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Stellungnahme der ZKBS zur Risikobewertung von gentechnischen Arbeiten

zur Expression von Prion-Proteinen

1 Einfuhrung

Der Begriff ,,Prion” (von proteinaceous infectious particle) bezeichnet kleine infektiése Protein-
partikel [1]. Er wurde gepragt in den 80er Jahren des 20ten Jahrhunderts fur den Ausléser der
Erkrankung Scrapie bei Schafen, die durch die Ablagerung von fehlgefalteten Formen des
Prion-Proteins (PrP) im Gehirn verursacht wird. PrP in ihrer fehlgefalteten Form werden als
Scrapie-PrP (PrP>°) im Gegensatz zu PrP in ihrer nicht-pathologischen, zellularen Form (PrP¢)
bezeichnet. Die Ablagerung von PrPS¢im Gehirn fiihrt zu einer spongiformen Enzephalopathie,
die sich beim Schaf in Verhaltens- und Gangstérungen sowie starkem Juckreiz auRert. PrPSc
kénnen die Fehlfaltung anderer PrP€ zu PrPs¢ induzieren und wie infektiose Agenzien wirken.
Ahnliche transmissible spongiforme Enzephalopathien (TSE), die ebenfalls auf Fehlfaltungen
von PrP beruhen, sind auch bei anderen Saugetieren bekannt, wie die Bovine spongiforme
Enzephalopathie (BSE) beim Rind, die chronic wasting disease (CWD) bei Hirschartigen, die
Feline spongiforme Enzephalopathie (FSE) bei Katzen, die transmissible mink encephalopathy
(TME) bei Nerzen und verschiedene Formen der Creutzfeldt-Jakob-Erkrankung (CJD), der fa-
tal familial insomnia (FFI), des Gerstmann-Straussler-Scheinker-Syndroms (GSS) oder der Er-
krankung Kuru beim Menschen. Auch bei diesen Erkrankungen wird das PrP in seiner krank-
heitsverursachenden, fehlgefalteten Form als PrPS¢ bezeichnet. Prion-Erkrankungen beim
Menschen kdnnen sporadisch auftreten aufgrund der spontanen Bildung von fehlgefalteten
PrPs¢ (wie bei sCJD), erblich bedingt sein (wie bei fCJD) oder auf Infektionen zurtickgehen
(wie bei vCJID). Auch Gewebe aus neuropathologischen Lasionen sporadisch oder erblich be-
dingter TSE-Falle ist Ublicherweise infektids. Prion-Erkrankungen schreiten nach dem Auftre-
ten erster Symptome ublicherweise rasch voran und sind immer todlich.

Das humane PrP ist ein Glykoprotein, das durch das Gen PRNP kodiert wird und 253 Amino-
sauren (AS) umfasst. Das unreife PrP besteht aus einem N-terminalen Signalpeptid (AS 1 —
22), einer globularen Domane mit drei a-Helices und einem kurzen Abschnitt mit antiparalleler
B-Faltblatt-Struktur sowie einem C-terminalen Signalpeptid (AS 231 — 253) fiir die Verankerung
des Glykosylphosphatidylinositol-Ankers (GPI-Anker) in der Zellmembran. AuRerdem befindet
sich im N-terminalen Teil der globularen Doméane (AS 51 — 91) eine Region von Oktapeptid-
repeats. Im PrPS¢ wird die Konformation der globularen Doméne durch B-Faltblatter bestimmt.
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Diese Fehlfaltung fuhrt zur Konformationsanderung weiterer PrP¢ und der Bildung von Proto-
fibrillen, aus denen Amyloidfibrillen gebildet werden, die sich im Nervengewebe ablagern.
PrPS¢ sind Protease-resistent und sehr widerstandsfahig gegentiber den meisten physikali-
schen und chemischen Methoden zur Inaktivierung von Krankheitserregern.

Es sind jeweils eine oder mehrere Punktmutationen bekannt, die den Ausbruch von CJD, GSS
oder FFI beginstigen. Das Fehlen oder die Insertion zusatzlicher Oktapeptid-repeats kann
ebenfalls die Wahrscheinlichkeit von PrP-Erkrankungen erhdéhen. Auch die Verkiirzung des
Proteins kann dazu fuhren, dass sich die Wahrscheinlichkeit erhoht, dass das PrP¢ zu einer
pathogenen Form konvertiert. Es wurde gezeigt, dass die Stabilitat von PrP¢ mit verkirztem
C-Terminus (Abbruch an AS 224, 225, 226, 227 oder 228) geringer ist und dass sie nach
Denaturierung und Schitteln bei hohen Drehzahlen mit groRerer Wahrscheinlichkeit zu Amy-
loid-Fibrillen konvertierten [2].

Hinweis:

Neben Erkrankungen, die von der Ablagerung von fehlgefalteten PrPS¢ hervorgerufen werden,
existieren weitere neurodegenerative Erkrankungen, fir die ein Zusammenhang mit Ablage-
rungen fehlgefalteter Proteine untersucht wird. Beispiele hierfiir sind die Parkinson-Erkran-
kung, die mit Ablagerungen des Proteins a-Synuclein in Verbindung gebracht wird, und die
Alzheimer-Erkrankung, bei der ein Zusammenhang mit Aggregaten des Tau-Proteins vermutet
wird. Die vorliegende ZKBS-Stellungnahme beschrankt sich auf Empfehlungen zu gentechni-
schen Arbeiten zur Klonierung und Expression von PrP und PrP-Varianten.

1.1 Ubertragung von PrP-Erkrankungen

TSE werden durch orale Aufnahme von PrP5¢ ausgel6st. Dies ist z. B. bei Kuru, BSE und vCJD
erwiesen [3-5]. Daneben erfolgten Infektionen aber auch durch intravenése und intraperitone-
ale Injektion, Spritzer ins Auge, Hornhaut- oder Dura-Mater-Transplantationen, die Verwen-
dung von PrPsc-kontaminierten Instrumenten in der Neurochirurgie, Wurzelkanalbehandlun-
gen, intraokulare Injektion und Transfusion von kontaminierten Blutprodukten [6-11]. CWD
wird direkt von Tier zu Tier Ubertragen wie z. B. durch den Kontakt mit PrPS¢-kontaminierten
Ausscheidungen (Blut, Speichel, Urin, Milch) anderer Tiere [12, 13]. Auch infizierte, klinisch
kranke Mause und Hamster scheiden PrP*¢ (iber den Kot bzw. Korperflissigkeiten aus [14,
15]. In Versuchen mit Mausen wurde eine Scrapie-ahnliche Erkrankung durch die Vernebelung
bzw. Inhalation von Hirnhomogenat klinisch kranker Mause hervorgerufen [16]. Auch fir CWD
wird diskutiert, dass die Erkrankung ggf. Uber Aerosole tbertragen wird [17].

Im Zusammenhang mit Tatigkeiten im Labor ist ein vCJD-Fall nach einer Stichverletzung beim
Umgang mit dem Hirnmaterial transgener Mause dokumentiert, die das humane PrP expri-
mierten und mit BSE-Material infiziert worden waren [18]. Bei einem weiteren Labor-assoziier-
ten vCJD-Fall, bei dem mit BSE-infiziertem und humanem vCJD-Hirnmaterial gearbeitet
wurde, ist die Infektionsroute unklar [19].

Generell ist eine Ubertragung tiber Spezies-Grenzen hinweg nicht ausgeschlossen (z. B. bei
BSE), aber weniger wahrscheinlich als zwischen Individuen der gleichen Spezies. Dies geht
wahrscheinlich auf Unterschiede in der PrP-Aminosauresequenz und damit der Konformation
der PrP zurick [20, 21].



Die Inkubationszeit von TSE-Erkrankungen betragt mehrere Jahre bis Jahrzehnte. Im Fall der
Labor-assoziierten Infektion traten erste Krankheitssymptome 7,5 Jahre nach dem wabhr-
scheinlichen Infektionszeitpunkt auf [18].

1.2 Nicht-infektiose PrP-Varianten

Neben den infektiosen Prion-Erkrankungen wie BSE, vCJD und Scrapie existieren auch nicht-
infektidse Prion-Erkrankungen. Diese werden ebenfalls durch die Ablagerung von PrP-Aggre-
gaten ausgeldst, sind jedoch ausschlie3lich durch eine erbliche Disposition bedingt. Sie wer-
den nicht zwischen verschiedenen Individuen Ubertragen.

Ein Beispiel fur eine PrP-Variante, die eine solche Erkrankung auslost, ist die PrP-Variante
Y163X, die auf den Austausch eines Tyrosinkodons an Position 163 des Proteins gegen ein
Stopp-Kodon zuriickgeht. Aufgrund dessen fehlt dem PrP der GPI-Anker zur Verankerung des
PrP in der Zellmembran. Beim Menschen verursacht diese PrP-Variante eine genetisch be-
dingte, degenerative Neuropathologie, deren frihe Symptome Durchfall und sensorische Ein-
schrénkungen sind. In den spateren Phasen der Erkrankung mehren sich kognitive Einschran-
kungen und epileptische Anfalle. Nach dem Tod der Erkrankten wurden PrP-Ablagerungen
nicht nur im Gehirn, sondern auch in peripheren Organen wie dem Zwdlffingerdarm, der Leber,
der Lunge, der Niere und in BlutgeféaRen und Nervenbahnen des Riickenmarks nachgewiesen,
was fur andere PrP-Erkrankungen untypisch ist. Transgenen Mausen (n = 24), die das humane
PRNP-Gen exprimieren und deren murines PRNP-Ortholog deletiert ist, wurde Hirnmaterial
eines erkrankten Verstorbenen mit der PrP-Variante Y163X intrazerebral injiziert. Die Mause
erkrankten im Beobachtungszeitraum von 600 Tagen nicht und wiesen keine Prion-Ablage-
rungen im Gehirn auf. Es handelt sich demnach mit groRer Wahrscheinlichkeit um eine nicht-
infektiose Prionerkrankung [22].

1.3 Methoden zum Nachweis des Fehlfaltungspotentials von PrP

Das Auslosen der Umfaltung anderer PrP durch ein fehlgefaltetes PrP wird als seeding be-
zeichnet. Die Infektion von Versuchstieren mit infektiosem Material zur Untersuchung des see-
ding-Potentials bestimmter PrP-Varianten stellt eine vergleichsweise aufwéndige Methode
dar, u. a. weil die Inkubationszeit der TSE-Erkrankungen sehr lang ist. Das seeding-Potential
kann jedoch auch mit in vitro-Methoden untersucht werden, wie der quantitativen Detektion mit
hochsensitiven Zelllinien [23, 24]. Die sensitivsten in vitro-Methoden stellen die protein misfol-
ding cyclic amplification (PMCA) und die real-time quaking-induced conversion (RT-QuIC) dar.
Bei der PMCA wechseln sich Inkubations- und Ultraschallzyklen ab, wobei das Ausgangsma-
terial Hirngewebe oder Rickenmarksflissigkeit ist [25]. Die RT-QuIC ist methodisch &hnlich,
wobei statt der Ultraschallzyklen Schittelzyklen durchgefuihrt werden. Beide Methoden sind
ausreichend sensitiv, um die seeding-Aktivitat von PrPS¢ in Blutplasma, Gehirnflissigkeit und
Nasenausscheidungen nachzuweisen [26].



1.4 Inaktivierung von Prpsc

PrP*¢ sind gegenuber klassischen Desinfektionsmitteln bzw. -methoden sehr widerstandsfa-
hig. Zu ihrer vollstandigen Inaktivierung ist es erforderlich, thermische, chemische oder Kom-
binationen aus thermischen und chemischen Inaktivierungsverfahren anzuwenden.

Die Verbrennung wird als sicherste Methode zur Vernichtung von kontaminierten Abféllen be-
trachtet. AuBerdem konnen PrPS¢ durch Autoklavieren bei einer von 121 °C auf 134 °C erhoh-
ten Temperatur bei einem Druck von mind. 3 bar und einer von 20 min auf 30 bis 60 min
verlangerten Haltezeit inaktiviert werden [27].

Die Inaktivierung durch den Zusatz von Chemikalien kann durch Behandlung mit Detergenzien
und Essigsaure, mit H.O>-Dampf oder -Gasplasma sowie Radiofrequenz-Gas-Plasma erfol-
gen. AuRRerdem werden PrPs¢ durch Guanidinthiocyanat (> 3 M), Peressigsaure (0,2 %) und
einer Mischung von Natriumdodecylsulfat (SDS) und Essigsaure (2 % + 1 %) inaktiviert (zu-
sammengefasst in [28]).

Zu den geeigneten Kombinationsverfahren gehért die Behandlung in hochkonzentrierter Nat-
riumhydroxid- oder Natriumhypochloritlésung gefolgt von Autoklavieren bei 121 °C fir 30 min
[29]. Alkalische Hydrolyse unter hohem Druck und hoher Temperatur (in sog. Digestern) ist
ebenfalls wirksam [30, 31]. Bei den angewandten Kombinationsverfahren ist zu beachten,
dass die Verfahren aufgrund der hohen Salzkonzentrationen ggf. stark korrosiv auf die Ober-
flachen der verwendeten Gerate wirken kénnen.

2 Empfehlungen

2.1 Bewertung gentechnischer Arbeiten zur Klonierung und Expression von unveran-
derten PRNP-Genen

Die Klonierung und Expression von Nukleinsdureabschnitten, die fur unveranderte PrP kodie-
ren, ist eine gentechnische Arbeit der Sicherheitsstufe 1, da das unveranderte PRNP-Gen
ein zellulares Gen ohne Gefahrdungspotential ist.

Varianten ohne N- oder C-terminale Signalsequenzen (reife Form des PrP) oder Varianten mit
Epitop-tags oder GFP-Fusionen, deren fur das reife PrP kodierende Nukleinsduresequenz
nicht verandert ist, werden wie unverdnderte bzw. nicht-mutierte PrP bewertet. Es ist nicht
davon auszugehen, dass die Fusion mit Epitopen oder anderen Proteinen grundséatzlich das
seeding-Potential erhéht. Es wurde gezeigt, dass transgene Mause, die PrP exprimieren, die
mit einem myc-Epitop fusioniert sind, keine lokomotorischen Auffalligkeiten zeigen und auch
ansonsten wahrend einer Beobachtungszeit von mehr als zwei Jahren klinisch unauffallig sind
[32]. Maus-PrP fusioniert mit dem EGFP-Protein (PrP-EGFP) konvertierte nach Infektion der
Mause mit Maus-PrP>¢ nicht zu PrPS¢-EGFP, vermutlich weil das mit 238 AS vergleichsweise
grol3e GFP eine starre Struktur hat, die die Konversion verhindert [33].



2.2 Bewertung gentechnischer Arbeiten zur Klonierung und Expression von mutier-
ten PRNP-Genen

In der européischen Richtlinie 2000/54/EG Uber den Schutz der Arbeitnehmer gegen Geféahr-
dung durch biologische Arbeitsstoffe bei der Arbeit (zuletzt aktualisiert durch die Richtlinie
2019/1833 vom 24. Oktober 2019 zur Anderung der Anhange I, lll, V und VI der Richtlinie
2000/54/EG) werden die ,Agenzien“ der CJD (einschlie3lich vCJID-Variante), der BSE und an-
derer verwandter tierischer TSE, der GSS und der Kuru der Risikogruppe 3** zugeordnet.
Das Agens der Traberkrankheit (Scrapie) wird der Risikogruppe 2 zugeordnet. Der Begriff
~Agens* bezieht sich dabei auf die jeweiligen PrPsc.

Fur die erstmals in den spaten 1960er Jahren in Nordamerika beschriebene Erkrankung CWD
ist noch nicht vollstandig geklart, ob sie auf den Menschen lbertragbar ist. Javaneraffen konn-
ten weder oral noch intrazerebral mit CWD infiziert werden [34]. Fruhere Berichte zeigten, dass
transgene Mause, die das humane PRNP-Gen exprimierten, im Gegensatz zu transgenen
Mausen mit dem Wapiti-Priongen, nicht empfanglich fiur CWD waren [35-37]. Es wurde jedoch
in PMCA-assays gezeigt, dass Hirnhomogenat aus CWD-kranken Tieren die Fehlfaltung hu-
maner PrP€ zu PrPS¢ auslosen kann [38, 39], und dass die intrazerebrale Verabreichung dieser
PrPS¢ in transgene Mause mit humanem PRNP-Gen eine neurodegenerative Erkrankung aus-
I6st [38, 39]. Neuere Untersuchungen zeigen auch, dass transgene Mause mit humanem
PRNP-Gen nach intrazerebraler Verabreichung von Hirnhomogenat CWD-kranker Weil3we-
delhirsche neurodegenerative Symptome zeigten. Nach der Verabreichung des Hirnhomo-
genats einer erkrankten Maus zeigten sowohl weitere Mause mit humanem PRNP-Gen als
auch Rotelmause die gleiche Pathologie. Nicht nur Hirn-, sondern auch Fazeshomogenate
enthielten infektiose PrP. Dies wurde durch dadurch belegt, dass Fazeshomogenate verschie-
dener Mause seeding-Aktivitat im RT-QulC-assay zeigten und dass sowohl Mause als auch
Roételmause nach intrazerebraler Inokulation von Fazeshomogenat erkrankten. Wie CWD-
kranke Tiere scheiden also auch diese Versuchstiere infektiose PrPS¢ aus [40]. Eine Infektio-
sitat fir den Menschen ist in Anbetracht der vorliegenden Ergebnisse und auch in Anbetracht
der ggf. jahrzehntelangen Inkubationszeit nicht auszuschlielen. Daher werden infektitse
CWD-PrpPs¢ genauso wie andere fur den Menschen infektiose TSE-Agenzien vorsorglich der
Risikogruppe 3** zugeordnet.

Bestimmte PrP-Sequenzvarianten haben eine erhéhte Wahrscheinlichkeit, inre Konformation
zu infektiosen PrPS¢ zu verandern. Dies verdeutlichen z. B. die erblich bedingten TSE-Erkran-
kungen, die auf einzelnen Aminosaureaustauschen beruhen. Aus diesem Grund ist das Ge-
fahrdungspotential gentechnischer Arbeiten zur Expression solcher PrP im Vergleich zur Ex-
pression unveranderter PrP grundsatzlich erhoht. Das Gefahrdungspotential gentechnischer
Arbeiten zur Expression von mutierten PrP wird durch den Spenderorganismus des PrP und
die Wahrscheinlichkeit bestimmt, dass GVO mit mutierten PRNP-Genen den Menschen be-
siedeln oder infizieren kénnen.

Nicht alle Mutationen erhéhen jedoch die Wahrscheinlichkeit einer Fehlfaltung von PrP¢ zu
PrPsc. Die Wahrscheinlichkeit der Induktion einer Fehlfaltung kann im Tiermodell durch intra-
zerebrale Injektion oder durch die Anwendung von Methoden wie der PMCA oder RT-QuIC
abgeschatzt werden. Ist experimentell bzw. durch Literaturdaten belegt, dass das Fehlfal-
tungspotential mutierter PrP nicht erhoht ist, kdnnen gentechnische Arbeiten zur Expression



solcher PrP wie gentechnische Arbeiten mit WT-PrP bewertet werden. Sie werden der Sicher-
heitsstufe 1 zugeordnet.

2.2.1 Bewertung gentechnischer Arbeiten zur Klonierung und Expression mutierter PRNP-
Gene in Empfangerorganismen, die den Menschen nicht dauerhaft besiedeln

Die rekombinante Expression von PrP in pro- oder eukaryotischen Expressionssystemen fiihrt
zunachst zur Bildung von PrPC€. Eine spontane Konversion von rekombinant exprimierten, mu-
tierten PrP¢ zu infektiosen PrPS¢ der Risikogruppen 2 oder 3** wahrend der rekombinanten
Expression in pro- oder eukaryotischen Expressionssystemen wurde in den letzten Jahrzehn-
ten der Prionforschung trotz vieler Versuche nicht erreicht, weder fir Wildtyp- noch fir mutierte
PrP [41]. Zwei besondere Félle werden im Gbernachsten Absatz beschrieben. Um ausgehend
von rekombinant exprimierten PrP infektise PrPS¢ zu erhalten, sind nach der Aufreinigung
und Konzentration der PrP im Regelfall weitere experimentelle Schritte wie die PMCA ndtig.
Unterstitzend konnen dabei so genannte Ko-Faktoren, darunter Polyanionen oder Phospholi-
pide, wirken. In der Regel wird ohne Methoden wie PMCA o. 4. zusatzlich infektidses seed-
Material bendtigt.

Zusammengefasst ist nach heutigem Stand bei der Expression von PrP in pro- oder eukaryo-
tischen Expressionssystemen und bei Standardaufreinigungsverfahren der dort exprimierten
Wildtyp- und mutierten Prionproteine nicht davon auszugehen, dass in den GVO spontan in-
fekticse PrPS¢ gebildet werden. Von einer Gefahrdung des Experimentators durch die GVO
selbst ist nicht auszugehen, da die verwendeten GVO primare humane Zellen nicht effizient
transduzieren oder dauerhaft besiedeln kénnen. Eine Gefahrdung durch die akzidentelle Auf-
nahme von gereinigten Nukleinsdureabschnitten in Form pro- oder eukaryotischer Expressi-
onsvektoren ist vernachlassigbar, wenn beim Umgang mit den Nukleinsaureabschnitten ent-
sprechende SicherheitsmalRnahmen ergriffen werden. Grundsatzlich ist die Aufnahme freier
DNA in primare Korperzellen sehr ineffizient. Eine nachfolgende Integration der DNA in das
Genom ist ein sehr seltenes Ereignis. Sollten dennoch nach erfolgter Integration in ihr Genom
einzelne Zellen mutierte PRNP-Gene exprimieren, ist es wenig wahrscheinlich, dass innerhalb
der Lebensspanne der Zellen infektiose PrPS¢-Formen gebildet werden. Auch ist die Bildung
infektioser PrPS¢-Formen im Menschen grundsatzlich ein langsamer Prozess. So treten bei
erblich bedingten Prion-Erkrankungen wie z. B. der fCJD Symptome erst nach Jahrzehnten
mit fortgeschrittenem Lebensalter auf, obwohl alle Koérperzellen die mutierten PrP ggf. auch in
hoher Konzentration bilden. Andererseits fiihren ererbte Krankheitsmutationen im Menschen
mit sehr hoher Penetranz zur Erkrankung und letztlich zum Tod des Patienten. Um die wenn
auch sehr wenig wahrscheinliche Aufnahme und Expression solcher Mutantenallele im Expe-
rimentator nahezu auszuschlie3en, werden fir den Umgang mit effizienten eukaryontischen
Expressionsvektoren mit Nukleinsdureabschnitten fir ggf. im Menschen krankheitsverursa-
chende PrP-Mutanten (mutierte PrP aus dem Menschen, dem Rind oder Hirschartigen) zu-
satzliche SicherheitsmalRhahmen empfohlen (s. Ende dieses Abschnitts und Abschnitt 2.4).
Dies gilt insbesondere bei Verwendung effizienter Transfektionsreagenzien.

In den letzten Jahrzehnten wurde nur von zwei PrP-Varianten berichtet, die nach Aufreinigung
und Konzentration ohne die Durchfiihrung weiterer Schritte wie Ultraschallbehandlung eine
Fehlfaltung zu Fibrillen durchlief. Eine murine PrP-Variante, die die AS 23 bis 144 umfasste
(entspricht einer pathologischen PrPS¢-Form bei GSS), konvertierte im Gegensatz zu einem



Wildtyp-PrP€ aus den AS 23 bis 230 in vitro nach Aufreinigung und Inkubation in Phosphat-
puffer zu Fibrillen. Die intrazerebrale Verabreichung dieser Fibrillen rief bei Mausen die Bildung
von Proteinase-K-resistenten PrPS¢ hervor und flihrte zur spongiformen Degeneration des
Hirngewebes und zum Tod der Versuchstiere. Bei dieser PrP-Variante handelt es sich um die
einzige PrP-Variante, die bereits nach Inkubation in Pufferlésung ohne weitere denaturierende
Schritte oder Harnstoffzugabe im Tiermodell eine Prion-Pathologie hervorrief [42]. Eine weitere
PrP-Variante des Schafes mit einer Deletion von sieben Aminosauren im C-Terminus (A190 —
196) konvertierte bei Expression in einer Kaninchenzelllinie zu Proteinase-K-resistenten PrPSc.
Diese konnte die Konversion weiterer PrP A190 — 196 anstol3en, nicht jedoch die Konversion
von Wildtyp-PrP, was auf Konformationsunterschiede der PrP zurlckgefihrt wird [42].

Ein geringes Gefahrdungspotential ist bei hohem Expressionsniveau dieser oder ahnlicher
PrP-Varianten mit Deletionen im C-Terminus nicht vollstdndig auszuschlie3en. Fir andere
PrP-Varianten wurde eine solche spontane Konversion ohne physikalisch-chemische Vorbe-
handlung bzw. nur bei Expression in rekombinanten Expressionssystemen nicht gezeigt. Ein
geringes Gefahrdungspotential ist bei der Expression von PrP-Varianten mit Deletionen im C-
Terminus nicht auszuschliel3en, so dass die GVO der Risikogruppe 2 zugeordnet werden.
Belegen Literatur- oder experimentelle Daten jedoch, dass eine Konversion solcher PrP-Vari-
anten unter den in [43] genannten Bedingungen nicht eintritt, kénnen die GVO der Risiko-
gruppe 1 zugeordnet werden.

Sollten weitere neuartige rekombinante Mutanten mit unbekannter Wirkung auf Mensch oder
Tier generiert werden, die ohne experimentelle Induktion einer Fehlfaltung Anzeichen einer
erhohten Proteinase-K-Resistenz zeigen, mussen gentechnische Arbeiten zur Expression sol-
cher mutierter PrP vorsorglich solange in Sicherheitsstufe 2 eingestuft werden, bis ein feh-
lendes seeding-Potential fir eine Umfaltung der PrP in vitro (z. B. im PMCA-assay) nachge-
wiesen wurde, oder aber eine spontane Infektion und Erkrankung durch die Verabreichung
des mutierten PrP allein in geeigneten Tiermodellen ausgeschlossen wurde.

Gentechnische Arbeiten zur Klonierung und Expression von mutierten PRNP-Genen (aul3er
den oben genannten PrP-Varianten) in Empféangerorganismen, die den Menschen nicht dau-
erhaft besiedeln kdnnen wie z. B. E. coli K12, E. coli BL21 oder Zellkultursysteme, haben kein
Gefahrdungspotential und sind der Sicherheitsstufe 1 zuzuordnen. Flr Expressionsvektoren,
deren genregulatorische Elemente eine effiziente Expression in humanen Zellen erlauben und
hohe Proteinspiegel ggf. im Menschen krankheitsverursachender PrP (mutierte PrP aus dem
Menschen, dem Rind oder Hirschartigen) erzeugen konnen, empfiehlt die ZKBS folgende zu-
satzliche SicherheitsmafRnahmen:

- Tragen einer Schutzbrille

- Tragen von Einmalhandschuhen

- Tragen eines Mund- und Nasenschutzes

- Diese Arbeiten sollten nicht von Menschen mit Barrierestérungen der Haut durchge-
fuhrt werden.

Wie in Anlage 2 Teil a Nr. | b. Nr. 5 der GenTSV vorgegeben, sollen spitze oder scharfe Ge-
genstande nur verwendet werden, wenn es unbedingt erforderlich ist.



Hinweis:

Wie oben dargestellt, ist im Regelfall nicht davon auszugehen, dass innerhalb der zur Expres-
sion der Prione genutzten GVO fehlgefaltete PrP mit infektibsem Potential gebildet werden.
Eine Fehlfaltung ist jedoch nach Aufreinigung der PrP und weiterer Prozessierung wie PMCA
oder seeding mit infekticsem Material nicht auszuschlieRen. Beim Umgang mit aufgereinigten
Proteinen handelt es sich nicht um gentechnische Arbeiten. Unabh&ngig von der Einstufung
der gentechnischen Arbeiten selbst sind bei der Weiterverarbeitung von PrP zusatzliche Si-
cherheitsmal3nahmen erforderlich (s. Abschnitt 2.4). GemaR der Empfehlung des Ausschus-
ses fur Biologische Arbeitsstoffe (ABAS) ,,SchutzmalRnahmen bei Tatigkeiten mit Transmissib-
ler Spongiformer Enzephalopathie (TSE)-assoziierten Agenzien und proteopathischen Seeds
weiterer neurodegenerativer Krankheiten in Laboratorien® ist die Uberfiihrung von aufgereinig-
tem, nativem Sauger-PrP ,in eine Amyloid-&hnliche oder Proteinase-K-resistente Form* eine
gezielte Tatigkeit nach Biostoffverordnung, bei der geeignete SicherheitsmalRnahmen zur De-
kontamination von Oberflachen und Inaktivierung von Abfallen zu ergreifen sind [27].

2.2.2 Bewertung gentechnischer Arbeiten zur Expression mutierter PRNP-Gene in Empféan-
gerorganismen, die den Menschen dauerhaft besiedeln kénnen

Bei gentechnischen Arbeiten mit GVO mit mutierten PRNP-Genen, die sich dauerhaft im Men-
schen vermehren kénnen (z. B. E. coli-Stamme aul3er Laborstammen wie E. coli K12-Stam-
men), kann eine langfristige Expression von PrP mit ggf. erhéhter Wahrscheinlichkeit einer
Fehlfaltung nicht mit hinreichender Wahrscheinlichkeit ausgeschlossen werden, falls die GVO
den Menschen besiedeln. Auch die Menge gebildeten PrP ist ggf. nicht gering.

Solche GVO, die mutierte PRNP-Gene des Schafes exprimieren, werden entsprechend der
Risikogruppe ihres TSE-Agens der Risikogruppe 2 zugeordnet, da sie ein geringes Gefahr-
dungspotential haben. Bei der Ubertragung von Nukleinsaureabschnitten fiir mutierte PrP aus
der Maus, der Rételmaus oder dem Goldhamster ist von einem geringen Gefahrdungspotential
fur die jeweilige Spezies auszugehen (Risikogruppe 2). Fur den Experimentator besteht auf-
grund der Speziesbarriere nach heutigem Stand kein Gefahrdungspotential.

Werden PrP von Hirschartigen, dem Menschen oder dem Rind exprimiert, sind die GVO ent-
sprechend der Risikogruppe der TSE-Agenzien der Risikogruppe 3** zuzuordnen, da fur
diese PrP keine oder nur eine niedrige Speziesbarriere besteht bzw. nicht auszuschliel3en ist,
dass die Speziesbarriere Uberwunden werden kann. Die Fehlfaltung der PrP zu infektibsen
PrPS¢ und die Konversion weiterer endogener PrP kann nicht ausgeschlossen werden.

Die gentechnischen Arbeiten werden den entsprechenden Sicherheitsstufen zugeordnet.

2.2.3 Bewertung gentechnischer Arbeiten zur Ubertragung mutierter PRNP-Gene mit viralen
Vektoren

Bei der Bewertung gentechnischer Arbeiten zur Ubertragung von PRNP-Genen ist neben der
Aktivitat der zur Expression der Gene verwendeten Promotoren der Wirtsbereich der Viren zu
bertcksichtigen.



2.2.3.1 Ubertragung mutierter PRNP-Gene mit baculoviralen Vektoren

Rekombinante baculovirale Vektoren werden zur Expression heterologer Proteine sowohl in
Insektenzellen als auch in Sauger-Zelllinien genutzt. Haufig wird hierflr das Alphabaculovirus
aucalifornicae (Autographa californica multiple nucleopolyhedrovirus, AcMNPV) genutzt.
AcMNPV-spezifische Promotoren wie der Polyhedrinpromotor werden in Saugerzellen nicht
erkannt. Zur Expression in Saugerzelllinien werden daher andere, in diesen Zellen aktive, Pro-
motoren und Terminatoren verwendet.

Die PRNP-Gene kénnen entweder in E. coli-K12-Stdammen durch spezifische Transposition
aus einem Klonierungsvektor mit Bacmid-Systemen oder in vitro durch homologe Rekombina-
tion zwischen dem Baculovirusgenom und einem Klonierungsvektor kloniert werden. Gentech-
nische Arbeiten zur Klonierung in die Vektoren sind wie in Abschnitt 2.2.1 beschrieben zu be-
werten. Es handelt sich um gentechnische Arbeiten der Sicherheitsstufe 1.

Das Gefahrdungspotential der baculoviralen Vektorpartikel zur Ubertragung von mutierten
PRNP-Genen wird durch den Promotor bestimmt, unter dessen Kontrolle sie stehen: Steht das
mutierte PRNP-Gen unter der Kontrolle von AcCMNPV-spezifischen Promotoren, wird das Gen
selbst nach einer zufalligen Aufnahme durch den Experimentator nicht exprimiert [44—46]. Ba-
culovirale Vektorpartikel, die das PRNP-Gen unter der Kontrolle ACMNPV-spezifischer Promo-
toren tragen, werden daher der Risikogruppe 1 zugeordnet. Steht das mutierte PRNP-Gen
dagegen unter der Kontrolle von Promotoren, die in Saugerzellen aktiv sind, kann bei einer
akzidentellen Exposition des Experimentators nicht vollstdndig ausgeschlossen werden, dass
die rekombinanten baculoviralen Partikel von einzelnen Zellen aufgenommen werden und es
dort vortibergehend zur Expression des Transgens kommt. Von einer dauerhaften Expression
ist jedoch nicht auszugehen, da die Wahrscheinlichkeit gering ist, dass die baculovirale DNA
ins Wirtsgenom integriert. Wegen der geringen Wahrscheinlichkeit der dauerhaften Expression
der mutierten PRNP-Gene haben die beschriebenen gentechnischen Arbeiten ein geringes
Gefahrdungspotential. Die baculoviralen Partikel sind demnach der Risikogruppe 2 zuzuord-
nen.

Insekten- oder Saugerzellen, die mit baculoviralen Partikeln mit mutierten PRNP transduziert
wurden, exprimieren mutierte PrP. Von einer Konversion der PrP€ zu infektidsen PrPS¢ in Zell-
kultur ist jedoch nur unter bestimmten Bedingungen auszugehen (s. Abschnitt 2.2.1). Baculo-
viral transduzierte Insekten- oder Saugerzellen der Risikogruppe 1, die mutierte PrP expri-
mieren, sind daher grundsétzlich nach Abschluss der Transduktion der Risikogruppe 1 zuzu-
ordnen.

Unter folgenden Bedingungen werden solche baculoviral transduzierten Zelllinien nach Ab-
schluss der Transduktion (residuale Vektorpartikel liegen nicht mehr vor) jedoch der Risiko-
gruppe 2 zugeordnet:

— Es handelt sich um PrP-Mutanten mit Deletionen im C-Terminus oder weitere neuartige
rekombinante Mutanten mit unbekannter Wirkung auf Mensch oder Tier, die ohne experi-
mentelle Induktion einer Fehlfaltung Anzeichen einer erhdhten Proteinase-K-Resistenz
zeigen, und

— das Expressionsniveau der o. g. PrP ist hoch.

Die gentechnischen Arbeiten werden den entsprechenden Sicherheitsstufen zugeordnet.



2.2.3.2 Ubertragung mutierter PRNP-Gene mit retroviralen Vektoren

Retrovirale Vektoren werden zum stabilen Gentransfer in Saugerzellen genutzt. Meist werden
y-retrovirale oder lentivirale Vektorsysteme genutzt.

Zur Herstellung der Vektorpartikel werden zunachst in E. coli K12-abgeleiteten Stammen
Transfervektoren mit dem zu Gbertragenden Transgen und je nach Vektorsystem weitere Ver-
packungsvektoren kloniert. y-retrovirale Vektorpartikel werden erzeugt, indem Transfervekto-
ren in Verpackungszelllinien transfiziert werden, in denen bereits Nukleinsdureabschnitte der
erforderlichen Struktur- und Nichtstrukturproteine vorliegen. Von den Verpackungszelllinien
werden y-retrovirale Vektorpartikel gebildet und abgegeben, die zur Transduktion von Zielzel-
len genutzt werden kénnen. Lentivirale Vektorpartikel werden Ublicherweise hergestellt, indem
der Transfervektor und zwei bis vier weitere Expressionsplasmide mit Nukleinsaureabschnit-
ten fur die erforderlichen lentiviralen Struktur- und Nichtstrukturproteine sowie virale Hullpro-
teine in Zelllinien transfiziert werden, die zur Produktion der Vektorpartikel genutzt werden.

Der Wirtsbereich der retroviralen Vektorpartikel hangt vom verwendeten Hullprotein ab. Er wird
entweder durch die verwendete Verpackungszelllinie (y-retrovirale Vektorsysteme) oder die
verwendeten Expressionsplasmide mit dem Gen fir das Hullprotein bestimmt. Wahrend
ecotrope murine y-retrovirale Vektorpartikel einen engen Wirtsbereich haben und nur Mause-
und Rattenzelllinien transfizieren kdnnen, erstreckt sich der Wirtsbereich von xeno- oder am-
photropen y-retroviralen und von lentiviralen Vektorpartikeln auch auf den Menschen.

Replikationsdefekte, rekombinante Vektorpartikel werden grundsétzlich der Risikogruppe 1
(ecotrope y-retrovirale Vektorpartikel) oder der Risikogruppe 2 zugeordnet (ampho- und xe-
notrope y-retrovirale sowie lentivirale Vektorpartikel). Mit diesen Vektorpartikeln transduzierte
Zellkulturen der Risikogruppe 1 werden grundséatzlich der Risikogruppe 1 zugeordnet (s. auch
Allgemeine Stellungnahme der ZKBS zu haufig durchgefuhrten gentechnischen Arbeiten mit
den zugrundeliegenden Kriterien der Vergleichbarkeit: Stabile und transiente Genexpression
mithilfe y-retroviraler und lentiviraler Vektoren, aktualisiert Februar 2020, Az. 6790-10-41).

Die Klonierung von retroviralen Transfervektoren mit mutierten PRNP-Genen in E. coli K12-
Derivaten wird wie im Abschnitt 2.2.1 beschrieben bewertet.

Ecotrope, y-retrovirale Vektorpartikel mit mutierten PRNP-Genen werden der Risikogruppe 1
zugeordnet, da sie den Menschen nicht infizieren kébnnen. Zudem ist ihre Stabilitdt gering, so
dass nicht von einer Gefahrdung fiir die Umwelt auszugehen ist.

Im Gegensatz dazu kdnnen ampho- und xenotrope, gaf. pseudotypisierte y-retrovirale sowie
lentivirale Vektorpartikel humane Zellen transduzieren, so dass diese mutierte PrP exprimie-
ren. Aus solchen Transduktionsereignissen kann ggf. auch eine langfristige PrP-Expression
resultieren und mutierte PrP kdnnen ggf. mit hoherer Wahrscheinlichkeit zu PrPS¢ konvertie-
ren. Das Gefahrdungspotential dieser Vektorpartikel wird durch den Spenderorganismus des
PRNP-Gens bestimmt. Auf3erdem ist zu beachten, dass retrovirale Partikel durch Pseudotypi-
sierung ggf. auf zusatzlichen Wegen, z. B. Uber die Luft GUbertragen werden kdnnen. Dies ist
fur retrovirale Partikel nicht auszuschlieR3en, die mit einem Hullprotein eines Virus mit Zelltro-
pismus flr Lungenepithelzellen pseudotypisiert wurden. Amphotrope bzw. pseudotypisierte y-
retrovirale Partikel sowie lentivirale Partikel, die das mutierte PRNP-Gen von Nagern oder
Schafen Ubertragen, werden daher der Risikogruppe 2 zugeordnet. Amphotrope bzw. pseu-
dotypisierte y-retrovirale Partikel sowie lentiviraler Partikel, die das mutierte PRNP-Gen des
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Menschen, von Rindern oder Hirschartigen tbertragen, werden der Risikogruppe 3* zuge-
ordnet, bzw. der Risikogruppe 3, wenn die Vektorpartikel mit dem Hullprotein eines Virus mit
Zelltropismus fur Lungenepithelzellen pseudotypisiert sind.

Das Gefahrdungspotential von eco-, ampho- oder xenotropen Verpackungszelllinien, die mit
Transfervektoren mit mutierten PRNP-Genen transfiziert wurden, wird durch das Gefahr-
dungspotential der abgegebenen retroviralen Vektorpartikel bestimmit.

Mit den retroviralen Vektorpartikeln transduzierte Zielzellen der Risikogruppe 1 werden nach
Abschluss der Transduktion (residuale Vektorpartikel liegen nicht mehr vor) wie unter Ab-
schnitt 2.2.1 beschrieben bewertet und grundsétzlich der Risikogruppe 1 zugeordnet. Unter
folgenden Bedingungen werden solche retroviral transduzierten Zellen nach Abschluss der
Transduktion jedoch der Risikogruppe 2 zugeordnet:

— Es handelt sich um PrP-Mutanten mit Deletionen im C-Terminus oder weitere neuartige
rekombinante Mutanten mit unbekannter Wirkung auf Mensch oder Tier, die ohne experi-
mentelle Induktion einer Fehlfaltung Anzeichen einer erhdhten Proteinase-K-Resistenz
zeigen, und

das Expressionsniveau der 0. g. PrP ist hoch.Die gentechnischen Arbeiten sind den entspre-
chenden Sicherheitsstufen zuzuordnen.

2.2.4 Bewertung gentechnischer Arbeiten mit transgenen Tieren, die Wildtyp- oder mutierte
PrP exprimieren

Bei gentechnischen Arbeiten mit transgenen Tieren, die mutierte PrP ggf. aus anderen Spen-
derorganismen exprimieren, ist zu beachten, dass eine Konversion von PrP¢ zu PrPS¢ nicht
auszuschliefRen ist. Dies ist darauf zuriickzufiihren, dass im Gegensatz z. B. zur Zellkultur in
den Tieren die meist noch unbekannten Ko-Faktoren oder Bedingungen vorliegen kdnnen, die
die Fehlfaltung beglnstigen. Die fur die Fehlfaltung der PrP bestimmter Spenderorganismen
erforderlichen Ko-Faktoren stehen jedoch nicht in jedem Tiermodell zur Verfigung. So ist es
nicht gelungen, ein Mausmodell zu erzeugen, bei denen humane Wildtyp- oder mutierte PrP
fehlfalten [47]. MAuse sind auch, im Gegensatz zu Rételmausen, resistent gegen eine Infektion
mit humanen, genetisch bedingten CJD-PrP [48].

Transgene Versuchstiere, die klinische Symptome einer neurodegenerativen Erkrankung zei-
gen, konnen infektiose PrPS¢ liber Kérperausscheidungen abgeben. Studien mit erkrankten
Tieren belegen zudem, dass mit dem Auftreten der ersten klinischen Symptome infektiose
Prione Uber Koérperausscheidungen wie beispielsweise Fazes und Urin abgegeben werden
kénnen. Die beschriebenen erkrankten Tiere hatten sich entweder in freier Wildbahn (Hirsch-
artige) bzw. Zuchtbetrieben (Schafe) infiziert oder es handelte sich um Versuchstiere (Hamster
und Mause), denen Uber verschiedene Infektionswege infektitses Material verabreicht worden
war [14, 15, 40, 49, 50]. In einem Fall wurde auch beschrieben, dass eine transgene Maus,
die das humane PrP Uberexprimierte, nach intrazerebraler Verabreichung von Hirnhomogenat
eines CWD-kranken Weildwedelhirsches bereits vor Symptombeginn PrP tber den Fazes ab-
gab, die im RT-QuIC-assay seeding-Aktivitat zeigten [40]. AuRBerdem ist zu beachten, dass
selbst transgene Tiere, die Wildtyp-Prionproteine exprimieren, auch ohne Inokulation mit in-
fektiosem Material erkranken kénnen. So ist der Literatur zu entnehmen, dass transgene
Méause, die Wildtyp-Prionproteine aus Hamster und Schaf exprimieren, in Abhangigkeit vom
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Alter der transgenen Mause und der Expressionsstarke der Prionproteine spontane Prion-ahn-
liche neurodegenerative Erkrankungen ausbilden, die zum Tod der Tiere fiihren. Es wurden
jedoch keine Ablagerungen von PrPs¢ (Amyloid-Plaques) beobachtet [51]. Tiere einer anderen
Mauslinie, die das Wildtyp-Maus-PRNP-Gen uberexprimieren, erkranken ebenfalls an einer
Neuropathologie, deren Symptome denen von TSE-Erkrankungen ahneln [52].

Aus diesem Grund ist fur die Bewertung gentechnischer Arbeiten mit PrP-exprimierenden
transgenen Tieren zum einen ausschlaggebend, aus welchem Spenderorganismus das expri-
mierte PRNP-Gen stammt, da dies das Gefahrdungspotential und die Infektiositat fur Men-
schen und Tiere mitbestimmt. Zum anderen ist zu beachten, ob eingefligte Mutationen im
PNRP-Gen die Wahrscheinlichkeit einer Konversion zu PrPS¢ und damit der Abgabe infektit-
ser PrPs¢ erhohen.

Transgene Versuchstiere, die Wildtyp-PRNP-Gene anderer Spenderorganismen exprimieren,
werden der Risikogruppe 1 zugeordnet. Abhangig von der Expressionsstarke der PRNP-
Gene, z. B. bedingt durch eine erhéhte Kopienzahl des Transgens, kann zwar ggf. eine Neu-
ropathologie ausgel6st werden, die auch von einer Aggregation und Ablagerung von PrP be-
gleitet sein kann [52], die Bildung Protease-resistenter PrP-Formen wurde jedoch nicht beo-
bachtet. Dartiber hinaus fuihrte die intrazerebrale Injektion von Hirnmaterial von Mausen, die
Wildtyp-PRNP-Gen exprimierten und friihzeitig Symptome einer Neuropathologie zeigten, in
Mause des selben Genotyps nicht dazu, dass sich die Inkubationszeit der Neuropathologie
signifikant verkirzte [52]. Von einer Bildung und Abgabe infektiéser PrP=¢ ist daher bei Mau-
sen, die Wildtyp-PRNP-Gene exprimieren, nicht auszugehen [51, 52].

Bei Versuchen mit transgenen Tieren, die mutierte PRNP-Gene exprimieren, kann die spon-
tane Fehlfaltung von PrP¢ zu PrPS¢ und die Abgabe infektidser PrPS¢ unter bestimmten Um-
standen nicht ausgeschlossen werden. Falls davon auszugehen ist oder auch erwartet werden
kann (z. B. aufgrund entsprechender Berichte in der wissenschaftlichen Literatur), dass die
transgenen Versuchstiere infektiose PrPS¢ bilden und abgeben, werden die Versuchstiere ent-
sprechend der Risikogruppe des infektiosen PrPS¢ des Spenderorganismus eingestuft (Nager
und Schaf: Risikogruppe 2; Rind, Hirschartige und Mensch: Risikogruppe 3**), auch wenn
sie klinisch unauffallig sind.

In folgenden Fallen wird jedoch nicht davon ausgegangen, dass infektiose PrP¢ gebildet und
abgegeben werden, so dass auch transgene Versuchstiere, die mutierte PRNP-Gene expri-
mieren, der Risikogruppe 1 zugeordnet werden:

- Es werden mutierte PrP exprimiert, fir die belegt ist, dass im verwendeten Tiermodell
keine friihzeitige Neuropathologie auftritt,

- es werden mutierte PrP exprimiert, fir die belegt ist, dass im verwendeten Tiermodell
zwar eine frihzeitige Neuropathologie auftritt, jedoch keine infektiosen PrPS¢ bzw.
PrPS¢ mit seeding-Aktivitat abgegeben werden oder

- es werden humane PRNP-Gene in Mausen exprimiert (s. o., keine Fehlfaltung zu er-
warten [47]).

Bei der Inaktivierung der fir gentechnische Arbeiten der Sicherheitsstufen 2 und 3 eingesetz-
ten Kéafige und Materialien sind die unter Punkt 2.4 beschriebenen Vorgaben zu beachten.
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2.3 Bewertung gentechnischer Arbeiten, bei denen GVO mit infektiosen PrPS¢ infiziert
werden

Das Gefahrdungspotential von Arbeiten, bei denen mit Material umgegangen wird, das infek-
tiose PrP enthalt, wird durch das Gefahrdungspotential der PrP bestimmt. Je nach Spender-
organismus sind Sicherheitsmaflinahmen der Stufen 2 (Nager-, Schaf-PrP) oder 3 einzuhalten
(bovines, cervides oder humanes PrP). Dies betrifft z. B. die Verwendung von PrPS¢-infizierten
Zelllinien oder Versuche mit infizierten Tieren.

2.4 SicherheitsmafBnahmen bei gentechnischen Arbeiten mit mutierten PrP

Bei gentechnischen Arbeiten der Sicherheitsstufe 1 sind zusétzliche Sicherheitsmal3nahmen
nur fir den Umgang mit Nukleinsaureabschnitten erforderlich, bei denen mit Expressionsvek-
toren umgegangen wird, deren genregulatorische Elemente eine effiziente Expression in hu-
manen Zellen erlauben und hohe Proteinspiegel ggf. im Menschen krankheitsverursachender
PrP (mutierte PrP aus dem Menschen, dem Rind oder Hirschartigen) erzeugen kénnen.

Bei gentechnischen Arbeiten der Sicherheitsstufen 2 und 3 zur Expression von mutierten Pri-
ongenen aus dem Menschen, dem Rind oder Hirschartigen, bei denen nicht auszuschlieRen
ist, dass die Konversionswahrscheinlichkeit erhéht ist, empfiehlt die ZKBS ebenfalls, zusatzli-
che SicherheitsmalRnahmen zu treffen.

Die zusatzlichen SicherheitsmafRnahmen umfassen

- das Tragen einer Schutzbrille

- das Tragen von Einmalhandschuhen

- und das Tragen eines Mund- und Nasenschutzes (bei pseudotypisierten retroviralen
Vektoren mit Wirtstropismus fir humane Lungenepithelzellen und anderen luftiiber-
tragbaren Vektorsystemen wie adenovirale oder AAV-Vektoren: Atemschutz der
Klasse P3).

- Diese Arbeiten sollten nicht von Menschen mit Barrierestérungen der Haut durchge-
fuhrt werden.

Wie in Anlage 2 Teil a Nr. | b. Nr. 5 der GenTSV vorgegeben, sollen spitze oder scharfe Ge-
genstande nur verwendet werden, wenn es unbedingt erforderlich ist.

Fur den Umgang mit aufgereinigtem PrP mit Mutationen, bei denen nicht auszuschlie3en ist,
dass die Fehlfaltungswahrscheinlichkeit erhoht ist, sowie flr gentechnische Arbeiten, bei de-
nen mit infektiosen PrPS¢ der Risikogruppen 2 und 3** umgegangen wird bzw. solche entste-
hen kénnen, einschlieBlich der Arbeiten mit transgenen Tieren, die infektiose PrPS¢ abgeben
konnen, empfiehlt die ZKBS auf3erdem grundsatzlich, die Empfehlung des Ausschusses fur
Biologische Arbeitsstoffe (ABAS) ,Schutzmalinahmen bei Tatigkeiten mit Transmissibler
Spongiformer Enzephalopathie (TSE)-assoziierten Agenzien und proteopathischen Seeds
weiterer neurodegenerativer Krankheiten in Laboratorien“ zu beachten [27]. Diese gibt kon-
krete Empfehlungen zu technischen, organisatorischen und persénlichen Schutzmalnahmen,
die bei Tatigkeiten mit TSE-assoziierten Agenzien in diagnostischen und Forschungslaborato-
rien zu beachten sind, z. B. zur Dekontamination der Oberflachen und Inaktivierung von Ab-
fallen.
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