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In Abschnitt 3 der vorliegenden Stellungnahme wird erlautert, dass epigenetische
Veranderungen am Genom der Zelle nach § 3 Nr. 3 GenTG nicht als gentechnische
Veranderungen zu bewerten sind. Liegt ein Nachweis dafur vor, dass die mithilfe Sendaivirus-
abgeleiteter Vektoren (SeV) hergestellten, induziert pluripotenten Stammzellen (iPSC) keine
SeV-Genome mehr enthalten, ist die nach dem Stand der Wissenschaft folgerichtige
Bewertung, dass es sich bei den Zellen nicht um gentechnisch veranderte Organismen (GVO)
handelt. Ihre Nukleinsauresequenz weist keine Veranderungen auf, die auf gentechnische
Arbeiten zurickzufihren sind. Eine weitere Kultivierung dieser iPSC ist somit keine
gentechnische Arbeit.

Aufgrund des Urteils des EuGH zur gentechnikrechtlichen Einordnung von
Mutageneseverfahren (Case C-528/16) vom 25. Juli 2018 folgen nicht alle Landesregierungen
sowie die ihnen unterstellten und flr den Vollzug des Gentechnikgesetzes zustandigen
Landesbehdrden dieser ZKBS-Bewertung. Diese der ZKBS-Bewertung nicht folgenden
Behdrden betrachten die mit SeV generierten iPSC als GVO.

Projektleitern und Beauftragten fir die biologische Sicherheit wird daher empfohlen, den
Kontakt mit den zustandigen Vertretern der Landesbehdérden zu suchen, insbesondere, wenn
sie Experimente mit iPSC in einem Labor durchfiihren wollen, bei dem es sich nicht um eine
gentechnische Anlage handelt.

Az. 45310.0119 Juni 2021

Allgemeine Stellungnahme der ZKBS
zu haufig durchgefiihrten gentechnischen Arbeiten
mit den zugrundeliegenden Kriterien der Vergleichbarkeit:

Generierung von induzierten pluripotenten Stammzellen (iPSC) mittels
Sendaivirus-abgeleiteter replikationsdefekter Vektoren

1 Beschreibung des Sendaivirus (SeV), von ihm abgeleiteter Vektoren und induzierter
pluripotenter Stammzellen (iPSC)

1.1 Sendaivirus

Das Sendaivirus (Spezies: Murine respirovirus) aus der Gattung Respirovirus ist ein behllltes
Minusstrang-RNA-Virus, welches zur Familie Paramyxoviridae gehort [1]. Das respiratorische
Pathogen SeV ist in Nagetierpopulationen verschiedener Spezies weltweit endemisch.
Nachgewiesen wurde das Virus vor allem in Mausen [2—4], aber auch in Ratten, Hamstern und
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Meerschweinchen [5]. Wahrend sich SeV in den Atemwegen nicht-humaner Primaten
vermehren kann, wurde eine effektive Vermehrung in humanen respiratorischen Zellen trotz
grofBer Sequenzahnlichkeit zu dem humanpathogenen Parainfluenzavirus 1 (Spezies: Human
respirovirus) [6] nicht beobachtet [7]. Ebenso ist es bisher nicht belegt, dass es zur Infektionen
des Menschen kommen kann. Vereinzelt wurde SeV aus humanen Proben der Lunge isoliert.
Dies ist nach derzeitigem Kenntnisstand jedoch eher auf Kontaminationen zurlickzufuhren, da
fur die Anzucht der Viren Labormause genutzt wurden, bei denen eine SeV-Infektion nicht
ausgeschlossen werden kann [8, 1]. SeV ist fur den Menschen vermutlich deswegen nicht
infektids, da es gegeniber der humanen Interferon-beta vermittelten Immunreaktion sensitiv
ist und eine fur die Reifungsspaltung von SeV bendtigte spezifische Protease (trypsin-like
protease, Tryptase Clara) beim Menschen fehlt [9, 10].

Das 15 — 16 kb umfassende SeV-Genom ist unsegmentiert und enthalt open reading frames
fur sechs Strukturproteine [1, 11-15]:

— Hamagglutinin/Neuraminidase (HN) und Fusionsprotein (F): Membranproteine

— Nukleoprotein (NP), Phosphoprotein (P) und RNA-Polymerase (large protein, L): bilden
zusammen den Ribonukleoprotein-Komplex (RNP-Komplex)

— Matrixprotein (M)

Als ersten Schritt der viralen Infektion vermittelt das HN die Bindung des SeV an
Sialinsaurereste auf der Oberflache der Zielzellen. Diese Sialinsaurereste werden spater auf
neu gebildeten Viruspartikeln durch die Neuraminidase-Aktivitat von HN abgespalten, um eine
Selbstaggregation zu verhindern und eine effektivere Virusverbreitung zu erméglichen [16].
Das F ist an der Virus-Anheftung beteiligt, vermittelt die Fusion zwischen Virus- und
Zellmembran und kann somit auch die Bildung von Synzytien verursachen [14]. Das auf der
Innenseite der Lipiddoppelschicht lokalisierte M vermittelt die Konzentration von HN, F und
dem Nukleokapsid und spielt damit eine wichtige Rolle bei der Partikel-Assemblierung und der
Knospung [17, 18]. Die Proteine des RNP-Komplexes sind vor allem fiir die virale Replikation
entscheidend. NP bindet die virale RNA, verpackt sie in ein helikales Nukleokapsid und schitzt
das Virusgenom dadurch vor einem Abbau durch Ribonukleasen. Zusatzlich beeinflusst es die
virale Transkription und RNA-Replikation [19]. L ist der enzymatisch aktive Teil des RNA-
abhangigen-RNA-Polymerase-Komplexes und ist entscheidend an der viralen Transkription
und RNA-Replikation sowie der Modifizierung viraler mRNAs (z. B. 5-capping) beteiligt [20,
21]. P ermoglicht durch die Bindung an L die korrekte Funktionsweise des
Polymerasekomplexes und vermittelt dessen Bindung an das Nukleokapsid [22, 19]. Weitere
Proteine, die die virale RNA-Synthese steuern und dariber hinaus die Immunantwort des
Wirtes beeinflussen, werden von der fur P kodierenden Region mithilfe alternativer
Leserahmen und ko-transkriptionaler mRNA-Editierung exprimiert [23—-26].

In der TRBA 462 ,Einstufung von Viren in Risikogruppen® ist das replikationskompetente SeV
in die Risikogruppe 1 mit dem Zusatz ,t2“ ' eingestuft.

Das SeV ist in der Organismenliste der ZKBS als Spender- und Empfangerorganismus bei
gentechnischen Arbeiten in die Risikogruppe 2 eingestuft.

1.2 SeV-abgeleitete Vektoren

SeV-Vektoren werden inzwischen in verschiedenen Anwendungsbereichen eingesetzt. Sie
kommen bei der Entwicklung von Vakzinen [27], Gentherapien [28] und Tumortherapien [29]
zum Einsatz. Besonders flr die in vitro-Generierung von induzierten pluripotenten
Stammzellen (iPSC) [30] haben sich SeV-Vektoren etabliert und werden fur diese Zwecke

" Wegen der Wirbeltierpathogenitat konnen aus tierseuchenrechtlicher Sicht Sicherheitsmafnahmen
erforderlich werden, die vergleichbar mit den SicherheitsmalRnahmen der Schutzstufe 2 ein Entweichen
des Virus in die dulRere Umgebung bzw. in andere Arbeitsbereiche minimieren (siehe auch TRBA 120).
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auch kommerziell vermarktet. Zusatzlich finden reprogrammierende SeV-Vektoren auch in
vivo Anwendung [31].

Vorteile von SeV-Vektoren sind ihre schnelle Aufnahme in die Zielzellen, eine starke und
steuerbare Expression von Fremdgenen, die hohe Infektionsrate diverser Sdugerzellen sowie
ein ausschlieBlich zytoplasmatischer Replikationszyklus ohne die Insertion viraler
Nukleinsdureabschnitte in das Wirtsgenom [32].

Da SeV in der Lage ist, zusatzlich zum eigenen Genom Fremdgene einer Groéf3e von bis zu
3 kb [11] zu verpacken, wurden in SeV-Vektoren der ersten Generation Fremdgene einkloniert,
ohne virale Gene zu deletieren. Bei diesen SeV-Vektoren blieb somit die Replikationsfahigkeit
erhalten [32]. In replikationsdefekten SeV-Vektoren der neueren Generation sind ein oder
mehrere virale Gene mutiert oder vollstandig deletiert , wobei diese meist fir ein oder mehrere
Bestandteile der Virushtille kodieren [33]. So sind AM- [34, 35], AF-[36—38] und AHN- [39, 40],
aber auch AM/AF- [41] und AM/AF/AHN- [42, 43] Deletionsmutanten bekannt. Das deletierte
Gen wird in der Produktionszelllinie jeweils in trans komplementiert. Nach der initialen
Transduktion kénnen die Vektoren entweder keine neuen Zellen infizieren (AF, AHN) oder es
werden keine neuen Vektorpartikel gebildet (AM). Zusatzlich gibt es replikationsdefekte SeV-
Vektoren, bei denen das P-Gen deletiert (AP) oder mutiert ist, sodass keine effektive virale
RNA-Synthese stattfinden kann [44, 27]. Verschiedene bekannte Punktmutationen im P- und
L-Gen beeinflussen die Verweildauer von SeV in den transduzierten Zellen. Sie kdnnen
entweder eine Persistenz des SeV-Genoms bedingen, indem sie die Induktion von IFN-3
beeintrachtigen oder verhindern [42] oder die Expression viraler Gene bei leicht erhdhten
Temperaturen (38 — 39 °C) stoppen, so dass das Genom in der Folge abgebaut wird [30].

Da die viralen Gene von SeV als eigenstandige Transkriptionseinheiten organisiert sind,
besteht die Mdglichkeit, zu tGbertragende Fremdgene an unterschiedlichen Stellen im Genom
zu platzieren. Bei SeV-Vektoren der ersten Generation wurde das Fremdgen i. d. R. an die
erste Position (Plusstrang-Orientierung), vor die SeV-Gene, kloniert. Allerdings ist auch eine
Positionierung zwischen den viralen Genen mdglich. Die Position bestimmt dabei die
Expressionsstarke des jeweiligen Gens. Je naher die Transkriptionseinheit am 5'-Ende
(Plusstrang-Orientierung) positioniert ist, umso starker ist auch die Expression. In den
replikationsdefekten SeV-Vektoren ist aufgrund der Deletionen im viralen Genom die
Verpackungskapazitat fir Fremdgene erhdht, sodass mehrere dieser Gene als separate
Transkriptionseinheiten integriert werden konnen.

Rekombinante, replikationsdefekte SeV-Vektoren werden mittlerweile Plasmid-basiert in
Zellkultur erzeugt und vermehrt [45]. Dabei wird ein Plasmid mit der cDNA des viralen Genoms
mit den entsprechenden Deletionen unter der Kontrolle des T7-Promotors in permissive
Zelllinien (z. B. LLC-MK2) Ubertragen. Zusatzlich werden die Proteine des RNP-Komplexes
(NP, P und L) sowie die T7-Polymerase wie auch die im viralen Genom deletierten Gene durch
transiente oder stabile Genexpression in frans bereitgestellt, um die virale Replikation zu
initiieren [46, 47]. Dies kann durch Transfektion von Expressionsplasmiden oder mRNA,
Transduktion durch virale Vektoren oder auch Infektion der Zelle mit einem Helfervirus
gewahrleistet werden. Die Verpackungszelllinie gibt infektiose, rekombinante,
replikationsdefekte SeV-Vektorpartikel ab, wobei im Vektor-Genom mindestens ein fir die
Replikation bzw. Infektion essenzielles Gen deletiert ist.

1.3 Induzierte pluripotente Stammzellen (iPSC)

Die Reprogrammierung ausdifferenzierter somatischer Zellen in einen Zustand ahnlich der
Pluripotenz durch retrovirale Ubertragung spezifischer Transkriptionsfaktoren konnte sowohl
fur murine [48] als auch flir humane Zellen [49] gezeigt werden. Die so generierten iPSC haben
sich zu einem sehr wichtigen Bestandteil der biologischen und medizinischen Forschung
entwickelt.

Fir die Reprogrammierung werden Transkriptionsfaktoren genutzt, die den Zustand und somit
die Zuganglichkeit des Chromatins epigenetisch verandern bzw. die Expression von
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Tumorsuppressor- und Protoonkogenen beeinflussen [50]. Die Veranderung des Genoms ist
daher nicht vererbbar. Neben den am haufigsten genutzten Faktoren Oct3/4, Sox-2, c-Myc
und Kfl4 kommen auch Lin28, Nanog, L-Myc, Tert u. v. m. zum Einsatz [51]. Einige dieser
genutzten  Faktoren besitzen neoplastisch  transformierendes Potenzial (siehe
Onkogendatenbank ZKBS).

Im Gegensatz zu den anfanglich fir die Ubertragung von Reprogrammierungsfaktoren
genutzten retro- und lentiviralen Vektoren besteht bei SeV nicht das Problem einer
genomischen Integration, da dieses ausschliellich zytoplasmatisch repliziert und keine
reverse Transkription der SeV-RNA erfolgt [52]. Da die Transgene nur transient exprimiert
werden, das Genom der Zellen nicht verandert wird und das virale Genom der
replikationsdefekten SeV mit der Zeit abgebaut wird, werden als Endprodukt transgenfreie
iPSC generiert, die somit keine gentechnisch veranderten Organismen (GVO) darstellen
(siehe Punkt 3.) [38]. Dieser Zustand ist nach ~10 Passagen erreicht [30, 53]. Bestimmte
Punktmutationen im viralen Genom kdnnen diesen Zeitrahmen verklrzen oder verlangern [30,
42]. Daher ist fUr die Beurteilung, ob es sich um einen GVO handelt oder nicht, ein Nachweis
notig, ob SeV-RNA in der Zellkultur verblieben ist.

2 Zusammenfassung relevanter Kriterien fiir die Sicherheitseinstufung gentechni-
scher Arbeiten zur Generierung von iPSC mit SeV-Vektoren

Fir andere als hier beschriebene Anwendungen von SeV-Vektoren wird auf die allgemeine
Stellungnahme der ZKBS fur ,Gentechnische Arbeiten mit von RNA-Viren abgeleiteten
Minigenomen, Replikons und virusahnlichen Partikeln zum Einbringen in humane oder
tierische Zellen“ (Az.: 45310.0118, Februar 2021) verwiesen.

Zur Herstellung von SeV-Vektoren werden subgenomische virale Nukleinsdureabschnitte
zunachst Plasmid-basiert in ihrer cONA-Form in Escherichia coli K12-Derivaten amplifiziert.
Die Expression dieser Nukleinsaureabschnitte wird dabei zumeist von einem T7- oder SP6-
Phagenpromotor kontrolliert. Alternativ kbnnen auch virale oder eukaryotische Promotoren
verwendet werden. Diese Promotoren sind in E. coli i. d. R. nicht aktiv. Ebenso wenig ist von
einer Vervollstandigung des viralen Genoms durch Rekombination mit dem Genom von E. coli
auszugehen. Sofern es sich bei dem verwendeten Vektor-Empfanger-System um eine
biologische SicherheitsmaRnahme handelt, besitzen diese gentechnischen Arbeiten somit
kein Gefahrdungspotenzial fir Mensch, Tier und Umwelt. Die Ubertragenen
Nukleinsdureabschnitte kénnen ggf., wie im Falle der Reprogrammierungsfaktoren, ein
neoplastisch transformierendes Potenzial aufweisen. In dem Zusammenhang wird auf die
allgemeinen Stellungnahmen der ZKBS Az. 6790-10-01 und Az. 6790-10-36 (siehe 5.
Hinweise) hingewiesen.

Fir die Sicherheitsbewertung von humanen und tierischen Zellen der Risikogruppe 1, auf die
mittels Transfektion oder Transduktion ein deletiertes SeV-Genom Ubertragen wird, ist
mafgeblich, ob virale Partikel entstehen kdnnen. Die ggf. abgegebenen Partikel bestimmen
das Gefahrdungspotenzial der Zellen.

Bei der Herstellung von replikationsdefekten SeV-Vektoren werden verschiedene virale Gene
in trans zur Verfugung gestellt. Dabei handelt es sich um die Proteine des RNP-Komplexes,
die fur die Initierung der Replikation bendtigt werden, sowie das oder die im RNA-Genom
deletierten  Strukturproteine (HN, F, M). Dies kann durch Transfektion von
Expressionsplasmiden und mRNA oder durch Transduktion mittels viraler Vektoren
gewahrleistet werden. Es werden sogenannte single round infectious particles gebildet, die
eine Zielzelle einmalig infizieren kdnnen, in dieser aber aufgrund der verschiedenen
Deletionen von Genen nicht zur erneuten Bildung infektidser Vektorpartikel (AF oder AHN)
fuhren, keine neuen Vektorpartikel (AM) bilden oder keine effektive RNA-Synthese
ermoglichen (AP). Zu beachten ist hierbei, dass der Replikationsdefekt auf einer Deletion eines
funktional bedeutsamen Teils des HN-, F-, M- oder P-Gens beruhen muss. Zum Erhalt
regulatorischer Funktionen kénnen jedoch ggf. Nukleinsdureabschnitte enthalten sein, die fir
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nicht-funktionale Teile solcher Proteine kodieren. Von einem stabilen Replikationsdefekt ist
hingegen aufgrund der hohen Mutationsrate viraler RNA-Polymerasen nicht auszugehen,
wenn dieser ausschlieBlich auf dem Einfugen inaktivierender Punktmutationen, artifizieller
Stoppkodons oder frameshift-Mutationen beruht. Ebenso ist zu beachten, dass im SeV-
Vektorgenom und den uber Transfektion oder Transduktion zur Transkomplementierung
bereitgestellten Nukleinsaureabschnitten keine homologen Bereiche vorhanden sein duirfen,
die es ermdglichen, dass durch homologe Rekombination ein replikationsfahiges SeV-Genom
wiederhergestellt wird.

Ist von einem sicheren Replikationsdefekt der SeV-Vektorpartikel auszugehen, entscheidet
das enthaltene Fremdgen uUber das Gefahrdungspotenzial der Vektorpartikel. Bei der
Generierung von iPSC mittels SeV-Vektoren kommen Gene von Transkriptionsfaktoren zum
Einsatz, die ein neoplastisch transformierendes Potenzial aufweisen kénnen. Beim Umgang
mit solchen SeV-Vektoren bzw. Gemischen mit diesen Vektoren ist daher vorsorglich ein
geringes Gefahrdungspotenzial fir den Menschen anzunehmen.

Zellen der Risikogruppe 1, die mit SeV-Vektoren transduziert wurden, geben in der Regel keine
weiteren infektidsen viralen Partikel ab. Solche Zellen besitzen daher kein
Gefahrdungspotenzial, wenn die zur Transduktion eingesetzten Vektorpartikel aufgenommen
oder durch Waschen entfernt wurden. Von einer weiteren Abgabe von infektidsen viralen
Partikeln ist nur dann auszugehen, wenn in den Zellen bereits vor der Transduktion
komplementierende Nukleinsaureabschnitte von SeV oder einem anderen Virus vorgelegen
haben.

3 Gentechnikrechtliche Bewertung von mit SeV-Vektoren hergestellten iPSC

Fur die rechtliche Bewertung der mittels SeV-Vektoren generierten iPSC ist die gentechnische
Veranderung der entsprechenden Zellen und die Anwesenheit des rekombinanten SeV-
Vektorgenoms ausschlaggebend. Durch die SeV-Vektoren kommt es zu einer transienten
Expression der (Ubertragenen Transkriptionsfaktorgene. Durch die ausschlieBlich
zytoplasmatische Replikation und das Fehlen einer reversen Transkription ist eine Integration
rekombinanter Nukleinsaureabschnitte in das Genom der Zelle nicht zu erwarten. Das virale
Genom verbleibt nur zeitlich begrenzt in der Zelle, sodass nach ~10 Passagen die so
generierten iPSC frei von SeV-Vektorgenomen sind, sofern der zeitliche Verbleib der
Vektorgenome nicht durch verschiedene Mutationen beeinflusst wurde.

Mogliche epigenetische Veranderungen am Genom der Zelle, die aus der Aktivitat der
eingebrachten Transkriptionsfaktoren resultieren (z. B. Methylierung der DNA), sind nach § 3
Nr. 3 GenTG nicht als gentechnische Veranderungen zu bewerten. Die generierten iPSC sind
dann nicht als GVO anzusehen, wenn sie nachweislich keine SeV-Vektorgenome mehr
enthalten. Im Gegensatz zur Herstellung der SeV-Vektoren und ihrer Anwendung stellt die
weitere Kultivierung von iPSC somit keine gentechnische Arbeit dar.

4 Kriterien der Vergleichbarkeit gentechnischer Arbeiten zur Generierung von iPSC
mit SeV-Vektoren

Im Folgenden werden allgemeine Kriterien der Vergleichbarkeit bei gentechnischen Arbeiten
zur Generierung von iPSC mit SeV-Vektoren zusammengefasst. Gentechnische Arbeiten mit
GVO, die die genannten Kriterien erfullen, sind miteinander vergleichbar und der
Sicherheitsstufe zuzuordnen, die der Risikogruppe des GVO entspricht.

Die folgenden Begriffsdefinitionen werden verwendet:

o defektes SeV-Genom: subgenomischer Nukleinsdureabschnitt eines SeV, der alle cis-
regulatorischen viralen Sequenzen enthalt und fir alle viralen Proteine kodiert, die flr



seine Vermehrung (RNA-Synthese) und ggf. Transkription notwendig sind. Bei SeV
mussen fur den erstmaligen Start der viralen RNA-Synthese die Proteine des
Replikationskomplexes in trans zur Verfugung gestellt werden. Die anschlieliende RNA-
Synthese erfolgt jedoch autonom. Mindestens eines der Proteine, das fir die Bildung von
Partikeln, die Bindung an einen zellularen Rezeptor oder die Ubertragung der viralen RNA
auf eine Zelle erforderlich ist, wird nicht kodiert; zusatzlich kénnen ein oder mehrere
Fremdgene enthalten sein.

Hinweis: Der Replikationsdefekt muss auf einer Deletion eines funktional bedeutsamen
Teils des viralen Nukleinsaureabschnitts beruhen, der flr das Protein kodiert,
das die Bildung von Partikeln, die Rezeptorbindung oder die Fusion des
Viruspartikels mit der Zielzelle ermoglicht. Zum Erhalt regulatorischer Funktionen
kénnen jedoch ggf. Nukleinsaureabschnitte enthalten sein, die fir nicht-
funktionale Teile eines solchen Strukturproteins kodieren. Von einem stabilen
Replikationsdefekt ist hingegen aufgrund der hohen Mutationsrate viraler RNA-
Polymerasen nicht auszugehen, wenn dieser ausschliellich auf dem Einfligen
inaktivierender Punktmutationen, artifizieller Stoppkodons oder frameshift-
Mutationen beruht.

o Helferplasmide und Aaquivalente  Nukleinsaureabschnitte: eukaryotische
Expressionsplasmide oder Nukleinsauren mit subgenomischen viralen
Nukleinsadureabschnitten, die nach Transfektion oder Transduktion in der Zelle virale
Proteine zur Verflgung stellen, die flir die Vermehrung eines Replikons oder die
Verpackung einer RNA notwendig sind. Es sind keine viralen cis-regulatorischen
Sequenzen und Verpackungssignale enthalten, auler solchen, die mit den fir die
beschriebenen Funktionen notwendigen kodierenden Regionen Uberlappen; zwischen
Helferplasmiden und  mutiertem  SeV-Genom liegen keine  homologen
Nukleinsaureabschnitte vor, die die Wiederherstellung eines replikationsfahigen SeV-
Genoms ermdglichen.

¢ RNP-Komplex: Bestehend aus Nukleoprotein (NP), Phosphoprotein (P) und RNA-
Polymerase (large protein, L); bendtigt fur die Initierung der viralen RNA-Replikation;
muss bei defekten SeV-Genomen in trans zur Verfigung gestellt werden.

Ubertragung von Plasmiden mit subgenomischen viralen Nukleinsdureabschnitten auf
E. coli K12-Derivate

41. E. coli K12-Derivate der Risikogruppe 1 einschlief3lich eines Plasmids mit
subgenomischen Nukleinsdureabschnitten des SeV und ggf. weiterer zellularer
subgenomischer Nukleinsdureabschnitte sind GVO der Risikogruppe 1. Weisen die
Ubertragenen Nukleinsdureabschnitte ein neoplastisch transformierendes Potential
auf, sind die GVO dann der Risikogruppe 1 zuzuordnen, wenn es sich bei dem
verwendeten Vektor-Empfanger-System um eine biologische Sicherheitsmalinahme
gemal § 7 Abs. 2 GenTSV handelt. Handelt es sich bei dem verwendeten Vektor-
Empfanger-System nicht um eine biologische SicherheitsmalRnahme, so ist eine
Einzelfallbewertung natig.

Transfektion subgenomischer viraler Nukleinsdureabschnitte in humane oder tierische
Zellen
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4.2. Humane und tierische Zellen der Risikogruppe 1, auf die durch Transfektion die
invitro-transkribierte RNA oder ein Plasmid mit der cDNA eines defekten SeV-Genoms
Ubertragen wurde, sind GVO der Risikogruppe 1, sofern nicht von einer Aufhebung
des Replikationsdefekts auszugehen ist. Es kommt nicht zur Abgabe viraler Partikel.



4.3.

Humane und tierische Zellen der Risikogruppe 1, auf die durch Transfektion die in
vitro-transkribierte RNA oder ein Plasmid mit der cDNA eines durch Deletion im HN-,
F- und/oder M-Gen defekten SeV-Genoms und ein oder mehrere Helferplasmide oder
aquivalente Nukleinsdureabschnitte Ubertragen wurden, die flr die Proteine des viralen
RNP-Komplexes kodieren, sind GVO der Risikogruppe 1. Es kommt ggf. zur Abgabe
nichtinfektiéser virusdhnlicher Partikel ohne Gefahrdungspotenzial.

Hinweis: Die ggf. abgegebenen virusahnlichen Partikel mit Deletionen in HN
und/oder F kénnen Zellen nicht infizieren und somit weder genetisches
Material Ubertragen noch sich vermehren. Aus diesem Grund sind sie
keine Organismen gemaf § 3 Nr. 1 GenTG und somit auch keine GVO.

Erzeugung von SeV-Vektorpartikeln

4.4.

4.5.

4.6.
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4.8.

4.7.

Humane und tierische Zellen der Risikogruppe 1, in denen nach ausschlieRlicher
Ubertragung von Helferplasmiden oder hierzu dquivalenten Nukleinsdureabschnitten
virale Strukturproteine und/oder Nicht-Strukturproteine exprimiert werden, sind ggf.
GVO der Risikogruppe 1 (bei Ubertragung von Plasmiden). Es kommt ggf. zur Abgabe
virusahnlicher Partikel ohne Gefahrdungspotenzial.

Hinweis: Die ggf. abgegebenen virusdhnlichen Partikel sind keine Organismen im
Sinne des § 3 Nr. 1 GenTG, da sie kein genetisches Material enthalten
und sich nicht vermehren kénnen. Somit sind sie auch keine GVO.

Humane und tierische Zellen der Risikogruppe 1, transfiziert mit in vitro-transkribierter
RNA oder einem Plasmid mit der cDNA eines defekten SeV-Genoms und ein oder
mehreren Helferplasmiden oder hierzu aquivalenten Nukleinsaureabschnitten, die fur
die Proteine des viralen RNP-Komplexes und ggf. virale Strukturproteine kodieren, die
die Expression des deletierten Gens des SeV-Genoms komplementieren, sind GVO
der Risikogruppe 1, sofern das SeV-Genom nicht fir ein Protein mit neoplastisch
transformierendem Potenzial kodiert. Es kommt zur Abgabe infektioser SeV-
Vektorpartikel. Diese sind GVO der Risikogruppe 1.

Humane und tierische Zellen der Risikogruppe 1, transfiziert mit in vitro-transkribierter
RNA oder einem Plasmid mit der cDNA eines deletierten SeV-Genoms und ein oder
mehreren Helferplasmiden oder hierzu aquivalenten Nukleinsaureabschnitten, die fur
die Proteine des viralen RNP-Komplexes und ggf. virale Strukturproteine kodieren, die
die Expression des deletierten Gens des SeV-Genoms komplementieren, Ubertragen
wurden, sind GVO der Risikogruppe 2, sofern das SeV-Genom einen
Nukleinsaureabschnitt mit neoplastisch transformierendem Potenzial enthalt. Es
kommt zur Abgabe infektiéser SeV-Vektorpartikel. Diese sind GVO der Risikogruppe
2,

Transduktion von humanen oder tierischen Zellen mit SeV-Vektorpartikeln

Humane und tierische Zellen der Risikogruppe 1, auf die RNA mithilfe von SeV-
Vektorpartikeln der Risikogruppe 1 tUbertragen wurde, sind GVO der Risikogruppe 1.
Ggf. kommt es zur Abgabe virusahnlicher Partikel.

Humane und tierische Zellen der Risikogruppe 1, auf die RNA mithilfe von SeV-
Vektorpartikeln der Risikogruppe 2 Ubertragen wurde, sind nach Abschluss der
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Transduktion GVO der Risikogruppe 1, sofern keine viralen Proteine exprimiert
werden, die die Deletion des SeV-Genoms komplementieren. Ggf. kommt es bei
Nutzung von AHN- oder AF-Vektorpartikeln zur Abgabe nicht-infektidser virusahnlicher
Partikel ohne Gefahrdungspotenzial.

4.9. Humane und tierische iPSC der Risikogruppe 1, die nach ~10 Passagen nachweislich
keine SeV-Vektorgenome mehr enthalten, besitzen kein Gefahrdungspotenzial.

Hinweis: Die iPSC, welche nachweislich frei von SeV-Vektorgenomen sind, sind
keine GVO im Sinne des § 3 Nr. 3 GenTG, da keine Veranderung des
Zellgenoms vorgenommen wurde und kein fremdes genetisches
Material vorliegt.

5 Hinweise

Weiterfuhrende Erklarungen zu gentechnischen Arbeiten mit SeV-Vektoren sind in der
folgenden allgemeinen Stellungnahme der ZKBS zu finden:

e Allgemeine Stellungnahme der ZKBS zu haufig durchgeflihrten gentechnischen
Arbeiten mit den zugrunde liegenden Kriterien der Vergleichbarkeit: Gentechnische
Arbeiten mit von RNA-Viren abgeleiteten Minigenomen, Replikons und virusahnlichen
Partikeln zum Einbringen in humane oder tierische Zellen (Az.: 45310.0118, Februar
2021)

Es wird zudem auf die Empfehlungen folgender allgemeiner Stellungnahmen der ZKBS
hingewiesen:

e VorsichtsmalRnahmen beim Umgang mit Nukleinsduren mit neoplastisch
transformierendem Potenzial (Az. 6790-10-01, aktualisiert Dezember 2016)

e Bewertung von gentechnisch veranderten Organismen, in die Nukleinsdureabschnitte
mit neoplastisch transformierendem Potential eingefihrt wurden (Az. 6790-10-36,
aktualisiert Dezember 2014)
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