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Semmelweis-Reflex im Landwirtschaftsministerium oder etwas mehr Chemie in der Hygiene wagen

Zur Stellungnahme der Zentralen Kommission fiir die Biologische Sicherheit (ZKBS) Az. 6790-10-49?

,ZU Hdnde- und FlédchendesinfektionsmafSnahmen bei gentechnischen Arbeiten mit Viren bis

Sicherheitsstufe 4" vom November 2023“:

Auf 8 Seiten Text verweist die ZKBS hier zunachst allgemein auf einschlagige Desinfektionsmittel-
Listen. Die einzige spezifische Aussage zu bestimmten Virus-Spezies betrifft Adeno-assoziierte Vieren

(AAV) in Abschnitt 2.2.1

,Hénde- und Fldchendesinfektion bei gentechnischen Arbeiten mit Parvoviren - Parvoviren, wie die
hdufig zum Gentransfer verwendeten Adeno-assoziierten Viren (AAV, Risikoruppe 1 oder 2), sind sehr

unempfindlich gegeniiber Alkohol-basierten Desinfektionsmitteln [11].“

Zumindest fur Arbeiten mit AAV in S1 und S2-Bereichen lieRRe sich hierzu recht einfach

zusammenfassen:

Einzige Verbindung, welche bislang erwiesenermafien AAV in vitro wirksam inaktiviert, ist
Natriumhypochlorit (NaOCI): Flachendesinfektion erfolgt mit NaOCl 0,5% oder 1,0% lber 10-30 min.
Beliebiger Haushalts- oder Industrie-Chlorreiniger (Eau de Javel im franzésischen Sprachraum) wird
entsprechend frisch verdiinnt. Der Verbund fiir Angewandte Hygiene (VAH) listet z.B. DanKlorix mit
2,8% NaOClI (erhaltlich z.B. bei Edeka, REWE, Kaufland, Netto, DM, Rossmann), Brilliance medical

0,94% oder DEFEAT Konzentrat 0,5%.



Speziell die Dekontamination bzw. Desinfektion von Handen mit Test-Anschmutzungen aus AAV
wurde noch nicht systematisch untersucht, etwa nach EN1500. Die hochste Keimzahlreduktion wird
man sich auch hier durch NaOCI versprechen. Da reine NaOCl-Lésung (wie auch die Formulierungen
zur Flachendesinfektion) zu alkalisch ist, wird sie zur besseren Hautvertraglichkeit auf pH 9,8
gepuffert, bekannt als Dakin’s solution. Als Fertigprodukt steht aus Belgien oder Frankreich fur
Desinfektion und Antisepsis von Haut und Wunden ,,Dakin Cooper Stabilisé 0,5%" zur Verfigung.
Alternativ kdnnen diese und ggf. hhere Konzentrationen NaOCI bis 3% von Arzten patienten-
individuell oder von Apothekeninhabern als Rezeptur aus arzneimitteltauglichen Ausgangs-
konzentraten hergestellt werden. Einwirkzeit je 2-5 min. Die Dekontamination/Desinfektion mit

Dakin kann griindliches Handewaschen nicht ersetzen und stellt eine zusatzliche MalRnahme dar.

Stattdessen wird der Wirkstoff Chlor aus NaOCI und NaCl kein einziges Mal erwdhnt. Doch im
Einzelnen: AAV erfreuen sich als gentechnische Werkzeuge (,,Genfahren”) in der biomedizinischen
Forschung zunehmender Beliebtheit. Einige nicht replizierende AAV-Konstrukte sind in der EU bereits

als Arzneimittel firr die Therapie beim Menschen in zugelassen und auf dem Markt.?®

Hauptaufgabe der ZKBS ist die Risikobewertung etablierter gentechnischer Verfahren oder
gentechnisch veranderter Organismen und deren Einstufung in die Sicherheitsstufen S1 bis S4 (§§ 6,7
GenTSV, ZKBS-Verordnung). Friiher war die ZKBS beim RKI angesiedelt, seit einigen Jahren am
Bundeslandwirtschaftsministerium und untergeordnet Bundesamt fiir Verbraucherschutz und
Lebensmittelsicherheit (BVL), obwohl es seit 2013 keine Freilandversuche mit gentechnisch
veranderten Pflanzen mehr gibt, auf Betreiben u.a. von Jorg Bergstedt. Entwiirfe fiir die
Stellungnahmen der ZKBS werden eigenen Angaben zufolge vielfach im Referat 402 des BVL
ausgearbeitet. So ist auch gegenstandliche Stellungnahme mit dem Dienstkiirzel
,BVL FO 05 4100 402 V1.6" versehen. Im Gegensatz zur guten wissenschaftlichen Praxis im RKI
werden die Autoren bei den Stellungnahmen der ZKBS Uberhaupt nicht angegeben. Nun geben
solche nicht genannten Autoren Hinweise zur Hand- und Flachenhygiene fiir gentechnische
Forschungslabore. Dies berihrt erheblich den Bereich der Krankenhaushygiene, da die

entsprechenden Forschungslabore haufig in Uniklinika angesiedelt sind und dort viel Personal sowohl



in der Forschung, als auch in der Patientenversorgung tatig ist. Es ist auch Zweck dieser in
erheblichen Teilen anwendungsorientierten Forschung, nicht zuletzt im Rahmen klinischer Studien,
gentherapeutische Verfahren aus dem Labor an das Krankenbett zu bringen (,,from bench to

bedside”).

Die Krankenhaushygiene fuRt seit Semmelweis 1847 auf einem extrem breiten Schatz an
Praxiserfahrung und harten empirischen Daten. Sie ist fachlibergreifend extrem breit konsentiert.
Dies manifestiert sich z.B. in der stets aktualisierten Leitlinie auf dem Signifikanz-/Evidenzlevel 2 von
3 der Arbeitsgemeinschaft wissenschaftlicher medizinischer Fachgesellschaften unter Federfiihrung
der Arbeitsgemeinschaft fiir Krankenhaushygiene,” den Empfehlungen der KRINKO beim RKI,® den
Leitlinien der WHO oder etwa der Society for Healthcare Epidemiology of America (SHEA), der
Association for Professionals in Infection Control and Epidemiology (APIC), der Centers for Disease
Control and Prevention (CDC), der UK Health Security Agency (UKHSA). Dabei ist stets die
Handedesinfektion vor reinen Tatigkeiten, vor und nach Patientenkontakt, sowie nach Haut- oder
Handschuhkontakt mit potentiell infektiosem oder transduktionsfahigem Material prioritar.
Hierzulande fallt die Handhygiene primar in den Zustdndigkeitsbereich der arztlichen
Selbstverwaltung (einschlieflich Tier- und Zahnarzte) und des Gesundheitsministeriums mit RKI,
ferner in den Bereich des Arbeitsministeriums mit Bundesanstalt fir Arbeitsschutz und Arbeits-
medizin, darin des Ausschuss fiir biologische Arbeitsstoffe (ABAS), welcher die Technischen
Richtlinien fiir Biologische Arbeitsstoffe herausgibt, einschlagig hier TRBA-100 und -250, beim
Landwirtschaftsministerium selbst in die Bereiche des Friedrich-Loeffler-Instituts (FLI) und Julius
Kihn-Instituts (JKI). Sofern es um ,, pandemic preparedness” geht, ist auch das Bundesamt fiir
Bevolkerungsschutz und Katastrophenhilfe (BBK) im Geschaftsbereich des Innenministeriums
tangiert. SchlieRRlich haben nicht zuletzt die Apothekerschaft und die Pharmaindustrie sowohl in ihrer
Eigenschaft als Hersteller von Desinfektionsmitteln wie auch als Anwender mit hochsten

Sicherheitsanforderungen belastbares know-how einzubringen.

Zumal bei solchen Querschnittsthemen wie der Hande- und Flachenhygiene sieht die ZKBS-

Verordnung in § 4 selbstverstandlich die Beteiligung anderer Personen und Stellen vor.



In der ZKBS-Stellungnahme von November 2023 behaupten die Autoren nun, es seien ausschlieR-
lich alkohol-basierte Mittel zur Hindedesinfektion zugelassen, es gabe somit keine gegen Parvoviren
und damit auch gegen die Familienmitglieder AAV wirksame Handedesinfektionsmittel. Daher seien

die Hande nach Arbeiten mit AAV nur zu waschen.

Ferner seien zur Flachendesinfektion nach Arbeiten mit AAV ,Mittel auszuwdhlen, deren

Wirksamkeit auch gegen Parvoviren liberpriift wurde.”

Dieselben Aussagen finden sich bereits als Hinweis 6 auf Seite 4 der Stellungnahme Az. 6790-10-73

von Oktober 2021.°

Zunachst ist die Empfindlichkeit der verschiedenen Parvoviren gegeniiber Desinfektionsverfahren
unterschiedlich und schwer verallgemeinerbar. Dies liegt u.a. daran, dass von Spezies zu Spezies in
der Aminosauresequenz der Hullproteine sehr unterschiedliche freie Schleifen aus der von [3-
Faltblattstrangen gebildeten ikosaedrischen Capsid-Kapsel herausragen. Dadurch unterscheiden sich
die Verteilung polarer, saurer und basischer Funktionen auf der Oberflache, isoelektrischer Punkt
und die Aggregationsfahigkeit der Partikel. In einigen Fallen — wie z.B. fiir das Parvovirus B19 und das
humane Bocaparvovirus beschrieben, jedoch nicht fiir AAV - wird der ca. 5 KB lange DNA-Einzelstrang
auch unvollstdndig verpackt und ragt aus der Kapsel heraus.’® Ganzlich entgangen sind den Autoren
die Publikationen Nr. 11-13.113 70% Ethanol, 1,5% H,0,, und 0,25% Peroxyessigsaure (PAA) erwiesen
sich als unwirksam gegen AAV2 und AAV5, 0,45% Kaliumperoxymonosulfat zudem als unwirksam
gegen AAVS5. Dagegen denaturierten 0,5% Natriumhypochlorit (NaOCl) bereits nach 1 min Capsid und
Untereinheiten des Virus.'! Bereits 0.06% NaOCl verringerten die Infekti6sitdt von AAV1, AAV2, AAVS

und AAV9.22 Nach 5 min 0,7% NaOCl waren AAV1 nicht mehr transfektionsfahig.:

Technisch wird NaOCI durch Einleiten von Chlorgas in Natronlauge gewonnen. Dabei
disproportioniert Cl mit der Oxidationszahl Null im Cl; zu Cl mit der Oxidationszahl +1 im (OCI)” und Cl
mit der Oxidationszahl -1 im CI". Im Bleichlauge (bleech) genannten Produkt liegen NaOCl und NaCl
dquimolar vor. Unter Einwirkung von Saure lauft diese Reaktion auf den zu desinfizierenden

Oberflichen wieder riickwérts, CI*' und CI' symproportionieren zu Chlor in statu nascendi (Clyasc.).

2 NaOH + Cl, === NaOCl + NaCl + H,0



Im HandschweiR bei pH 5 -6 bzw. nach Einwirkung von labortiblichen Fliissigseifen bei pH 6,2 —
6,5, sowie unter Einwirkung von Kohlensiure aus CO; aus der Luft sind diese Bedingungen
hinreichend gegeben. Die vorherige Einwirkung alkalischer Kernseife hingegen wird die Wirksamkeit
von NaOCl verzégern. Die Massenprozentangaben (z.B. ,10% Bleichlauge”) beziehen sich auf
verfligbares Chlor. Ein Mol NaOCl a 74,5 g wird vollstdandig zu 1 Mol Cl; a 70,9 g umgesetzt. Die o.g.

Abfolge der Wirksamkeit verwundert nicht, weil Hypochlorit bzw. Clnas.. sowohl polare
Reaktionskanile des formalen CI* wie auch thermisch oder photochemisch induzierte radikalische

Chemie des ClI* er6ffnen. Das kdnnen Peroxide nur, wenn sie mit stark elektronenziehenden O-
Substituenten ausgestattet sind: die Peroxoschwefelsdure wirkt starker als ihr Kaliumsalz und

wesentlich starker als H,0, oder Peroxomagnesium-Verbindungen.

Weiterhin entgangen sind den Autoren die Hinweise der Anbieter von AAV fiir die Forschung,*>®
aus klinischen Priifungen von AAV,*® und die Hygienepldne einer Fiille universitirer Anwender von
AAV in den USA?30 ynd Kanada.3'*? Sdmtlich empfehlen diese 0,5% NaOCI iiber 5 min bis 30 min> 1"
18,21,26,27.2930 hzyy, ohne Zeitangabel®1920.22:25.28,32 gder 1 0% NaOCI'” 2> 3! (iber 10 min'” und 15 min.3!
Entgangen sind den Autoren auch die Hinweise aus den Fachinformationen fiir als Arzneimittel
zugelassene AAV-Praparate, welche 0,1% NaOCI fir ein AAV5-Konstrukt? , NaOCl ohne Angabe der
Konzentration fiir ein AAV1-3, ein AAV5-* bzw. ein AAV9-Konstrukt® und 1% NaOCI fiir ein AAV2-
Konstrukt® immerhin zur Flichendekontamination vorsehen. Mitunter wird Hautirritation durch
NaOCl beflrchtet, meist pauschal ohne Angabe von Einwirkzeit, Konzentration und pH-Wert der
Lésung® allerdings mit erstaunlich schmaler Datenlage zur Hautschiadigung®® bei erstaunlich breiter

Datenlage zur Keimtétung auf sehr breitem Spektrum.3®

Hintergrund fur die Wirkllicke alkoholischer Desinfektionsmittel mit neutralem pH ist die Zusam-
menlagerung der Parvoviren zu kristallartigen Aggregaten. Im Sauren wie auch im Alkalischen
zerfallen diese offenbar.3® So enthilt ,Skinman complete pure” Milchsaure zusétzlich zu 89% Ethanol,
hat seine Wirksamkeit It. Herstellerangaben gegen einen Priifstamm — Gblicherweise das murine

Parvovirus — Minute virus of mice (MVM) — aber nicht gegen AAV bewiesen.



Im Laboralltag kommen vorwiegend und in der Gentherapie ausschlieBlich nicht replizierende
AAV-Konstrukte zum Einsatz, welche weder das Gen fiir Hiillproteine (Cap) noch dasjenige fiir
Replikationsenzyme (Rep) enthalten. Sofern sich aus dem konkreten Konstrukt nichts anderes ergibt,
wurden auch replizierende AAV1-3, 3b, 5, 6, 8, 9 und AAV-rh10 als S1, sowie AAV4, 7, 10-13 als S2
eingestuft. Bei AAV1-3, 5-9 und AAV-rh10 zahlt jedoch der Mensch zum Wirtsspektrum, fiir AAV4, 10-
13 sei dies noch unklar. Es sei bislang keine durch AAV ausgeldste Krankheit bekannt, die
Seropravalenz wird bei 38%-70% angegeben.® Gerade die gute Transduktionseffizienz sogar auf
ruhende Zellen im Menschen und lange Persistenz der Genexpression machte AAV zu guten

Kandidaten fiir gentherapeutische Vehikel.°

Die noch in ZKBS-Stellungnahme von 10/2020° getroffene Aussage , Trotz der ubiquitéren
Verbreitung der AAV und der hohen Durchseuchung sind zum heutigen Tage weder beim Menschen
noch beim Tier AAV-assoziierte Erkrankungen bekannt, weshalb man davon ausgeht, dass AAV
apathogen sind [2; 6; 7].“ ist spatestens seit Marz 2023 so nicht mehr haltbar. Im Frihjahr 2022 kam
es vor allem in GroBbritannien und den USA zu einer Serie von Hepatitis bei Kleinkindern mit damals
unbekannter Ursache. Weltweit belief sich die Fallzahl auf mindestens 1 010. Drei Arbeitsgruppen
wiesen nunmehr unabhéngig voneinander AAV2 als hochstwahrscheinliche Ursache nach. Jeweils
konnte AAV2 aus Lebergewebe, Blut- und Abstrichproben durchsequenziert werden. Als nachste
AAV2-Sequenz-verwandte wurden in allen 3 Arbeiten dieselben franzdsischen Isolate aus den Jahren
2004-2015 identifiziert.*”** Ho und Kollegen detektierten mittels RT-qPCR im Plasma von 32
Patienten zwischen 10* und 10’ (Median 70 000) Kopien AAV2 pro mL versus Werten unterhalb der
Nachweisgrenze von 3.200/mL bei Kontrollen. Humanes Adenovirus HAdV-F41 bzw. HAdV-C wurden
als damals breit und synchron mit den Hepatitis-Féllen zirkulierende Helferviren identifiziert, in
einzelnen Fallen alternativ oder zusatzlich Humanes Herpesvirus HHV®6. In vier Fallen waren
Leberbiopsien verfligbar. Diese zeigten das Bild einer Virushepatitis mit aufgedunsenen
vakuolenreichen Hepatozyten, Stérung des Epithels der Lebersinusoide, Infiltrat inflammatorischer
T4-Zellen und Nachweis von AAV-RNA mittels in situ-Hybridisierung als Zeichen aktiver Replikation in

Hepatozyten und Endothelzellen. Dieses Bild entsprach ausdriicklich nicht dem einer klassischen



Autoimmunhepatitis. Dennoch legte der vorgefundene HLA-DRB1*04:01-Haplotyp eine Rolle
immunvermittelter Pathomechanismen nahe. In diesen 4 und 5 weiteren Fallen wurden Plasma-,
Leber- und Abstrichproben einem Screening auf unbekannte Viren mittels Metagenomanalyse, auch
,Tiefensequenzierung” genannt, unterzogen. DNA-Extrakte bzw. revers transkribierte RNA-Extrakte
wurden zunachst amplifiziert. Mittels eines Sortiments aus oberflachengebundenen Sonden wurden
selektiv virale Amplifikate aus den Probenextrakten gefischt (target enrichment, TE, VirCapSeq-VERT
Capture-System). Das Sortiment umfasste hochkonservierte virale Sequenzen aus 207 Taxa von
Vertebraten-Viren. Das so angereicherte Virus-Genom bzw. -Transkriptom wurde erneut amplifiziert
und sequenziert. Mit diesem Verfahren wurde kein anderes moglicherweise krankheitsursachliches

Virus gefunden.?’

Mit vergleichbaren Tiefensequenzierungsverfahren wurde AAV2 in 13 von 14 Hepatitis-Fallen bei
Kindern mit gleichzeitiger Adenovirus-Infektion in den USA nachgewiesen. Gegeniliber dem AAV2-
Referenzgenom enthielt die Variante 35 Substitutionen von Aminosduren, von denen 25 aus den
britischen AAV2-Isolaten bekannt waren.3 Morfopoulou und Kollegen schlieRlich wiesen AAV2-DNA
und -RNA in 5 von 5 Leberexplantaten und Blutproben aus 5 weiteren Hepatitis-Fallen unbekannter
Ursache bei Kindern mittels metagenomischer Sequenzierung nach. Die bestatigende qPCR ergab C;-
Werte von 17-21 in den Leber- und von 19-25 in den Blutproben. Von weiteren 9 Leberproben war
PCR-Analytik verfiigbar, jeweils mit Nachweis von AAV2-DNA bei Ct-Werten von 23-25 trotz
Formalin-Fixierung. Das histopathologische Bild war vergleichbar mit dem oben beschriebenen, mit
einer Zerstorung der Balkchen- und Kandlchen-Architektur, wobei CD8- statt CD4-Lymphozyten das
Infiltrat dominierten. Ein Nachweis von AAV2-Virusprotein mittels Immunhistochemie bzw.
Proteomics oder von Viruspartikeln mittels Elektronenmikroskopie gelang nicht, ebenso wenig von
HAdV, aber immerhin derjenige von HHV6-Proteinen. In weiteren 13 von 14 Fallen wurden
mindestens AAV2-DNA, z.T. auch -RNA in Blut- und Abstrichproben mittels PCR nachgewiesen, und
zwar in Mengen, die deutlich Gber dem Niveau von 87 Kontroll-Fallen lagen. Es wurden
rekombinante AAV2 mit der in einem klinischen Fall vorgefundenen Sequenz hergestellt, welche 11

Aminosauresubstitutionen im VP1-Hillprotein beinhaltete. Die Transduktionseffizienz auf



Kulturhepatozyten lag in derselben GréBenordnung wie diejenige von AAV2 mit der Referenzsequenz
und diejenige eines als hepatotrop geltenden AAV-Konstruktes. Als Helfervirus konnte jeweils HAdV,

HHV6 oder beides identifiziert werden.?®

In nachfolgenden Studien konnten sowohl in Abwassern von Dublin® als auch von London*
dieselben AAV2-Sequenzen und dieselben HAdV-F41-Sequenzen detektiert werden. Im
kontinuierlichen Abwassermonitoring korrelierten die taglichen Quantitaten von AAV2 und HAdV-
F41 hervorragend. Der zeitliche Verlauf war kongruent zum Aufkommen der klinischen Falle. Dies
lasst auf eine erhebliche Anzahl Menschen schlieRen, in denen aufgrund wahrscheinlich vorwiegend

asymptomatischer Co-Infektion AAV2 aktiv repliziert.

Gangige AAV-Vektoren hingegen sind quasi ,vollstandig entkernt” (s.0.). Auch im gesamten
Produktionsprozess kommt niemals ein replikationsfahiges AAV zum Einsatz, die Sequenzinformation
flr die 2 Gene wird dort in humanen Kulturzell- (HEK293) Systemen Uiber Plasmide oder seltener in
Insektenzellsystemen Giber Baculoviren bereitgestellt. Die Information fiir die Replikationsfaktoren
des Helfervirus ist auf Wirtszelle und ein weiteres Plasmid verteilt. Ist aber ein Mensch zufillig gerade
mit dem homologen Wildtyp-AAV und geeignetem Helfervirus (Adenovirus, Humanes Herpesvirus 6,
Ebstein-Barr-Virus, Cytomegalievirus) ko-infiziert, dirfte das Konstrukt parallel mit dem Wildtyp

repliziert werden, wenn es als nunmehr dritter Virustyp in eine ko-infizierte Zelle gelangt.

Auch ganz ohne Replikation kommt mit AAV ein erheblicher Verstarkungseffekt zustande, da von
einer DNA viele mRNA transkribiert und diese vielfach in Proteine translatiert werden. Die Dosis-
Wirkungsbeziehung nicht replizierender DNA-Viren ist flacher zu erwarten als die klassischer
Infektionserreger, aber steiler als die z.B. von mRNA oder gar von Proteinen. Neben AAV2 scheint
auch AAVS5 einen gewissen Hepatotropismus zu besitzen, denn AAV5-Konstrukte wurde eigens zur
Transduktion von Hepatozyten ausgewihlt.>* Die intravendse Verabreichung freilich enormer Dosen
(ca. 1,4 x 10*° = 2 nM AAV5-Vektoren entsprechend ca. 10 mg) zur im Ubrigen duRerst erfolgreichen

Therapie I8ste eine im Mittel nach 80 Tagen Cortikoidgabe riickl3ufige Begleithepatitis aus.?

Einige Mechanismen sind denkbar, wie auch ohne Replikation schon eher kleinere Dosen von

AAV-Vektorkonstrukten schaden kénnten. Die ZKBS hatte hier bislang als Sonderfall solche Konstruk-

8



te aufgefiihrt, die wirksam Onkogene {ibertragen.** Drei weitere Mechanismen diirften von Belang
sein. Erstens sind AAV gut plazentagingig.'®* Die zitierten Sicherheitsinformationen einiger US-
Universitdten weisen darauf hin.224253% Aych nach § 17 IV 4 GenTSV ist der Projektleiter gehalten,
Beschéftigte liber mogliche Gefahren wahrend der Schwangerschaft zu unterrichten. Nicht nur
komme Embryotoxizitat in Frage, sondern wurden AAV auch mit Fallen vorzeitiger Wehen und
Ammpnionruptur, Frih- und Fehlgeburten und unzureichender Ausbildung der Plazenta in Verbindung
gebracht.?24253043 5 Stydien an 311 Fallen sahen einen solchen Zusammenhang, 2 Studien an 119
Féllen nicht.'® Zweitens kdnnten bei Personen mit geeigneten HLA-Haplotypen
Autoimmunreaktionen ausgelost werden. Ein solcher Mechanismus wurde fiir den Verwandten
Parvovirus B19 diskutiert, welcher (Poly-)arthritis auslésen kénne. SchlieRlich steht Drittens eine
gewisses Restrisiko der Genotoxizitdt im Raum, da ein kleiner Anteil Virus-DNA nicht episomal
verbleibt, sondern chromosomal integriert wird.* Beim Wildtyp geschieht dies hochspezifisch am
wohldefinierten Locus AAVS1 in Chromosom 19g13. Bei gdngigen Vektor-Konstrukten ist die
Integrationsrate zwar niedriger.** Ohne den AAV-Replikationsfaktor Rep78 mit DNA-Helicase-
Aktivitat geht jedoch die Spezifitat der Insertion verloren. Je nach Konstrukt wurden AAV-Insertionen
an Uber 1000 unterschiedlichen Stellen im Mause-Genom* und an Gber 100 Stellen in allen 23
Chromosomen des menschlichen Genoms* beschrieben. Bevorzugt wurden die Initiator-Regionen
fir die Gentranskription, CpolyG- und GC-reiche Regionen. Ein vorausgehender DNA-
Doppelstrangbruch war notwendige Voraussetzung fir die Insertion durch wirtszell-eigene DNA-
Reparatursysteme. Aus diesen Befunden und Erwagungen ergibt sich eine mdgliche synergistische
Co-Toxizitat mit sonstigen mutagenen Noxen wie ionisierender Strahlung oder chemischen
Cancerogenen. Denkbar wiare so eine Onkogenese z.B. bei Insertion in die Regulator-Regionen von
Onkogenen oder Tumorsupressorgenen. Tatsdchlich 16sten mindestens 14 verschiedene AAV-
Konstrukte in Mausen teilweise reproduzierbar Leberzellkarzinome und andere Krebsarten aus,
obwohl sie weder ein flir ein Onkogen kodierten, noch anderweitig mit der Onkogenese in
Verbindung gebracht wurden.**® Fiir ein Konstrukt zur experimentellen Gentherapie der
Mukopolysaccharidose VIl konnte der Zusammenhang der Onkogenese mit genomischer Integration

in eine 6-kB-Region auf Chromosom 12 gezeigt werden.* Fiir die genomische Insertion kommt es auf
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die Art der im Konstrukt enthaltenen Enhancer/Promotor-Elemente an. Fehlte etwa auch eine
terminale 46-Nukleotid Enhancer/Promotor-Region aus dem Wildtyp AAV2, kamen weniger
Insertionen zustande.*® Beim Menschen zeigten 2 Studien an Biopsiematerial von 193 und 1461
Fallen eine Assoziation von AAV2 und Leberkarzinom, mit Integration der AAV2-DNA in die
Regulatorregionen der Onkogene CCNA2, CCNF1, TERT und TNFSF10.2° Welches onkogene Restrisiko

ohne den terminalen 46-Nukleotid Enhancer/Promotor verbleibt, ist nicht geklart.

Rekombinante AAV-Konstrukte kdnnen auch gezielt so gebaut werden, dass sie sequenzspezifisch

(homolog) ins Genom insertieren, man spricht von insertionaler Mutagenese.*

Somit lassen sich vulnerable Personengruppen identifizieren: 1. Schwangere, 2. Menschen mit
aktueller Co-Infektion durch homologen Wildtyp-AAV und geeignetem Helfervirus, 3. Menschen
ohne neutralisierende Antikorper gegen den verwendeten AAV-Serotypen (unterschiedliche
Subtypen lassen sich ggf. zu gemeinsamen Serotypen zusammenfassen); 4. Immunsupprimierte (z.B.

Einnahme von Cortikoiden); 5. evtl. Menschen mit ggf. gehauften Autoimmunerkrankungen.

Der Experimentator mdchte auch einfach die Verschleppung von AAV-Material z.B. in
Negativkontrollen vermeiden. Dies alles spricht dafiir, die Kontaminationsdosis zu reduzieren, zumal

wenn dies einfach und kostengiinstig moglich ist, wie mit NaOCI.

Daher mochte und muss man nach GenTSV Anlage 2 Al. b 15 bzw. Il b Nr. 18 zumindest fiir den
Kontaminationsfall ein wirksames Flachendesinfektionsmittel bereithalten. Hier kommt eine Fille in

jedem Drogeriemarkt erhaltlicher Haushalts-Chlorreiniger in Frage.

U.a. DanKlorix ist sogar VAH-gelistet. Um 0,5% NaOCI zu erhalten, muss das fabrikfrisch 2,8%-
Konzentrat 1:5 (z.B. 100 ml Konzentrat + 400 ml Wasser) verdiinnt werden. Aufgrund von Na,COs im
Konzentrat hat die Verdiinnung einen pH von 12,8.2 Selbst das 2,8% Konzentrat schadigte nach 12h
Einwirkzeit Edelstahl visuell-optisch nicht.}* Korrosionseffekte sind bei Kombination mit Sduren zu
beflirchten. Da sich OCI™ mit der Zeit pH- und konzentrationsabhangig zersetzt, nimmt der
Wirkstoffgehalt im Laufe der Zeit ab. Bei obigem Verdiinnungsvorschlag sind 7% Sicherheitszulage
enthalten. Die Originallésungen im dicht verschlossenen Behalter sind etwa 30 Monate stabil,

Verdiinnungen im offenen Gefal} etwa 15-30 Tage, da hier CO; zutreten und Cl, entweichen
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kénnen.* In der pharmazeutischen Industrie wird 0,5% NaOCI offenbar gerne zur Desinfektion der

Reinraum-Produktionsanlagen verwendet.

Labor- und krankenhausibliche Einmalhandschuhe reduzierten im Falle einer Kontamination die
Keimzahl auf der Hand um den Faktor 100 — 10 000 und konnten in 13% der Anwendungsfalle bei
Medizinpersonal eine nachweisbare Kontamination der Hande nicht vermeiden.*® Daher, méchte und
muss man nach GenTSV Anlage 2 A l. b 15 zumindest fiir die Hautdekontamination ein
Handdesinfektionsmittel bereithalten, zum Einsatz zusatzlich vor dem Handewaschen. Dies gilt zumal
zugunsten von Mitarbeitern, die sich ausdriicklich etwas mehr schiitzen wollen als von der ZKBS
empfohlen, insbesondere wenn es sich um AAV-Konstrukte mit onkogenem Potential handelt.*? 1847
fiihrte Semmelweis die Handedesinfektion in der Geburtshilfe mit 4% Chlorkalk, (3 CaCl(OCl) -
Ca(OH); - 5 H,0 entsprechend 1,6% verfiigbarem Cl), ein.*® Heute nutzt man 3% NaOCI -Lésung fir
Wurzelspiilungen®®, 0,08% zur Mundhéhlenantiseptik®® und 0,005% Bader zur Behandlung
bestimmter Ekzeme (z.B. NCT01996150). NaOCl ist nach Biozidverordnung zur Handedesinfektion
zugelassen, in Deutschland vermarktete Formulierungen mit 0,18% (Perfectpur HD plus, Okopur HD
plus) aber fir AAV zu niedrig konzentriert. Unter dem Namen Dakin-L6sung (Dakin’s solution) ist
0,5% NaOCl auf pH 9,8 isotonisch gepuffert zur Haut- und Wunddesinfektion und —antisepsis
weltweit seit seiner Entwicklung durch gleichnamigen medizinischen Chemiker 1916 geldufig. In
Frankreich und Belgien ist es als Fertigpraparat (Dakin Cooper Stabilisé 0,5% von der Coopération
Pharmaceutique Francaise)>>°3 zugelassen und erhiltlich. Die hier gepriifte Charge 018498/B,
erworben 12-2023 haltbar bis 04-2025, hatte durch den KMnO4-Zusatz einen blass rosa Farbton,
einen pH von 10,0 und war auf der Haut angenehm und ohne Abwaschen perfekt vertraglich.** Zu
NaOCI-Lésungen gibt es Monographien im Deutschen Arzneimittelcodex (lieferbar z.B. 1% PZN
1705613, 8917318, 17922985, 0,5% Polodent), sie sind zudem nach Biozidverordnung fiir die

menschliche Hygiene verkehrsfahig (EU 2017/1273).

Auch wenn die Wirksamkeit von NaOCI bzw. Cln.sc. die ZKBS (noch) nicht zu Glberzeugen vermochte
und NaOClI (noch) nicht nach EN1500 fiir die Handdesinfektion von AAV getestet wurde, wird man

sich nach obiger Datenlage eine Keimzahlreduktion um einen Faktor eher (iber 200 als unter 2
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erwarten. Wer Dakin Cooper Stabilisé, 250 ml nicht aus Frankreich flir 2€66, bzw. aus Belgien fir
6€90 bekommt, hat noch zwei weitere Bezugsmoglichkeiten fiir 0,5% NaOCl als Arzneimittel zur
externen Anwendung. Da in sehr vielen wissenschaftlichen S1 und S2-Laboratorien approbierte Arzte
mitarbeiten, kbnnen diese durchweg den wenigen namentlich bekannten Mitarbeitern, die mit AAV
arbeiten, 0,5% NaOCI individuell zum Zwecke der personlichen Anwendung herstellen (§ 13 1lb 1
AMG). Ebenso darf jeder Inhaber einer Apotheke 0,5% NaOCI einzeln herstellen, da der Wirkstoff
Natriumhypochlorit nicht verschreibungspflichtig ist (§ 48 AMG, nicht in Anlage 1
Arzneimittelverschreibungsverordnung gelistet, Wirkung allgemein bekannt, Pharmakopde, s.0.),
sogar ohne Verordnung (§ 7 Apothekenbetriebsordnung). Die Rezeptur fur 1 Liter Dakin-Losung ist:
NaOCl auf fast 0,5% verdiinnen, 15 g NaHCO3 x 2 H,0 (identisch mit Backpulver) zugeben, pH auf 9,8
einstellen, Endverdiinnung herstellen, 10 mg KMnOQ, zur Stabilisierung gegeniiber UV-Licht zugeben,
Lagerung vor starkem Sonnenlicht geschiitzt.>* Jeweils wiren so auch hdhere Konzentrationen als
0,5% zuganglich, falls sich 0,5% noch als unzureichend erweisen sollten. Ungepuffert, ohne jeglichen

Zusatz ist ein pH im Bereich 11-12 zu erwarten.

Die ZKBS steht mit ihrer - nach derzeitigem Stand der Literatur - unzutreffenden
Verallgemeinerung von anderen Parvo- auf Adeno-assoziierte-Viren nicht allein. Die VAH flihrte mit
Mitteilung vom 25.02.2023 eine neue Wirksamkeitsstufe ,viruzid PLUS” ein, welche anhand des neu
ins marktibliche Prifsortiment aufgenommen Minute virus of mice, MVM, als Surrogat
nachzuweisen sei. U.a. heil3t es dort: ,,Das murine Parvovirus dient als Surrogatvirus speziell fiir die
Wirksamkeit gegeniiber Parvoviridae einschliefSlich Adeno-Assoziierter Viren (u.a. in der Gentherapie
verwendet).” und ,Ist die Desinfektion zur Verhinderung der Ubertragung besonders Desinfektions-
mitteltoleranter Viren wie HAV, HEV, Parvoviridae — einschlieflich Adeno-Assoziierte Viren sowie
onkolytische Parvoviren in der Gentherapie — notwendig, muss auch der Nachweis der Wirksamkeit

gegen Parvoviren gefiihrt werden und der neue Wirkbereich viruzid PLUS gewdéhlt werden.“ >

Neben MVM sind weitere murine Parvoviren wie MPV1-5, porcine (PPV), canine und feline
Parvoviren in der Veterinarmedizin geldufig. MVM und PPV waren empfindlich gegen 1+1 Wofasteril

SC super = Peroxy-essigsaure (PAA). Bereits die 0,2% - Konzentration bewirkte nach 10 min eine
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Keimzahlreduktion um 108 bei PPV und 10*2 bei MVM.>® Es ist in der 0,5%-Konzentration tiber 1 min
RKlI-gelistetes Handedesinfektionsverfahren. Auch fir Skinman complete pure 30 s (s.0.) oder F10
Hand Srub von Meadow’s animal healthcare (0,35% Biguanide) 3 min beanspruchen die Hersteller
Wirksamkeit gegen Parvoviren. 0,25% NaOCI| tber 1 min reduzierte die Keimzahl von MVM um den

Faktor 1000, von PPV um 4. Mit 2,5% NaOC| wurden Faktor von 10°* bzw. >10** erreicht.>®

In vielen gentechnischen Laboren wird zur Flachendesinfektion nach Arbeiten mit Viren
Magnesiummonoperoxyphtalat (z.B. Dismozon) vorgesehen. Eine Wirksamkeit gegen Parvoviren wird

hier nicht einmal vom Hersteller beansprucht.

Im Gegensatz zur ausgesprochenen Resistenz gegeniiber Chemikalien sind AAV — gemessen etwa
an Sporen oder Prionen — vergleichsweise hitzeempfindlich. Bestimmte hydrophobe Fluoreszenz-
Indikatoren eigenen sich zum Monitoring der Denaturierung der Capsid-Hille. Dabei geht die
Freilegung hydrophober Taschen mit einem sprunghaften Anstieg der Fluoreszenz einher. Unter
Ausnutzung der langsamen Aufheizfunktion und der Fluorimetrie-Funktion handelstiblicher gPCR-
Gerate lassen sich exakte ,,Schmelzkurven” aufzeichnen, und diskrete , Schmelzpunkte® bestimmen.
Diese lagen fiir AAV2 bei 72°C, fiir AAV8 bei 73°C, fur AAV1 bei 84°C und fir AAV5 bei 91°C. Durch
einen 3-minltigen Hitzepuls von 95°C wurden sdamtliche AAV in der Probe vollstiandig und zuverlassig
denaturiert. Ebenfalls wurde die Denaturierung von AAV2 und AAV8 nach 3 min bei 75°C bzw. von

AAV1 nach 3 min bei 85°C elektronenmikroskopisch bestatigt.>’

Unter dem Gesichtspunkt biologische Gefahrenabwehr ist es ausgesprochen wiinschenswert, in
der Breite unter den einsatzbereiten Schutzmitteln auch Desinfektionsmittel und Dekontaminations-
mittel verfligbar zu haben, welche auch Liicken im gangigen Spektrum wie Sporen, Oozysten und
bestdndige unbehiillte Viren abdecken. Von dort (siehe , dreckiges Dutzend” usw.) geht Gefahr aus
und eher weniger von wohletablierten AAV-Konstrukten in geregelter ziviler (pra-)klinischer
Forschung. Ausreichend konzentrierte Chlor-abspaltende Verbindungen schlieBen diese Liicke*” 5861
in hervorragender Weise angesichts ihres unschlagbar glinstigem Preises und Jahrhunderte langer
Erfahrung bei sehr guter Umwelt- und vergleichsweise guter Hautvertraglichkeit. Sauerstoff-

abspaltende Verbindungen schnitten auf Flachen ebenso gut und an den Handen etwas schlechter
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ab. Fur Haut- und Hande erfillen auch noch lod-abspaltende Verbindungen bei etwas schlechterer
Sporozidie diese Kriterien. Ein Vertreter, Braunol, ist sogar RKI-gelistet und 7,5% Povidon-lod-Seife in
Frankreich Standard fir die chirurgische Handedesinfektion. Die Gentechniksicherheit sollte daher
nicht als lastige und im S1-Bereich mitunter libertrieben anmutende rein birokratische Pflicht
verstanden werden, sondern als willkommener Anknipfungspunkt, um Zivilschutz, pandemic
preparedness und Resilienz der Zivilgesellschaft durch Anwendungsnédhe und Praxistauglichkeit zu

starken.
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