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Stellungnahme der ZKBS zur Einstufung gentechnischer Arbeiten,

bei denen Nukleinsäureabschnitte mit immunmodulierendem Potenzial

in das Genom replikationskompetenter Mikroorganismen inseriert werden

Einleitung

Das Gefährdungspotenzial replikationskompetenter Mikroorganismen (z. B. Viren oder Bakte-
rien) kann durch das Einbringen subgenomischer Nukleinsäureabschnitte, welche in der Lage 
sind das Immunsystem zu modulieren, entscheidend verändert werden. Kodiert das einge-
brachte Transgen einen stimulierenden Immunmodulator, kann dies die Verweildauer des re-
kombinanten Mikroorganismus im Zielorganismus und ggf. die Pathogenität verringern. Aller-
dings könnten dadurch aber auch pathogene Entzündungsreaktionen verstärkt werden. An-
derseits kann ein Immunsuppressor als Transgen die Überlebensrate und die Pathogenität des 
Mikroorganismus erhöhen. Die Veränderung des Gefährdungspotenzials kann allerdings nicht 
für jeden eingebrachten Immunmodulator pauschal vorausgesagt werden, sondern muss im 
Kontext der jeweiligen Pathogenitätsmechanismen der Empfängerorganismen und der spezifi-
schen Wirkung des Transgens bestimmt werden.

Die übertragenen Transgene können für verschiedene Arten immunmodulierender Proteine 
oder nicht-kodierender Nukleinsäuren kodieren, die im Folgenden vorgestellt werden:

Zytokine

Zytokine regulieren vor allem die Proliferation und Differenzierung ihrer Zielzellen. Zu ihnen 
zählen Interferone, Interleukine, koloniestimulierende Faktoren, Tumornekrosefaktoren und 
Chemokine. Gegenwärtig ist eine große Anzahl dieser immunmodulierenden Proteine bekannt 
[1]. 

Zytokine haben häufig eine stimulierende Wirkung auf das Immunsystem, wie z. B. das Inter-
leukin-2 (IL-2), welches Lymphozyten aktiviert [2]. Es gibt jedoch auch Zytokine mit immunsup-
primierender Wirkung, wie z. B. das anti-inflammatorische IL-10, welches die T-Zell-Proliferati-
on und die Bildung anderer Zytokine hemmt [3]. Überdies wirken manche Zytokine wie z. B. 
IL-6 auch pleiotrop, d. h. ein solches Zytokin kann in Abhängigkeit von der Zielzelle unter-
schiedliche, teils sogar gegenläufige Auswirkungen auf verschiedene Prozesse des Immun-
systems haben [4–6]. So wirkt IL-6 stimulierend auf die Aktivierung, die Vermehrung und die 
Differenzierung von T-Zellen (pro-inflammatorisch) aber es unterdrückt auf der anderen Seite 
auch die Bildung von IL-1 und TNF (anti-inflammatorisch) [6]. 

1 ehemaliges Aktenzeichen: 6790-03-05
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Darüber hinaus ist für die Auswirkung entscheidend, in welchem Kontext ein Zytokin exprimiert 
wird. So kann die Verabreichung von Tumorzellen, die das Gen il-4 exprimieren, eine systemi-
sche T-Zell-abhängige Immunantwort gegen die Tumorzellen hervorrufen [7]. Im Rahmen ei-
ner Studie von Jackson et al. wurde jedoch festgestellt, dass IL-4 die zelluläre Immunantwort 
gegen das Orthopoxvirus ectromelia (früher Ectromelia virus, ECTV) entscheidend unterdrü-
cken kann [8]. Nach Infektion von Mäusen mit einem rekombinanten, replikationskompetenten 
ECTV, in dessen Genom das murine il-4-Gen inseriert worden war, wurde eine bestehende 
Immunität unterlaufen [8]. Die mit diesem rekombinanten ECTV infizierten Mäuse verstarben, 
während Mäuse, die mit einem entsprechenden Kontrollvirus infiziert wurden, die Infektion 
überlebten. Durch die Insertion des murinen il-4-Gens erhöhte sich das Gefährdungspotenzial 
von ECTV somit deutlich.

Ein weiteres Beispiel für eine Erhöhung des Gefährdungspotenzials ist die Infektion von Mäu-
sen mit einem eigentlich attenuierten Lyssavirus rabies-Stamm, in dessen Genom das Gen für 
das Chemokin IP-10 (CXCL10) integriert worden war. Dies führte zu starker Gewichtsabnah-
me, neurologischen Ausfällen und zum Tod von drei von zehn der Versuchstiere, während die 
Infektion mit dem Ausgangsstamm nur zu geringen Gewichtsverlusten und vorübergehenden 
Symptomen wie gesträubtem Fell bei einem von zehn Versuchstieren führte [9].

Antikörper und Antikörperfragmente

Antikörper sind integrale Bestandteile der adaptiven Immunantwort und wirken an verschiede-
nen Prozessen mit. So binden sie spezifisch die Epitope von Antigenen und blockieren diese 
(Neutralisierung), markieren Erreger zur Eliminierung durch Phagozyten (Opsonierung) und 
aktivieren das Komplementsystem sowie Immunzellen wie Natürliche Killerzellen (zelluläre 
Zytotoxizität). Rekombinant exprimierte Antikörper können, abhängig von den Ansprüchen an 
ihre Funktion oder ihren Aufbau, neben vollständigen Antikörpern auch Antikörperfragmente 
wie Fab-Fragmente, variable Einzelkettenfragmente (single chain variable fragment,  scFv), 
Einzelkettenantikörper (Nanobodies) oder davon abgeleitete Fragmente wie monobodies oder 
bispecific T-cell-engagers (BiTEs) umfassen. Inwieweit die kodierten Genprodukte das Immun-
system modulieren können, hängt dabei von ihrer Zielerkennungsstruktur ab. Sollen die Anti-
körper oder deren Fragmente bestimmte Epitope (z. B. bei exprimierten Tumorantigenen) bin-
den, handelt es sich nicht pauschal um eine Immunmodulierung, da dies eine natürliche Funkti-
on des Immunsystems darstellt. Sind die Antikörper(fragmente) allerdings gegen regulatori-
sche oder funktionelle Komponenten des Immunsystems gerichtet und haben das Ziel, diese 
zu blockieren oder zu inhibieren, ist von einer immunmodulatorischen Wirkung auszugehen. 
So bestehen z. B. BiTEs aus zwei scFv-Fragmenten, welche untereinander mit einer Peptid-
brücke verbunden sind. Ein Fragment ist spezifisch für ein Antigen, während das zweite Frag-
ment spezifische Oberflächenmoleküle von T-Zellen, wie den T-Zell-Rezeptor, bindet. In der 
Folge werden T-Zelle und Antigen-präsentierende Zelle in räumliche Nähe zueinander ge-
bracht und eine T-Zell-vermittelte Immunreaktion ausgelöst [10]. So bindet z. B. der in der Eu-
ropäischen Union (EU) als Blincyto® zur Behandlung der akuten lymphatischen Leukämie 
(ALL) zugelassene BiTE Blinatumomab das Oberflächenmolekül cluster of differentiation 19 
(CD19) auf B-Zellen und gleichzeitig CD3 auf T-Zellen [11]. Weitere Ziele können auch Immun-
checkpoints oder deren Inhibitoren darstellen, welche selbst das Immunsystem regulieren, 
also pro- oder anti-inflammatorische Wirkung haben. Ein bekanntes Beispiel ist das auf B- und 
T-Zellen exprimierte Oberflächenprotein Programmed cell death protein 1 (PD-1) bzw. dessen 
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Ligand PD-L1. Eine Bindung von PD-L1 an PD-1 führt dazu, dass die Aktivierung und Prolifera-
tion der Immunzellen gehemmt wird. Der in der EU als Tecentriq® zur Behandlung von diver-
sen Tumorarten zugelassene monoklonale Antikörper Atezolizumab bindet PD-L1 und verhin-
dert so eine Bindung an PD-1. In der Folge wird eine verstärkte Immunreaktion gegen die Tu-
morzellen ausgelöst [12]. Bekannte Nebenwirkungen sind sowohl bei BiTEs als auch bei mo-
noklonalen Antikörpern das cytokine release syndrome (CRS) und das Immuneffektorzell-as-
soziierte Neurotoxizitätssyndrom (ICANS) [13, 14]. Aufgrund des Auftretens dieser teilweise 
schwerwiegenden Toxizitäten [15, 16] kann im Kontext eines replikationskompetenten Mikro-
organismus eine Erhöhung des Gefährdungspotenzials nicht ausgeschlossen werden.

Antigene, Superantigene und antimikrobielle Peptide

Antigene (z. B. kleine Proteinfragmente oder kryptische Peptide), welche in das Genom von 
replikationskompetenten Mikroorganismen zur Expression inseriert wurden, können über meh-
rere Wege mit dem Immunsystem interagieren. Bei intrazellulär replizierenden Mikroorganis-
men führt die Prozessierung der exprimierten Peptide zur Präsentation von Antigenen durch 
den major histocompatibility complex I (MHC-I) [1]. MHC-I ist ubiquitär auf allen Zellen vorhan-
den und Teil der Strategie des Immunsystems gegen intrazellulär replizierende Erreger. Über 
die Bindung zytotoxischer CD8+-T-Zellen an die mit Antigenen beladenen MHC-I-Moleküle 
wird das Immunsystem aktiviert, so dass die antigenpräsentierende und vom Mikroorganismus 
infizierte Zelle eliminiert wird. Extrazellulär replizierende Organismen oder Teile davon werden 
in der Regel durch antigenpräsentierende Zellen (APC, wie z. B. dendritische Zellen, Makro-
phagen, B-Zellen) mittels Endozytose, Phagozytose oder Pinozytose in die Zellen aufgenom-
men und in Endosomen/Lysosomen neutralisiert [1]. Die dabei entstehenden kleinen Protein-
fragmente des Mikroorganismus einschließlich der exprimierten Fremdproteine werden als 
Antigene der Beladung von MHC-II-Molekülen zugeführt, welche anschließend auf der Ober-
fläche der APC präsentiert werden. Erkennt eine CD4+-T-Zelle das Antigen, differenziert und 
expandiert sie nachfolgend klonal z. B. zu einer T-Helferzelle (TH1 oder TH2) und ist u. a. durch 
die Produktion von Zytokinen in der Lage, eine stimulierende zellvermittelte oder humorale 
Immunantwort auszulösen.

Die Präsentation der exprimierten kleinen Proteinfragmente oder kryptischen Peptide als Anti-
gene via MHC-I und MHC-II führt zu einer Aktivierung des Immunsystems, die sich spezifisch 
gegen die Peptid-präsentierenden Zellen richtet. Ggf. ist dies mit einer Immunmodulation ver-
bunden, die jedoch spezifisch für das jeweilige Epitop ist und keine pleiotrope Wirkung hat. Es 
kann davon ausgegangen werden, dass die exprimierten Antigene keine weiteren Auswirkun-
gen auf die Immunantwort haben. Demzufolge kommt es nicht zur Erhöhung des Gefähr-
dungspotenzials des replikationskompetenten Mikroorganismus.

Im Gegensatz dazu können sog. Superantigene unabhängig von der Prozessierung durch anti-
genpräsentierende Zellen zu einer Überaktivierung von T-Zellen führen, die sich dann polyklo-
nal vermehren und unkontrolliert Zytokine abgeben. In der Folge kann es zu einem toxischen 
Schock kommen [17]. Dabei bildet das Superantigen durch unspezifische Bindung an MHC-II-
Moleküle und T-Zell-Rezeptoren eine Brücke zwischen Immunzellen. Beispiele für diese nicht-
glykosylierten Proteine sind die von Staphylococcus aureus produzierten Staphylococcus-En-
terotoxine (SE) und das toxic shock syndrome toxin-1 (TSST-1) sowie die von Streptococcos 
pyogenes produzierten streptococcus pyrogenic exotoxin A und C (SPEA and SPEC) und das 
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streptococcal mitogenic exotoxin Z (SMEZ). Auch wenn die meisten Superantigene von Bakte-
rien gebildet werden, wird das Vorkommen viraler Superantigene diskutiert, z. B. bei HIV und 
dem Betaretrovirus murmamtum (früher Maus-Mammatumorvirus, MMTV) [18, 19]. Bei repli-
kationskompetenten Mikroorganismen, in deren Genom Nukleinsäureabschnitte inseriert wur-
den, die für Superantigene kodieren, kann eine Erhöhung des Gefährdungspotenzials nicht 
ausgeschlossen werden. 

Weitere Peptide, für die eine immunmodulierenden Wirkung nachgewiesen wurde, stellen die 
antimikrobiellen Peptide oder auch host defense peptides (HDPs) dar [20]. Diese zwischen 10 
und 50 Aminosäureresten langen Peptide kommen sowohl bei pro- als auch bei eukaryoti-
schen Organismen vor und sind bei Tieren Teil der angeborenen Immunantwort. Beim Men-
schen sind u. a. Defensine, Cathelicidine und Histatine bekannt, welche die Differenzierung 
dendritischer Zellen, die Rekrutierung von phagozytierenden Makrophagen und Mastzellen, 
die Sekretion anti-inflammatorischer Zytokine, die Wundheilung, die Apoptose sowie die Sup-
pression pro-inflammatorischer Zytokine beeinflussen [21]. HDPs zeigen Wirkung u. a. gegen 
virale, bakterielle und Pilzerreger sowie Parasiten [22]. Der Einfluss von HDPs in der Tumor-
biologie ist bisher nicht komplett aufgeklärt [23] und vereinzelt wird auch ein stimulierender 
Effekt durch Defensine bei Tumorwachstum und -invasion diskutiert [24].  Bei replikationskom-
petenten Mikroorganismen, in deren Genom Nukleinsäureabschnitte inseriert wurden, die für 
HDPs kodieren, kann eine Erhöhung des Gefährdungspotenzials nicht  vollständig ausge-
schlossen werden.

Immunmodulierende Genprodukte von Pathogenen

Im Laufe der Evolution haben sich bei einigen Krankheitserregern Gene entwickelt, die das 
Immunsystem des Wirtes modulieren, um eine Immunevasion zu erreichen. Strategien der 
Immunevasion sind hierbei u. a. die Inhibierung der humoralen Immunantwort, die Unterdrü-
ckung der Interferonantwort, die Inhibierung und Modulierung von Zytokinen und Chemokinen, 
die Verhinderung der Apoptose sowie die Evasion vor Immunzellen und die Veränderung der 
MHC-Funktion [25]. Die Mastadenoviren z. B. nutzen verschiedene dieser Strategien: So wir-
ken verschiedene Genprodukte der E1A-, E1B- und E3-Regionen immunmodulierend durch 
Hemmung der Interferonantwort, Inhibierung der TNF-vermittelten Apoptose und Herabregu-
lierung der Expression von MHC-I-Proteinen [26]. Andere virale Genprodukte (von z. B. LCMV, 
HBV, HCV, HIV) wirken dagegen auf die Expressionsregulation von IL-10 oder PD-L1 [27]. 
Weiterhin können Krankheitserreger auch immunmodulierende Proteine exprimieren, welche 
Zytokinen des Wirtes ähneln oder direkt von diesen im Laufe der Evolution übernommen wur-
den. So exprimieren z. B. Vertreter der Familie Herpesviridae Orthologe des IL-10 um das Im-
munsystem des Wirts zu unterdrücken [28]. Für replikationskompetente Mikroorganismen in 
deren Genom Nukleinsäureabschnitte für immunmodulierende Genprodukte von Pathogenen 
inseriert wurden, kann ein höheres Gefährdungspotenzial nicht ausgeschlossen werden, da sie 
ggf. schlechter durch das Immunsystem eliminiert werden können.

Nicht-kodierende Nukleinsäuren

Kurze nicht-kodierende Nukleinsäuren, wie small hairpin oder  small interfering RNAs (shR-
NAs, siRNAs) können ebenfalls das Immunsystem beeinflussen, wenn sie gegen Gene für 
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regulatorische oder funktionelle Komponenten des Immunsystems gerichtet sind. Die sh- und 
siRNAs interagieren über den Vorgang der RNA-Interferenz (RNAi) mit der transkribierten 
mRNA eines Zielgens. In der Folge wird die Expression der entsprechenden Genprodukte her-
unterreguliert oder komplett ausgeschaltet. Die Wirkung von nicht-kodierenden Nukleinsäuren 
kann nicht pauschal abgeschätzt werden und ist u. a. abhängig vom Zielgen, der Funktion des 
Genprodukts im Kontext des Immunsystems und dem erzielten Ausmaß der Inhibierung. An-
wendung finden nicht-kodierende Nukleinsäuren z. B. in der Tumortherapie, wobei onkolyti-
sche Viren zusätzlich eine shRNA gegen einen Immun-checkpoint exprimieren können [29, 30] 
oder in der anti-inflammatorischen Immuntherapie, wobei z. B. shRNAs gegen CD40 expri-
miert durch  Sacchromyces cerevisiae zur Behandlung von Autoimmunerkrankungen unter-
sucht werden [31].

Empfehlung

Für  gentechnische Arbeiten,  bei  denen  Nukleinsäureabschnitte  mit  immunmodulierendem 
Potenzial durch replikationskompetente Mikroorganismen exprimiert werden, kann eine Aus-
sage über die Wirkungsweise dieser Expressionsprodukte nicht nach allgemeinen Kriterien, 
sondern nur für den jeweiligen Einzelfall getroffen werden. Diese Arbeiten sind somit grund-
sätzlich als nicht vergleichbar im Sinne des Gentechnikgesetzes anzusehen (Ausnahmen sie-
he unten). 

Somit  ist  eine Einzelfallbewertung gentechnischer  Arbeiten,  bei  welchen  Nukleinsäureab-
schnitte mit immunmodulierendem Potenzial in das Genom replikationskompetenter Mikroor-
ganismen inseriert werden, durch die ZKBS grundsätzlich erforderlich.

Zusammenfassend sind dies Nukleinsäureabschnitte für:

 Zytokine

 Antikörper und Antikörperfragmente (inkl. mono- oder nanobodies) gerichtet gegen regula
torische oder funktionelle Komponenten des Immunsystems (z. B. Immun-checkpoints, 
Immunrezeptoren)

 Peptide mit immunmodulierender Wirkung (z. B. Superantigene)

 immunmodulierende Genprodukte von Pathogenen

 nicht-kodierende Nukleinsäuren gerichtet gegen regulatorische oder funktionelle Kompo-
nenten des Immunsystems, mit dem Ziel diese herunterzuregulieren oder auszuschalten

Die Liste erhebt keinen Anspruch auf Vollständigkeit.

In folgenden Fällen ist eine Einzelfallbewertung durch die ZKBS nicht erforderlich:

1. Es werden Empfängerorganismen verwendet, die kein Gefährdungspotenzial für Men-
schen und Tiere aufweisen und Menschen und Tiere nicht dauerhaft besiedeln oder infizie-
ren können.

2. Es werden Kombinationen von Empfängerorganismen und Nukleinsäureabschnitte mit 
immunmodulierendem Potenzial verwendet, die bereits durch die ZKBS bewertet wurden 
(z. B. Übertragung des Gens für das humane Protein TRAIL auf Mastadenovirus caesari).
Eine entsprechende Liste bereits bewerteter Kombinationen steht auf der ZKBS-Homepa-
ge zur Verfügung.

https://zkbs-online.de/datenbanken/immunmodulatoren
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3. Es werden subgenomische Nukleinsäureabschnitte übertragen, welche für Antikörper, 
Antikörperfragmente,  mono- oder  nanobodies kodieren, die  nicht gegen regulatorische 
Bestandteile des Immunsystems gerichtet sind, um diese zu blockieren oder zu inhibieren.

4. Es werden subgenomische Nukleinsäureabschnitte  übertragen,  welche für  Proteinfra-
gmente oder kryptische Peptide kodieren, die als Antigene eine spezifische, gegen diese 
Proteinfragmente oder kryptischen Peptide gerichtete Immunantwort auslösen und bei 
denen es sich nicht um Superantigene handelt.

Die gegenwärtige Datenlage erlaubt es nicht, eine abschließende Liste der Nukleinsäureab-
schnitte mit immunmodulierendem Potenzial zu erstellen, die keine Einzelfallprüfung erfordern.
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