serotyp, der Art der Verabreichung und der Dosis [52]. Es ist bekannt,
dass die adenoviralen Partikel nach der Verabreichung flir mehrere Tage bis Wochen an der
Injektionsstelle verbleiben kdnnen [53]. Im Rahmen der Biodistribution gelangen AdV5-Partikel
vor allem in die Leber und Milz. In anderen Geweben wie Herz, Knochenmark, Lunge, Niere,
Darm oder den Keimdrisen sind AdV5-Vektorpartikel deutlich seltener nachweisbar [54-56].
Nach Verabreichung von 10" AdV35-Partikel wurden nach drei Monaten vereinzelt Partikel in
iliacalen Lymphknoten nachgewiesen [55]. Balb/c-Mause, die den vom Schimpansen-Adeno-
virus abgeleiteten Impfstoff ChAdOx1-HBV mit einer Dosis von 2,4 x 10" Vektorpartikel in-
tramuskular erhalten hatten, wiesen an Tag 2 und 29 nach Verabreichung in allen untersuch-
ten Organen (Gehirn, Herz, Niere, Leber, Lunge, Lymphknoten, Ovarien, Skelettmuskel, Milz
und Testis) Vektorgenomkopien auf. An Tag 56 war die Anzahl Vektorgenom-positiver Proben
deutlich geringer (9 von 56 Organproben) [57].

Der Tropismus von AdV hangt u.a. davon ab, an welchen zellularen Rezeptor der jeweilige
Serotyp bindet. Wahrend der Coxsackievirus-Adenovirus receptor (CAR) eine Affinitat zu den
meisten humanen Serotypen besitzt, dringen bovine, porzine und ovine AdV CAR-unabhangig
in Wirtszellen ein [58]. Gewebe wie Leber, Magen und Gallenblase, sowie einige Tumorge-
webe (Lunge, Ovarien und Gebarmutter) weisen eine hohe CAR-Expression auf. Nieren-,
Prostata- und Ohrspeicheldriise-Tumore weisen hingegen eine herabregulierte CAR-Expres-
sion auf [59]. Einige Spezies wie Maus, Ratte, Hund und Schwein besitzen Rezeptoren mit
hoher Sequenzhomologie zu humanem CAR. Fast alle HAdVs besitzen im Fiberprotein (fiber
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knot) das Arg-Gly-Asp (RGD)-Motiv, welches moglicherweise mit Integrinen als Co-Rezepto-
ren interagiert. Weitere bekannte Rezeptoren verschiedener AdV-Typen sind CD46, CD80/86,
Sialinsaure, Proteoglykane, major histocompatibility complex (MHC)-I und vascular cell adhe-
sion molecule (VCAM)-1 [58]. Adenoviren sind generell nicht in der Lage, die Blut-Hirn-
Schranke zu Uberwinden. Unter Verwendung des Melanotransferrin (MTf)/P97-Transzytose-
wegs konnte gezeigt werden, dass mithilfe eines generierten Fusionsproteins CAR-MTf eine
Transzytose von AdV5 Uber die Blut-Hirn-Schranke mdglich ist [60].

Shedding bezeichnet die Ausscheidung von Viruspartikeln durch den behandelten Patienten
oder des Versuchstieres tber Urin, Fazes, Schweil}, Speichel, nasopharyngeale, Tranen- oder
Samenflussigkeit. Generell erfolgt die Bestimmung moglicher abgegebener Viruspartikel an-
hand des Nachweises ihrer Genome Uber nicht-quantitative oder quantitative PCR (qPCR)
oder seltener Uber den Nachweis von Protein Uber enzyme-linked immunosorbent assays
(ELISA) [61]. Die Infektiositat von Vektorpartikeln wird mithilfe von biologischen assays be-
stimmt. Zur Erhebung von Daten zum shedding wird am haufigsten das Xenograft-Maus-Mo-
dell verwendet. Die Autoren einer Mausstudie argumentieren, dass das Laborpersonal am Tag
vier nach intravendser Verabreichung eines AdV5 keiner Expositionsgefahr mit infektidsen
Partikeln ausgesetzt sind, da drei Tage nach der Verabreichung keine oder nur geringflgige
Plaguebildung in Mundschleimhaut-, Urin- und Fazesproben oder in Hautproben, enthommen
aus dem Bereich Uber dem Tumorgewebe, detektiert wurde. Daher kdnne eine Herabstufung
von biosafety level 2 zu biosafety level 1 in den Biosafety Guidelines des NIH der USA in
Erwagung gezogen werden [62].

Daten zum shedding nach oraler oder subkutaner Verabreichung liegen bisher kaum vor, je-
doch konnte vereinzelt in den ersten Tagen nach der oralen Verabreichung hoher Dosen des
Tollwutimpfstoffes AdRG1.3-ONRAB®, basierend auf replikationskompetenten AdV5-Parti-
keln, Virus-DNA mittels gPCR in Fazes und Speichel von Waschbaren (3 Tage), Flichsen
(4 Tage) und Stinktieren (14 Tage) detektiert werden [56].

Eine umfangreiche Auswertung der Ergebnisse klinischer Prifungen in 2007 ergab, dass in
29 von 50 Publikationen shedding von Vektor-DNA oder infektidsen Partikeln in Sekreten bei
verschiedenen Applikationswegen auftrat. Langanhaltendes shedding Uber 90 Tage im
Sputum wurde u. a. bei Lungenkrebspatienten nach intratumoraler Verabreichung beobachtet
[63]. In einigen Studien wurden ebenfalls Blut, Fazes oder Rachenabstriche von medizini-
schem Personal, das in engem Kontakt mit Patienten stand, analysiert. Dabei wurden weder
Vektorgenome noch Viruspartikel nachgewiesen [61, 64].

Zusammenfassend lasst sich keine allgemeine Aussage Uber die Biodistribution treffen, sowie
ab welchem Zeitpunkt behandelte Versuchstiere keine infektidsen AdV-Partikel mehr abgeben
und somit nicht mehr als Trager von GVO anzusehen sind. Daher sind bei Tierversuchen fur
die Entsorgung von Einstreu und Tierkadavern bzw. den Umgang mit Gewebe von Versuchs-
tieren, die mit AdV-Vektorpartikeln inokuliert wurden, die unter Kapitel 6 Punkte 3 und 4 ge-
nannten Hinweise zu beachten.

4 Kriterien fiir die Sicherheitseinstufung gentechnischer Arbeiten mit AdV-
Vektoren

Bei der Sicherheitsbewertung gentechnischer Arbeiten mit E1-deletierten AdV-Genomen in
E. coli K12 und seinen Derivaten wird — sofern keine weiteren Nukleinsaureabschnitte mit Ge-
fahrdungspotenzial eingefuhrt werden — nach dem Stand von Wissenschaft und Technik kein
Risiko fur die menschliche Gesundheit und die Umwelt angenommen. Wird hingegen das voll-
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standige oder ein replikationskompetentes (z. B. nur E3-deletiertes) Genom eines AdV ampli-
fiziert, auch wenn es durch Nukleinsaureabschnitte des Plasmids unterbrochen wird, ist das
Gefahrdungspotenzial des AdV vollstandig in die Risikobewertung einzubeziehen (Allgemeine
Stellungnahme der ZKBS zur Risikobewertung von E. coli K12-Derivaten mit einem Plasmid
mit der (c)DNA des Genoms eines replikationskompetenten Virus, Az. 6790-10-89).

Werden eukaryotische Zellen mit amplifizierten rekombinanten Plasmiden transfiziert, ist ent-
scheidend fir die Sicherheitsbewertung, ob AdV-Vektorpartikel entstehen kénnen und welches
Gefahrdungspotenzial diese haben. Dabei wird ein geringes Gefahrdungspotenzial fur den
Menschen angenommen, sofern keine heterologen Nukleinsaureabschnitte im AdV-Genom
inseriert vorliegen, die das Gefahrdungspotenzial des AdV erhdhen. Von einem geringen Ri-
siko wird beim Umgang mit AdV-Vektorpartikeln ausgegangen, da sie menschliche Zellen ef-
fizient infizieren, und da nicht ausgeschlossen werden kann, dass das virale Genom — als
seltenes Ereignis — in das Wirtsgenom integriert. Die Moglichkeit einer solchen Integration ist
insbesondere deshalb in Betracht zu ziehen, weil die Adenovirus-Vektor-DNA aufgrund der
noch vorhandenen viralen Genprodukte in der Lage sein kann, geringfligig zu replizieren. Fir
AdV5, AdV26 oder ChAdY25 wird aufgrund der klinischen Daten auch bei einer moglichen
Integration kein Gefahrdungspotenzial angenommen (siehe Kapitel 2.2).

Je nach Generation der verwendeten AdV-Vektoren (siehe Abb. 1) kdnnen nach Ko-Infektion
einer Zelle mit einem AdV und einem AdV-Vektor replikationskompetente AdV gebildet und
abgegeben werden.

Bei AdV-Vektoren der ersten Generation, bei deneni. d. R. die E1-Region im Genom des AdV
deletiert wurde, besteht wie in Kapitel 3.2 beschrieben die Moglichkeit, dass durch homologe
Rekombination replikationskompetente Wildtyp-Adenoviruspartikel gebildet werden, deren
Gefahrdungspotenzial dem des urspriinglichen AdV entspricht.

Fur AdV-Vektoren der nachfolgenden Generationen (siehe Abb. 1) ist nicht davon auszuge-
hen, dass replikationskompetente AdV in vivo gebildet werden. Entweder sind mehrere essen-
tielle Regionen des viralen Genoms deletiert, so das der Replikationsdefekt nur Uber mehrere
Rekombinationsereignisse aufgehoben werden kann oder es liegen in der Helferzelllinie keine
homologen Nukleinsdureabschnitte zum AdV-Genom mehr vor. Bislang wurde im Zuge klini-
scher Studien noch kein Fall beschrieben, bei dem es zu einer Rekombination zwischen AdV
und AdV-Vektor gekommen ist [65].

Werden Helferzelllinien verwendet, bei denen das Entstehen replikationskompetenter AdV-
Partikel durch homologe Rekombination nicht ausgeschlossen werden kann (siehe Kapitel 3.5
»oicherheit der Helferzelllinien®), ist von einer Kontamination mit solchen Viren auszugehen.

Bei den neu entwickelten Helferzelllinien, in denen die Helfergene der E1-Region auf die ko-
dierenden Nukleinsaureabschnitte reduziert sind und bei denen nicht von homologer Rekom-
bination mit dem replikationsdefekten AdV-Genom auszugehen ist, ware lediglich eine illegi-
time Rekombination denkbar. Diese ist aber als duRerst seltenes Ereignis bei der Risikobe-
wertung solcher Arbeiten nicht zu bertcksichtigen.

Nach Infektion von Zellkulturen oder Tieren ist allein die Replikationskompetenz der AdV-Vek-
torpartikel zu bewerten:

— Nach Infektion mit replikationskompetenten AdV-Vektorpartikeln inkl. Expressionskas-
sette bzw. nach entsprechender Transfektion entstehen neue rekombinante, replikations-
kompetente AdV-Vektorpartikel, die fir die Bewertung der gentechnischen Arbeit sicher-
heitsrelevant sind.
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Nach abortiver Infektion mit replikationsdefekten AdV-Vektorpartikeln inkl. Expressions-
kassette bzw. nach entsprechender Transfektion entstehen keine neuen AdV-Vektorpar-
tikel, sofern die infizierten Zellen oder das infizierte Tier den Replikationsdefekt von AdV
nicht aufheben. Die virale Nukleinsdure wird nicht mobilisiert und auf weitere Zellen Gber-
tragen. Beim Umgang mit diesen Zellen oder Tieren ist zu beachten, dass diese die ver-
abreichten Vektorpartikel ggf. wieder abgeben kénnen, weil eine Aufnahme in eine Zelle
ausgeblieben ist (siehe Kapitel 6 Punkt 3. und 4.).

Bei Infektion von Versuchstieren mit AdV-Vektoren kénnen eine homologe Rekombination
zwischen AdV und AdV-Vektoren und die Bildung replikationskompetenter AdV ausge-
schlossen werden, insofern die Versuchstiere einer spezifisch pathogenfreien Haltung
(SPF) gemaly Federation of European Laboratory Animal Science Associations (FEL-
ASA)-Richtlinien entstammen [66].

Kriterien der Vergleichbarkeit gentechnischer Arbeiten mit AdV-Vektoren

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

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

5.1

1.

5.2

Ubertragung von Plasmiden mit adenoviraler DNA auf E. coli K12-Derivate

E. coli K12-Derivate einschlief3lich eines Rekombinationsplasmides mit subgenomischen
Nukleinsaureabschnitten von AdV sind GVO der Risikogruppe 1.

E. coli K12-Derivate einschlie3lich eines Rekombinationsplasmides sowie ggf. eines Hel-
ferplasmids mit subgenomischen adenoviralen Nukleinsdureabschnitten sind GVO der Ri-
sikogruppe 1.

E. coli K12-Derivate einschlielich eines Plasmids mit einem E1-deletierten (replikations-
defekten) adenoviralen Genom sind GVO der Risikogruppe 1.

E. coli K12-Derivate einschlieBlich eines Plasmids mit der vollstdndigen genomischen
DNA eines AdV sind GVO der Risikogruppe 2.

Herstellung adenoviraler Vektorpartikel in eukaryotischen Zellen

Eukaryotische Zellen der Risikogruppe 1, auf die ein Rekombinationsplasmid bzw. sub-
genomische Nukleinsdureabschnitte von AdV Ubertragen wurden, sind GVO der Risiko-

gruppe 1.

Eukaryotische Zellen, einschlieRlich Helferzelllinien, der Risikogruppe 1, auf die die voll-
stédndige genomische DNA eines AdV Ubertragen wurde, sind GVO der Risikogruppe 2.
Es werden replikationskompetente Viruspartikel der Risikogruppe 2 gebildet und abge-
geben.

Eukaryotische Helferzelllinien der Risikogruppe 1, auf die E1-deletierte AdV5, AdV26
oder ChAdY25-Genome und ein Transgen ohne Gefahrdungspotenzial Ubertragen wur-
den, sind GVO der Risikogruppe 1, sofern ausgeschlossen werden kann, dass durch
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5.3

homologe Rekombination replikationskompetente adenovirale Viruspartikel gebildet wer-
den. Es werden replikationsdefekte adenovirale Vektorpartikel der Risikogruppe 1 abge-
geben. Falls nicht ausgeschlossen werden kann, dass durch homologe Rekombination
replikationskompetente adenovirale Vektorpartikel gebildet werden, sind diese in die Risi-
kobewertung einzubeziehen. Ist eine vollstdndige Abtrennung replikationskompetenter
AdV-Partikel nicht méglich, ist das Gemisch der Partikel der Risikogruppe 2 zuzuordnen.

Eukaryotische Helferzelllinien der Risikogruppe 1, auf die E1-deletierte AdV-Genome
(auRer AdV5, AdV26 oder ChAdY25) sowie ein Transgen ohne Gefahrdungspotenzial
ubertragen wurden, sind GVO der Risikogruppe 2. Falls nicht ausgeschlossen werden
kann, dass durch homologe Rekombination replikationskompetente adenovirale Vektor-
partikel gebildet werden, sind diese in die Risikobewertung einzubeziehen. Es werden
replikationsdefekte adenovirale Vektorpartikel und ggf. replikationskompetente adenovi-
rale Viruspartikel der Risikogruppe 2 abgegeben.

Eukaryotische Helferzelllinien der Risikogruppe 1, die mit einem replikationskompeten-
ten Helfervirus infiziert wurden und auf die zusatzlich nicht-kodierende subgenomische
Nukleinsadureabschnitte eines AdV sowie ein Transgen ohne Gefahrdungspotenzial tber-
tragen wurden, sind GVO der Risikogruppe 2. Es werden replikationskompetente Virus-
partikel der Risikogruppe 2 und replikationsdefekte adenovirale gutless-Vektorpartikel
(ggf. mit Transgen) der Risikogruppe 1 gebildet und abgegeben. Sofern die replikations-
kompetenten Helferviren nicht von den replikationsdefekten adenoviralen gutless-Vektor-
partikel abgetrennt werden konnen, ist das Partikelgemisch der Risikogruppe 2 zuzuord-
nen.

Eukaryotische Helferzelllinien der Risikogruppe 1, die mit einem replikationsdefekten
Helfervirus infiziert oder mit einem Helferplasmid transfiziert wurden und auf die zusatzlich
nicht-kodierende subgenomische Nukleinsaureabschnitte eines AdV sowie ein Transgen
ohne Gefahrdungspotenzial ibertragen wurden, sind GVO der Risikogruppe 1, sofern (i)
nicht von einer Wiederherstellung der Replikationsfahigkeit des Helfervirus durch homo-
loge Rekombination auszugehen ist. Werden in den Zellen die Proteine der adenoviralen
E1-Region exprimiert, kommt es zur Bildung und Abgabe replikationsdefekter adenovira-
ler gutless-Vektorpartikel der Risikogruppe 1.

Eukaryotische Helferzelllinien der Risikogruppe 1, auf die E1-deletierte AdV-Genome,
einschliel3lich eines replikationsdefektes Helfervirus oder ein Helferplasmid in Kombina-
tion mit nicht-kodierende subgenomische Nukleinsdureabschnitte eines AdV Ubertragen
wurden sowie ein Transgen mit neoplastisch transformierendem Potenzial, sind GVO der
Risikogruppe 2. Es werden rekombinante, replikationsdefekte AdV-Partikel oder replika-
tionsdefekter adenoviraler gutless-Vektorpartikel abgegeben, die ein Gen mit Gefahr-
dungspotenzial Ubertragen kénnen. Beim Umgang mit diesen GVO sind zusatzliche Si-
cherheitsmalRnahmen einzuhalten (siehe Kapitel 6).

Transduktion eukaryotischer Zellen mit adenoviralen Vektorpartikeln

Eukaryotische Zellen der Risikogruppe 1, auf die DNA mithilfe replikationsdefekter
adenoviraler gutless-Vektorpartikel der Risikogruppe 1 Gbertragen wurde, sind GVO der
Risikogruppe 1. Es werden keine replikationsdefekten adenoviralen Vektorpartikel oder
replikationskompetenten Viruspartikel gebildet und abgegeben.

Eukaryotische Zellen der Risikogruppe 1, auf die Nukleinsdureabschnitte mit neoplas-
tisch-transformierendem Potenzial mithilfe replikationsdefekter adenoviraler gutless-Vek-
torpartikel der Risikogruppe 2 Ubertragen wurde, sind nach Abschluss der Transduktion
GVO der Risikogruppe 1, sofern die Zellen nicht mit einem Helfervirus infiziert sind. Es

16



BVL_FO_05_4100_402_V1.6

werden keine replikationsdefekten adenoviralen Vektorpartikel oder replikationskompe-
tenten Viruspartikel gebildet und abgegeben.

Eukaryotische Zellen der Risikogruppe 1, auf die ein Transgen ohne Gefahrdungspoten-
zial oder mit neoplastisch transformierendem Potenzial mithilfe replikationsdefekter a-
denoviraler Vektorpartikel der Risikogruppe 1 oder 2 Gbertragen 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
ausgeschlossen werden kann, dass (i) eine homologe Rekombination mit ggf. in der Zelle
vorliegenden adenoviralen Nukleinsaureabschnitten den Replikationsdefekt aufhebt und
(ii) im Genom der Zellen die adenovirale E1-Region vorliegt. Es werden keine replikati-
onsdefekten adenoviralen Vektorpartikel oder replikationskompetenten Viruspartikel ge-
bildet und abgegeben.

Eukaryotische Zellen der Risikogruppe 1, auf die DNA mithilfe replikationsdefekter
adenoviraler Vektorpartikel der Risikogruppe 1 Gbertragen wurde, bei denen eine Konta-
mination mit replikationskompetenten Viruspartikeln der Risikogruppe 2 nicht auszu-
schlief3en ist, sind auch nach Abschluss der Transduktion GVO der Risikogruppe 2. Gdf.
werden replikationskompetente Viruspartikel der Risikogruppe 2 gebildet und abgege-
ben.

Eukaryotische Zellen der Risikogruppe 2, auf die ein Transgen ohne Gefahrdungspoten-
zial oder mit neoplastisch-transformierendem Potenzial mithilfe adenoviraler Vektorparti-
kel Ubertragen wurde, sind auch nach Abschluss der Transduktion GVO der Risiko-
gruppe 2, da das Gefahrdungspotential der Empfangerorgansimen vollstandig in die Ri-
sikobewertung einbezogen wird.

Hinweise

Sind AdV-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.

Fur den Umgang mit adenoviralen Vektorpartikeln mit Nukleinsaureabschnitten mit neo-
plastisch transformierendem Potenzial wird auf die folgenden allgemeinen Stellungnah-
men der ZKBS hingewiesen:

- Stellungnahme der ZKBS: Vorsichtsmallnahmen beim Umgang mit Nukleinsduren
mit neoplastisch transformierendem Potenzial (Az. 6790-10-01, aktualisiert Dezem-
ber 2016)

- Empfehlung der ZKBS zu adenoviralen und AAV-abgeleiteten replikationsdefekten
Partikeln, die einen Nukleinsdureabschnitt mit neoplastisch transformierendem Po-
tenzial Ubertragen (Az. 6790-10-83, aktualisiert April 2020)

- Stellungnahme der ZKBS — Bewertung von gentechnisch veranderten Organismen,
in die Nukleinsdureabschnitte mit neoplastisch transformierendem Potenzial einge-
fuhrt wurden (Az. 6790-10-36, aktualisiert Februar 2025)

. Versuchstiere aus einer SPF-Haltung, auf die die unter Kapitel 5.3 Punkt 1. und 2. be-

schriebenen transduzierten Zellen Ubertragen wurden, wobei eine Verunreinigung dieser
Zellen mit rcAdV ausgeschlossen werden kann, sind keine GVO und auch nicht in der
Lage, GVO abzugeben. Die Tiere sind auch nicht als Trager von GVO anzusehen.

. Versuchstiere, die mit replikationsdefekten AdV-Partikeln inokuliert wurden, sind keine

GVO. Die Tiere sind jedoch grundséatzlich als Trager von GVO anzusehen, solange die
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Vektorpartikel vorliegen. Auch transduzierte somatische Zellen im Tier sind keine GVO,
da tierische Zellen im Organismus keine Mikroorganismen nach § 3 Nr. 1 Gentechnikge-
setz sind, solange sie nicht in Zellkultur vermehrt werden. Der Zeitraum, in dem infektiose
Vektorpartikel im Tier verbleiben, hangt von mehreren Faktoren ab (z. B. Dosis, Applika-
tionsroute, verwendeter Serotyp, Immunkompetenz des Versuchstieres). Zudem kdnnen
die Tiere die verabreichten Vektorpartikel ggf. wieder abgeben. In diesem Fall sind auch
Einstreu und ggf. mit den Ausscheidungen in Kontakt gekommene Oberflachen als GVO-
kontaminiert anzusehen. Die Risikogruppe der vorliegenden rekombinanten AdV-Vektor-
partikel bestimmt die erforderlichen Sicherheitsmalinahmen.

Wird mithilfe von Daten, gewonnen wie z. B. in [51, 65, 66] oder geeigneter Literatur fur
den Einzelfall oder vergleichbare experimentelle Ansatze belegt, dass das behandelte Tier
nach einer bestimmten Zeit keine AdV-Vektorpartikel mehr abgibt, kann die fir den Voll-
zug des Gentechnikrechts zustandige Landesbehdrde, orientiert an diesen Daten Fristen
festlegen, nach deren Ablauf nicht mehr von einer Abgabe von GVO auszugehen ist. Es
wird zudem auf § 24 Abs. 1 Satz 3 b GenTSV hingewiesen, wonach flissiger und fester
Abfall (z. B. Einstreu) aus Anlagen der Sicherheitsstufe 1 auch ohne Vorbehandlung ent-
sorgt werden kann, wenn er so gering kontaminiert ist, dass schadliche Auswirkungen auf
die Schutzziele des GenTG nicht zu erwarten sind.

Gewebe und Zellen von Versuchstieren, die mit AdV-Vektorpartikeln der Risikogruppe 1
oder 2 inokuliert worden sind, kdnnen Vektorpartikel der Risikogruppe 1 oder 2 enthal-
ten, auch Uber den Nachweis hinaus, dass die Versuchstiere keine Partikel mehr abge-
ben. Fir den Umgang mit entnommenem Gewebe oder Zellen sind MaRnahmen der Si-
cherheitsstufe 1 bzw. 2 erforderlich. Kann mithilfe von Daten, gewonnen wie z. B. in [51,
65, 66], oder geeigneter Literatur fir den Einzelfall oder vergleichbare Systeme belegt
werden, dass in dem betroffenen Gewebe keine Viruspartikel vorliegen, kann die zustan-
dige Landesbehdrde Fristen festlegen, nach denen nicht von der Kontamination mit AdV-
Vektorpartikeln auszugehen ist und ggf. die gentechnischen Arbeiten herabgestuft werden
kann.

Kadaver von Versuchstieren, die mit AdV-Vektorpartikeln der Risikogruppe 1 inokuliert
worden sind, kdnnen gemal § 24 Abs. 1 Nr. 3 GenTSV der Versuchstierentsorgung zu-
gefuhrt werden, ohne sie vorher zu autoklavieren. Es ist davon auszugehen, dass der
Schutz der Rechtsguter nach § 1 Nr. 1 Gentechnikgesetz auch in diesem Fall gewahrleis-
tet ist, da die Tiere keinen aktiven Stoffwechsel betreiben und verbliebene Partikel ohne
Gefahrdungspotenzial sind.

Im Allgemeinen ist davon auszugehen, dass sieben Tage nach der Inokulation von Ver-
suchstieren mit AdV-Vektorpartikeln eine deutliche Abreicherung der Partikel erreicht ist
[51, 65, 66]. Auch Kadaver von Versuchstieren, die mit AdV-Vektorpartikeln der Risiko-
gruppe 2 inokuliert worden sind, kdnnen daher ab diesem Zeitpunkt gemafR § 2 Abs. 2
Satz 2 GenTSV der Versuchstierentsorgung zugefihrt werden, ohne sie vorher zu auto-
klavieren. Arbeiten mit den Kadavern dieser Tiere weisen kein Gefahrdungspotenzial auf,
das Uber das der Sicherheitsstufe 1 hinausgeht, so dass auch dann der Schutz der
Rechtsguter nach § 1 Nr. 1 Gentechnikgesetz gewahrleistet ist.

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