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Stellungnahme der ZKBS zur Risikobewertung
Adeno-assoziierter Viren aus Primaten
und davon abgeleiteter Vektoren

Adeno-assoziierte Viren

Adeno-assoziierte Viren (AAV) sind bei einer Vielzahl von Tieren und dem Menschen ubiquitar
verbreitet, wobei der Wirtsbereich der einzelnen Serotypen sehr eng ist [1; 2]. Sie gehoren als
Untergruppe der defekten Viren (Gattung Dependoparvovirus) zur Familie der Parvoviridae [3].

AAV-Partikel sind nicht umhullt und in der Umwelt selbst bei Austrocknen relativ stabil. Das ein-
zelstrangige DNA-Genom besteht aus den zwei offenen Leserahmen rep und cap. Die durch rep
kodierten vier Nichtstrukturproteine Rep78, Rep68, Rep52 und Rep40 sind wichtig fir die Repli-
kation des Virus, die Expression der Strukturproteine und die Integration in das Genom der Wirts-
zelle. Die drei Kapsidproteine VP1, VP2 und VP3 werden durch cap kodiert und bilden das iko-
saedrische Nukleokapsid. Hypervariable Regionen der Kapsidproteine beeinflussen die Gewe-
bespezifitat, die fur die verschiedenen AAV-Typen mitunter sehr divers ist [4; 5].

Je ein inverted terminal repeat (ITR) begrenzt das Genom am 5'- bzw. am 3'-Ende. Die ITR ent-
halten die cis-aktiven Elemente fiir die Replikation des Virusgenoms und dessen Integration ins
Wirtsgenom sowie das Verpackungssignal. Fir eine produktive, lytische Infektion benétigen AAV
Helferfunktionen, die von Helferviren (wie beispielsweise Adenovirus, Herpes-simplex-Virus Typ
| und Typ Il, Cytomegalovirus oder Humanes Herpesvirus-6) zur Verfligung gestellt werden. In
Abwesenheit der Helferfunktionen wird eine Zelle zwar von AAV infiziert, allerdings ruht das Gber-
tragene AAV-Genom im Zellkern der Wirtszelle (latente Infektion), hauptséachlich als extrachro-
mosomales Episom. Es kann jedoch auch im Wirtsgenom integriert vorliegen [6; 7]. Im Menschen
wird die AAV-DNA als einziges bekanntes Virusgenom spezifisch in das Genom der Wirtszelle
integriert. Diese Integration erfolgt fur gewohnlich im AAVS1-Lokus von Chromosom 19 [6]. Das
latente Virus ist durch Uberinfektion mit Adeno- oder Herpesviren wieder mobilisierbar.

AAV werden vermutlich Uber die Atemwege und fakal-oral Ubertragen [7; 8]. Die bisher aus Pri-
maten isolierten mehr als hundert AAVs lassen sich in 13 Serotypen unterteilen [5; 9].

Die Serotypen AAV-2, -3, -5, -6 und -9 wurden dabei aus dem Menschen isoliert [5; 10; 12].
Der Serotyp AAV-1 wurde hingegen sowohl aus Affen als auch aus dem Menschen isoliert [5].
Die Serotypen AAV-4, -7, -8, -10, -11, -12 und -13 wurden aus Affen isoliert [5; 11-14].

Abhangig vom Alter und der geografischen Region besitzen etwa 80 % der Menschen Antikdrper
gegen AAV [2]. Diese zeigen eine gewisse Kreuzreaktivitdt gegeniber anderen AAV-Serotypen
[6]. Insgesamt ist flir 70 % der untersuchten Menschen eine Seropositivitat fir AAV-1, -2 und -3
beschrieben [2; 15-17]. Etwa 45 % weisen Antikdrper gegen AAV-5 und -6 auf [2; 15]. Etwas
niedriger (~ 38 %) ist die Seropravalenz fir AAV-8 und -9 [2; 15-17]. Die Seroprévalenz fir AAV-
7 liegt bei etwa 10 % und flr AAV-4 bei unter 2 % [16; 18]. Die Seropravalenzen fir die Serotypen
AAV-10, -11, -12 und -13 sind unbekannt.

Trotz der ubiquitaren Verbreitung der AAV und der hohen Durchseuchung sind bis zum heutigen
Tage weder beim Menschen noch beim Tier AAV-assoziierte Erkrankungen bekannt, weshalb
man davon ausgeht, dass AAV apathogen sind [2; 6; 7]. Es wird zudem ein protektiver Effekt von
AAV, beispielsweise gegen die Ausbildung von Tumoren/Krebserkrankungen, diskutiert [19; 20].
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Im Jahr 2001 wurden die AAV-Serotypen AAV-2, -3, und -5 durch die ZKBS der Risikogruppe 1
zugeordnet, die AAV-Serotypen AAV-1, -4 und -6 bis -12 der Risikogruppe 2. Ferner wurde das
von AAV-3 abgeleitete Isolat AAV-3b in die Risikogruppe 1 eingestuft. AAV-rh10 wurde im Jahr
2003 aus Rhesusaffen-Gewebe isoliert [4] und der Risikogruppe 2 zugeordnet. In einer spateren
Studie zeigte sich, dass 59 % der Menschen Antikorper gegen AAVrh10 besitzen [21].

In der TRBA 462 ,Einstufung von Viren in Risikogruppen® sind die AAV-Serotypen 2, 3 und 5 in
die Risikogruppe 1 eingestuft. Die AAV-Serotypen 1, 4 und 6 — 11 sind in die Risikogruppe 2
eingestuft.

Die niederlandische Commissie Genetische Modificatie (COGEM) stufte kirzlich die Serotypen
AAV-10 bis -12 sowie AAVrh10 in die Risikogruppe 1 ein [22]. DarUber hinaus empfahl sie, ge-
nerell alle AAV der Spezies Adeno-associated dependoparvovirus A und B der Risikogruppe 1
zuzuordnen. Begriindet wurde dies mit der ubiquitaren Verbreitung, der Abh&angigkeit von einem
Helfervirus sowie dem Fehlen jeglicher Hinweise auf eine Pathogenitat.

Die US National Institutes of Health (NIH) haben alle AAV-Serotypen als nicht-pathogen der Ri-
sikogruppe 1 zugeordnet [23].

Risikobewertung:

AAV sind aufgrund ihrer hohen Infektiositat weit verbreitet in verschiedensten Vertebraten, ein-
schlieBBlich des Menschen. Aufgrund der hohen Seropravalenz fur verschiedene AAV im Men-
schen ist davon auszugehen, dass die Infektion jedoch nicht mit einer Pathogenitat verbunden
ist. Fur einige AAV-Serotypen sind keine natrlichen Infektionen beim Menschen beschrieben,
auch die Seropravalenz ist niedrig oder unbekannt. Auch fir diese AAV ist eine Pathogenitat sehr
unwahrscheinlich, kann jedoch letztlich nicht sicher ausgeschlossen werden.

Aufgrund der neuen Erkenntnisse seit der ZKBS-Stellungnahmen zur Einstufung von AAV der
Jahre 2001 und 2005 werden Herabstufungen einzelner AAV-Serotypen vorgenommen.

Die ZKBS empfiehlt gemaR § 5 Absatz 1 GenTSV i. V. m. den Kriterien in Anlage 1 GenTSV
folgende Einstufung der verschiedenen AAV-Serotypen als Spender- und Empfangerorganismen
fur gentechnische Arbeiten:

AAV-1 bis -3, AAV-3b, AAV-5, AAV-6, AAV-8, AAV-9 und AAV-rh10: Risikogruppe 1
AAV-4, AAV-7, AAV-10 bis -13: Risikogruppe 2
Hinweis:

Bei Vorlage entsprechender Daten kann ggf. eine Herabstufung weiterer AAV-Serotypen erfol-
gen.

AAV-abgeleitete Vektorsysteme

Bei AAV-abgeleiteten Vektoren handelt es sich um infektidse, replikationsdefekte Partikel mit
DNA-Anteilen von AAV, die Fremd-DNA Ubertragen kénnen.

Rekombinante AAV-Vektorpartikel werden inzwischen in zahlreichen klinischen Studien als The-
rapeutika fur verschiedenste Erkrankungen geprift [5; 19]. Erste AAV-basierte Arzneimittel wur-
den in Europa bereits zugelassen (Glybera®, Luxturna™).

Ein herkdmmliches System zur Herstellung rekombinanter AAV-Vektorpartikel besteht aus zwei,
meist von pBR322 abgeleiteten Plasmiden und einem Helfervirus [6]. Das Transferplasmid tragt
von AAV nur die ITR, die stromaufwarts und -abwarts des zu Ubertragenden Nukleinsaureab-
schnitts liegen. Auf dem Helferplasmid liegen von AAV nur die Nukleotidsequenzen der Leserah-
men rep und cap vor. Eine Uberlappung von homologen AAV-Nukleotidsequenzen zwischen
Transfer- und Helferplasmid liegt nicht vor, somit ist eine homologe Rekombination nicht zu er-
warten.
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Zur Produktion von AAV-Vektorpartikeln werden Wirtszellen mit Transfer- und Helferplasmid ko-
transfiziert und mit einem Helfervirus infiziert, da dieses die essenziellen viralen Helferfunktionen
zur Vermehrung von AAV bereitstellt.

Bei weiterentwickelten Systemen zur Herstellung von AAV-Vektorpartikeln werden die viralen
Helferfunktionen unabhangig vom Helfervirus auf einem dritten Plasmid bereitgestellt, sodass
eine Infektion mit einem replikationskompetenten Helfervirus nicht mehr notwendig ist [6].
Dadurch wird auch die Produktion von replikationskompetenten Helferviren verhindert. Von den
friher als Helferviren genutzten Adenoviren sind die Proteine Ela, E1b, E2a, E4 und VA notwen-
dig fur die Produktion von AAV-Vektorpartikeln. Durch die Verwendung der 293T-Zelllinie, die die
adenoviralen E1-Proteine zur Verfigung stellt, sind auf den Helferplasmiden, neben den rep- und
cap-Nukleotidsequenzen, nur die Gene fir die adenoviralen Proteine E2a, E4 und VA erforderlich
[24].

In zahlreichen klinischen Studien mit AAV-Vektorpartikeln verschiedener Serotypen im Menschen
ist gezeigt worden, dass die Vektor-DNA nicht in die Keimbahn gelangt [25]. Eine Ausscheidung
von AAV-Vektorpartikeln durch die Prufungsteilnehmer, beispielsweise tber Urin und Speichel,
erfolgte abhéngig von der Administrationsroute und -dosis [25]. Die Ausscheidung erfolgt jedoch
in nur geringem Ausmalf3 und transient, weshalb die Verbreitung der infektibsen AAV-Vektorpar-
tikel eingeschrankt ist [26].

Innerhalb der Wirtszelle liegt die Transfer-DNA hauptsachlich extrachromosomal vor.

Die Vektorpartikel sind replikationsdefekt, und auRer den AAV-ITR liegen keine weiteren Gene
von AAV oder den Helferviren auf dem Transfervektor vor. Zudem entsprechen die unter Risiko-
bewertung Punkt 2 und 4 beschriebenen Vektor-Empfanger-Systeme biologischen Sicherheits-
mafinahmen gemal § 8 Abs. 1 und 2 GenTSV.

Risikobewertung:

1. Rekombinante AAV-Vektorpartikel, die au3er den ITR keine Nukleinsaureabschnitte von AAV
und zusétzlich nur Nukleinsaureabschnitte ohne Gefahrdungspotenzial enthalten, werden in
die Risikogruppe 1 eingestuft, auch wenn sie pseudotypisiert sind. Die Einstufung ist davon
unabhangig, von welchem AAV die verwendeten ITR stammen. Gentechnische Arbeiten mit
gentechnisch veranderten Organismen, die die genannten Kriterien erfiillen, sind der Sicher-
heitsstufe 1 zuzuordnen.

2. Zellen oder Zelllinien der Risikogruppe 1, die mit den unter Punkt 1 genannten, rekombinanten
AAV-Vektorpartikeln transduziert worden sind, werden in die Risikogruppe 1 eingestuft. Gen-
technische Arbeiten mit gentechnisch veranderten Organismen, die die genannten Kriterien
erfillen, sind der Sicherheitsstufe 1 zuzuordnen. Bei Zellen, die Organismen hdherer Risiko-
gruppen abgeben, geht das Gefahrdungspotenzial der Organismen vollsténdig in die Risiko-
bewertung ein.

3. Rekombinante AAV-Vektorpartikel, die aul3er den ITR keine Nukleinsaureabschnitte von AAV,
jedoch zusatzlich Nukleinsaureabschnitte mit neoplastisch transformierendem Potenzial ent-
halten, werden in die Risikogruppe 2 eingestuft. Die Einstufung ist davon unabh&ngig, von
welchem AAV die verwendeten ITR stammen. Gentechnische Arbeiten mit gentechnisch ver-
anderten Organismen, die die genannten Kriterien erfillen, sind der Sicherheitsstufe 2 zuzu-
ordnen.

4. Zellen oder Zelllinien der Risikogruppe 1, die mit den unter Punkt 3 genannten, rekombinanten
AAV-Vektorpartikeln transduziert worden sind, werden in die Risikogruppe 1 eingestuft. Gen-
technische Arbeiten mit gentechnisch veranderten Organismen, die die genannten Kriterien
erfiillen, sind der Sicherheitsstufe 1 zuzuordnen. Bei Zellen, die Organismen hoherer Risiko-
gruppen abgeben, geht das Gefahrdungspotenzial der Organismen vollstdndig in die Risiko-
bewertung ein.

5. Sollen mithilfe von AAV-Vektoren Gene von Prionen oder Toxinen Ubertragen werden, ist eine
Einzelfallbewertung durch die ZKBS erforderlich.
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Hinweise:

1. Bei Kontaminationen der unter Risikobewertung Punkt 1 beschriebenen, rekombinanten

AAV-Vektorpartikel mit Helferviren geht das Gefahrdungspotenzial dieser Viren vollstandig
in die Risikobewertung ein.

Besteht die Mdglichkeit, dass durch Uberlappende AAV-Nukleinsaureabschnitte auf dem
Transfer- und Helferplasmid replikationskompetente, ggf. chimare AAV entstehen, oder wer-
den solche AAV gezielt erzeugt, sind die AAV mal3geblich fur die Risikobewertung, von de-
nen die Nukleinsaureabschnitte fur die Rep-Proteine stammen.

Versuchstiere, deren somatische Zellen mithilfe rekombinanter, replikationsdefekter AAV-
Vektorpartikel transduziert wurden, sind keine GVO. Die Tiere sind jedoch grundsatzlich als
Trager von GVO anzusehen. Der Zeitraum, in dem infektiose Vektorpartikel im Tier verblei-
ben, hangt dabei stark von der verabreichten Dosis und der Inokulationsroute ab. Zudem
kénnen die Tiere die verabreichten Vektorpartikel ggf. wieder abgeben. Kann jedoch mithilfe
von Daten oder geeigneter Literatur fir vergleichbare Systeme belegt werden, dass nach
einer bestimmten Zeit keine AAV-Vektorpartikel mehr vom behandelten Tier abgegeben wer-
den, ist es sicherheitstechnisch unbedenklich, wenn die Landesbehérden nach Einzelfallpri-
fung eigenverantwortlich entsprechende Fristen festlegen, nach deren Ablauf die Tiere nicht
mehr als Trager von GVO behandelt werden.

Es ist davon auszugehen, dass der Schutz der Rechtsgiter nach 8 1 Nr. 1 Gentechnikgesetz
auch dann gewahrleistet ist, wenn die Tierkadaver von mit AAV-Vektorpartikeln der Risiko-
gruppe 1 inokulierten Versuchstieren, fiir die entsprechende Daten des Hinweis 3. nicht vor-
gebracht wurden, ohne vorheriges Autoklavieren der in der Versuchstierhaltung tblichen Ent-
sorgung zugefiihrt werden. Sofern nicht bereits § 24 Abs. 1 Nr. 3 GenTSV anwendbar ist,
kann die jeweils zustandige Genehmigungs- und Uberwachungsbehérde gemaR § 2 Abs. 2
GenTSV entscheiden, dass diese Tierkadaver ohne ein Autoklavieren der in der Versuchs-
tierhaltung Ublichen Entsorgung zugefiihrt werden, wenn gewabhrleistet ist, dass die Tierka-
daver nicht in die Nahrungs- und Futtermittelkette gelangen.

Bei Versuchstieren, die mit AAV-Vektorpartikeln der Risikogruppe 2 inokuliert wurden und
fur die die unter Hinweis 3. genannten Daten nicht vorgebracht wurden, ist davon auszuge-
hen, dass sieben Tage nach der Inokulation eine deutliche Abreicherung der AAV-Vektor-
partikel erreicht ist, sodass Arbeiten mit den Kadavern dieser Tiere kein tiber die Sicherheits-
stufe 1 hinausgehendes Gefahrdungspotenzial aufweisen. Der Schutz der Rechtsgiter nach
8§ 1 Nr. 1 Gentechnikgesetz ist auch dann gewahrleistet, wenn die Tierkadaver ohne vorhe-
riges Autoklavieren der in der Versuchstierhaltung tblichen Entsorgung zugefiihrt werden.
Sofern nicht bereits § 24 Abs. 1 Nr. 3 GenTSV anwendbar ist, kann die jeweils zustandige
Genehmigungs- und Uberwachungsbehorde gemaR § 2 Abs. 2 GenTSV entscheiden, dass
diese Tierkadaver ohne ein Autoklavieren der in der Versuchstierhaltung tblichen Entsor-
gung zugefuhrt werden, wenn gewahrleistet ist, dass die Tierkadaver nicht in die Nahrungs-
und Futtermittelkette gelangen.

Parvoviren sind sehr unempfindlich gegeniiber alkoholischen Desinfektionsmitteln. Wegen
ihrer besseren Vertraglichkeit bzw. geringeren Toxizitat sind jedoch ausschlief3lich Hande-
Desinfektionsmittel erhaltlich, deren Wirksamkeit auf Alkoholen basiert. Aus diesem Grund
sind keine gegen AAV wirksamen Hande-Desinfektionsmittel verfligbar [27]. Bei gentechni-
schen Arbeiten mit AAV oder AAV-Vektoren der Risikogruppe 2 sind daher Einmal-Schutz-
handschuhe zu tragen, die regelméfiig zu wechseln sind und die Hande sind haufig zu wa-
schen. Bei der Auswahl von Flachen-Desinfektionsmitteln ist zu berticksichtigen, dass die
Wirksamkeit der Mittel auch gegen Parvoviren Uberpruft wurde. Fir Desinfektionsmittel, die
in der Liste der vom Robert Koch-Institut gepriften und anerkannten Desinfektionsmittel und
-verfahren und in der Desinfektionsmittel-Liste des Verbundes fur angewandte Hygiene mit
dem Wirkungsbereich ,viruzid“ gelistet sind, ist dies der Fall.

Sollen mithilfe von AAV-Vektoren Nukleinsdureabschnitte mit neoplastisch transformieren-
dem Potenzial Ubertragen werden, wird in dem Zusammenhang auf die folgenden allgemei-
nen Stellungnahmen der ZKBS hingewiesen:

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


https://www.rki.de/DE/Content/Infekt/Krankenhaushygiene/Desinfektionsmittel/Desinfektionsmittellist/Desinfektionsmittelliste_node.html
https://www.rki.de/DE/Content/Infekt/Krankenhaushygiene/Desinfektionsmittel/Desinfektionsmittellist/Desinfektionsmittelliste_node.html
https://vah-online.de/de/vah-liste
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e 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)
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