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3 Zweck und Anwendungsbereich

Der vorliegende Leitfaden beschreibt Prifablaufe und mdgliche Ergebnisse bei der molekularbiolo-
gischen Untersuchung von lentiviralen Proben.

In haufig verwendeten HIV-1 abgeleiteten lentiviralen Vektorsystemen wurden ab der 2. Generation
die fur die Herstellung lentiviraler Vektorpartikel erforderlichen viralen Gensequenzen auf ein not-
wendiges Minimum reduziert. Um die Gefahr von homologer Rekombination und mdoglicher HIV-1 -
Virusrekonstitution zu minimieren, wurden diese Elemente auf3erdem auf mindestens drei Vektoren
verteilt.

Aufgrund des kompakten Genomaufbaus von Lentiviren weisen Verpackungsplasmide jedoch ho-
mologe Bereiche zum Transferplasmid auf.

Das Verpackungssignal W (Packaging Signal Sequence) Uberlappt im Transferplasmid mindestens
40 bp, haufig aber bis zu 300 bp, in den N-Terminus des gag-Gens des entsprechenden Verpa-
ckungsplasmids (1); weiterhin liegt zur Steigerung der Transduktionseffizienz oft die von HIV-1-pol
abgeleitete etwa 130 bp cPPT (Central polypurine tract) Region vor sowie bis zu 850 bp des RRE
(Rev-responsive element) aus HIV-1-env (Envelope). Je nach verwendetem Vektorsystem sind die
Uberschneidungen unterschiedlich lang (minimal 40 bp bis maximal 1380 bp) (1).

Eine homologe Rekombination zwischen Transferplasmid und entsprechendem Verpackungsplas-
mid ist damit nicht auszuschliel3en. Die vollstdndige Rekonstitution eines lentiviralen Produktions-
systems hin zu einem Wildtyp-Virus wurde bisher noch nicht beschrieben (1, 2). Sie wird als wenig
wabhrscheinlich angesehen, da aufgrund der mindestens drei unterschiedlichen Plasmide mindestens
zwei Rekombinationsereignisse stattfinden missten und den lentiviralen Produktionssystemen au-
Rerdem auch das Gen fur das HIV-1-eigene Hiuillprotein (env) fehlt.

Bei gleichzeitiger Anwesenheit von reverse Genetik-Systemen zur Rekonstitution von rekombinan-
tem HIV-1 (z.B. pNL4-3 Plasmide) oder von Wildtyp HIV-1 (z.B. in etablierten Zelllinien bzw. Priméar-
zellen von Patienten) kann aber eine direkte Laborinfektion oder auch die Entstehung replikations-
kompetenter HIV-1 Viruspartikel nach Rekombinationsereignissen nicht ausgeschlossen werden (3-
5).

Im Rahmen der Uberpriifung von lentiviralen Arbeiten kann es daher sinnvoll sein, einige Matrizes
auf die An-/ bzw. Abwesenheit bestimmter viraler Sequenzen zu untersuchen.

Hinweis: Die derzeit nicht weit verbreiteten lentiviralen Systeme, basierend auf anderen Lentiviren
auBRer HIV-1, oder lentivirale Hybrid-Systeme werden in diesem Dokument nicht betrachtet. Fir eine
detaillierte Beschreibung lentiviraler Vektoren und der Genomstruktur von HIV-1 wird auf (6) und
Abbildung 6 verwiesen.

3.1 Untersuchungsmatrizes

Untersuchungsmatrizes im Rahmen der Uberwachung kénnen vektorpartikelhaltige Zellkulturiiber-
stande (siehe Kapitel 4 Begriffe) oder lentiviral transduzierte Zielzelllinien sein. Weiterhin kénnen
auch Wischproben, z.B. bei der Uberprufung der SicherheitsmalRnahmen / des Hygienestatus der
gentechnischen Anlage entnommen oder die verwendeten lentiviralen Plasmide auf Identitéat getestet
werden.
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Zur Herstellung von gentechnisch veranderten lentiviralen Vektorpartikeln werden die Verpackungs-
plasmide und das Vektorplasmid (Transferplasmid) zunachst transient in geeignete Produktionszel-
len transfiziert. Diese produzieren rekombinante replikationsdefekte lentivirale Vektorpartikel, die
mindestens das mit LTR - W (LTR, Long terminal repeats) und RRE flankierte Transgen tragen und
geeignete Zielzellen transduzieren kdnnen (s. schematische Abbildungl).

Es wird in der Theorie davon ausgegangen, dass in den Vektorpartikeln lediglich die fur die
gentechnische Veranderung in den Zielzellen erforderlichen Sequenzen [insbesondere LTR-W, RRE,
gof. tat (Trans-Activator of Transcription) sowie das jeweilige Transgen] vorliegen und keine
Verpackungsgene (insbesondere HIV-1-gag, -pol, -env bzw. VSV-G) mit tGibertragen werden.

Abbildung 1: Schematische Darstellung zur Produktion von replikationsdefekten, lentiviralen Vektor-
partikeln und Transduktion der Zielzellen

LTR long terminal repeats pol reverse Transkriptase und Integrase
PBS primer binding site; Bindestelle fir tRNA-Primer  env (pseudotypisierendes) Hiillprotein (z.B. VSV-G)
Y Verpackungssignal RRE rev-responsive element
gag gruppenspezifisches Antigen (Kapsid) VSV-G  Vesicular Stomatitis Virus Glykoprotein
P (Heterologer) Promotor

Die molekularbiologische Untersuchung von vektorpartikelhaltigen Zellkulturiiberstanden zeigt, dass
neben DNA aus den Helferplasmiden héaufig noch lentivirale RNA-Sequenzen fir z.B. HIV-1-gag,
HIV-1-pol oder VSV-G aus den Produktionszellen nachweisbar sind. Auch in lentiviral transduzierten
Zellkulturen lassen sich diese Sequenzen in den ersten Passagen teilweise noch nachweisen.
Ursache dafir ist vermutlich die Anwesenheit von freier lentiviraler RNA aus den Produktionszellen
bzw. von verpackter Strukturgen- oder Helfer-RNA, die zu einem geringen Prozentsatz beim ,Bud-
ding“-Prozess (Virusreifung und Ausschleusung, Knospung) in die lentiviralen Vektorpartikel verpackt
werden oder auch aulRerhalb der viralen Partikel vorliegen kann (s. auch (7-9)). Vektorpartikelhaltige
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Zellkulturiberstande kénnen auRerdem abgeldste oder lysierte Zellen enthalten, aus denen ggf. vi-
rale Nukleinsduren (DNA und RNA) nachgewiesen werden kann.

In den Produktionszellen kann es aufgrund homologer Bereiche der DNA-Sequenzen von gag und
pol bereits zur Rekombination zwischen den transfizierten Transfer- und gag-pol-Verpackungs-
plasmiden kommen.

Im vorliegenden Dokument sind die Untersuchungsablaufe fur verschiedene Matrizes detailliert be-
schrieben und im Anhang sensitive (RT-)PCR-Verfahren zum Nachweis (lenti)viraler Sequenzen zu-
sammengestellt. Weiterhin sind die bei unterschiedlichen Matrizes zu erwartenden Ergebnisse mit
entsprechenden Entscheidungsbaumen fir eine ggf. erganzende Analytik dargestellt.

3.2 Hinweise zur Risikobewertung

Bei der Rickstufung lentiviral transduzierter Zelllinien in die Risikogruppe 1 ist die Abwesenheit in-
fektioser amphotroper Vektorpartikel (= Risikogruppe 2) im Uberstand der transduzierten Zellen si-
cher zu stellen.

Teilweise wird von den zustandigen Behorden dazu gefordert, dass die Betreiber die Durchflihrung
eines p24-Antigen-ELISA oder eines Infektionsassays veranlassen. Die in diesem Dokument darge-
stellten sensitiven (RT-)PCR-Verfahren sind fur die Labore der Gentechnikiberwachung, aber bei
Bedarf auch fiir die Betreiber, hilfreiche und schnelle alternative Analysenmethoden.

Im Rahmen der analytischen Uberwachung kénnen lentivirale Vektorplasmide, lentivirale Vektorpar-
tikel oder lentiviral transduzierte Zielzelllinien untersucht werden. Fir die Rickstufung lentiviral trans-
duzierter Zelllinien ist insbesondere die Untersuchung der transduzierten Zelllinien maf3geblich. Die
Kenntnis Uber die erfolgte Passagenzahl (nach der Transduktion mit den lentiviralen Vektorpartikeln)
ist dabei wichtig, da durch Waschen und mehrfaches (mindestens zweifaches) Passagieren der Zell-
linien kontaminierende Virussequenzen ausverdinnt werden kénnen (10).

Hinweis: Eine pauschale Festlegung der Passagenzahl, nach der rickgestuft werden kann, ist nicht
moglich. Die Dauer des Nachweises der lentiviralen Vektorpartikel und/ oder Virussequenzen ist viel-
mehr abhéngig von verschiedenen Faktoren, wie z.B. dem eingesetztem Virustiter, der verwendeten
Zielzelllinie (10) sowie der Beschaffenheit der lentiviralen Vektorpartikel.

4 Begriffe

Es gelten die in der amtlichen Methode G 00.00-2 (11) aufgefiihrten Begriffe und Definitionen.
Spezifische Begriffe zu Lentiviren und viralen Vektorsystemen sind nachfolgend (alphabetisch auf-
gelistet) definiert (nach (6) und https://www.spektrum.de/lexikon/biologie).

e Budding Prozess: budding [von engl. bud = knospen], Sprossung, Knospung,
Teil der Virusreifung und des Ausschleusungsprozesses von Viren, die mit einer Hulle (Virus-
hille) umgeben sind (z. B. Retroviren). Beim Budding lagern sich die neugebildeten Nukleo-
capside des Virus an Stellen der Zell-Membran an, in die die virusspezifischen Hullproteine
eingelagert sind. Durch knospenartige Ausstilpung dieser Membranbereiche und anschlie-
Rende Abschnurung von der zellularen Membran werden die Nukleocapside von einer Memb-
ranhtlle umgeben und die reifen, infektidsen Virus- bzw. Vektorpartikel freigesetzt.
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Lentiviren:

Lentiviren sind behdllte RNA-Viren, (ss(+) RNA) und bilden eine Gattung innerhalb der Fami-
lie der Retroviren. Sie kénnen im Gegensatz zu den anderen Retroviren auch nicht teilungs-
aktive, eukaryotische Zellen infizieren. Bekanntester Vertreter der Lentiviren ist das Humane
Immundefizienz-Virus (HIV), (Morphologie und Genomstruktur s. Kapitel Anhang A3:).

Das Genom replikationskompetenter Retroviren ist zwischen 7000 und 12000 Nukleotide lang
und besteht aus zwei identischen einzelstrangigen und linearen RNA-Molekilen mit Plus-
strang-Polaritét, die eine Cap-Struktur (Capping) am 5'-Ende und eine Polyadenylsédurese-
guenz am 3'-Ende tragen.

Alle replikationskompetenten Retroviren haben Leserahmen fir die Strukturproteine (Gag)
die Replikationsenzyme (Pol) und die Glykoproteine (Env). Komplexe Retroviren, wie z.B.
HIV-1, verfigen darUber hinaus Uber weitere offene Leserahmen. Diese kodieren fir regula-
torische Proteine, welche von mehrfach gesplei3ten RNAs translatiert werden.

In den meisten Fallen gibt es nur ein Primartranskript, welches als genomische RNA und
MRNA fur die viralen Gag- und Pol-Proteine dient. Die viralen Glykoproteine werden dagegen
von einer gespleilten mMRNA synthetisiert und das Intron, welches herausgespleifdt wird, ent-
spricht den fir Gag / Pol-kodierenden Sequenzen. Gag und Pol werden als Polyproteine an
zytosolischen Ribosomen synthetisiert und zum Ort des Capsid-Assembly transportiert. Da-
bei werden in der Regel nur solche RNAs verpackt, die das Verpackungssignal g tragen.

Lentivirale Vektorpartikel:

Lentivirale Vektorpartikel sind infektiose replikationsdefekte Viruspartikel und gentechnisch
veranderte Organismen (GVO). Diese von Lentiviren abgeleiteten Virus-ahnlichen Vektorpar-
tikel infizieren eine Zielzelle und Gbertragen dabei einen Nukleinsdureabschnitt fiir ein Zielgen
(Transgen). Der Ubertragene Nukleinsaureabschnitt wird anschlielend in das Zellgenom der
Zielzelle integriert; man spricht dann von einem Provirus bzw. proviralen Vektor.

MRNA bei Lentiviren:

Lentiviren produzieren durch alternatives Spleil3en sehr viele verschiedene mRNAs, im Fall
von HIV sind es mehr als 20. Sie kdnnen dadurch mindestens zehn verschiedene Proteine
produzieren. Das lentivirale Genom weist eine sehr starke Kondensation auf, die offenen Le-
serahmen von tat, rev und env Uberschneiden sich.

Pseudotypisierung:

Als Pseudotypisierung (engl. pseudotyping) wird der Austausch der viralen Hillproteine bei
der Erzeugung von viralen Vektorpartikeln bezeichnet. Dadurch entstehen Pseudotyp-Vek-
torpartikel. Die Hullproteine des Virus werden dabei durch artfremde virale Hillproteine er-
setzt. Auf diese Weise kbnnen verschiedene Veranderungen des viralen Vektorpartikels er-
zeugt werden, die unter anderem eine Veranderung des Tropismus gegeniiber den Wirtszel-
len oder eine erh6hte Stabilitat des Vektorpartikels bewirken. Ein haufig verwendetes Hull-
protein ist das Glykoprotein G des Vesicular-Stomatitis-Virus (VSV), abgekirzt VSV-G. Die-
ses Hullprotein ermdglicht eine Transduktion nahezu aller Zellspezies bzw. -typen.

Transferplasmid:

pBR-abgeleitetes Plasmid mit einem oder mehreren Fremdgenen sowie nicht-kodierenden
Nukleinsdureabschnitten eines oder mehrerer Lentiviren.

Die nicht-kodierenden Nukleinsdureabschnitte umfassen den 5- und 3'-LTR, das Verpa-
ckungssignal W (ggf. einschliellich eines mindestens 40 bp bis maximal 300 bp Uberlappen-
den Abschnitts von gag), den PPT sowie ggf. das lentivirale RRE (einschliellich eines tGber-
lappenden Abschnitts von env) und / oder das lentivirale cPPT/cTS (einschliellich eines tber-
lappenden Abschnitts von pol); ggf. sind weitere virale oder zellulare Nukleinsdureabschnitte
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zur Expressionsregulierung oder -steigerung (z.B. USE, IRES, 2A-Peptid-Sequenz, micro
RNA-Zielsequenzen) enthalten; kodierende Nukleinsdureabschnitte, die fur ein vollstandiges
lentivirales Protein kodieren, sind nicht enthalten.

e Verpackungsplasmide:
pBR-abgeleitete Plasmide, welche die auf mindestens zwei verschiedenen Plasmiden (env-
Verpackungsplasmid bzw. gag-pol Verpackungsplasmid) positionierten Struktur- und Repli-
kationsproteine, die zur Produktion der lentiviralen Vektorpartikel notwendig sind, in trans zur
Verflgung stellen. Ein Verpackungssignal ¥ sowie virale LTR-Sequenzen sind i.d.R. nicht
enthalten.

o Verpackungszelllinie / Produktionszelllinie:
Zelllinie, z.B. HEK 293FT, die nach der Kotransfektion des Transfer- und der gag-pol bzw.
env-Verpackungsplasmide die Produktion der viralen Vektorpartikel ermdglicht.

o Zielzelllinie:
Durch Infektion der Zielzellen mit z.B. lentiviralen Vektorpartikeln werden Nukleinsédureab-
schnitte (Transgene) auf diese Ubertragen. Man spricht dann von Transduktion. Der tbertra-
gene Nukleinsadureabschnitt wird mit Ausnahme der Non-integrating lentiviralen Vektoren
(NILV) stabil in das Zellgenom integriert. Man spricht von einem Provirus bzw. proviralen
Vektor. Als Zielzelllinien kdnnen bei lentiviralen Vektorpartikeln sich teilende oder auch nicht-
teilende Zellen verwendet werden. Das Wirtsspektrum suszeptibler Zellen kann durch Pseu-
dotypisierung der lentiviralen Vektorpartikel erweitert werden.

5 Kurzbeschreibung (fur replikationsdefekte lentivirale Vektorpartikel)

Aus den vektorpartikelhaltigen Zellkulturiberstanden wird mit einem geeigneten Verfahren RNA ex-
trahiert. Dieser im Folgenden als ,RNA-1“ bezeichnete Nukleinsaureextrakt enthalt neben RNA in
der Regel auch noch DNA. Um die DNA zu entfernen, wird dieser RNA-Extrakt (RNA-1) anschliel3end
mit DNase verdaut und nach der DNase-Behandlung die RNA erneut aufgereinigt (12, 13). Dieser im
Folgenden als ,RNA-2“ bezeichnete RNA-Extrakt sollte nur noch RNA enthalten und frei von DNA
sein.

AnschlieRend werden am DNA-freien RNA-2-Extrakt RT-PCR-Analysen (Reverse Transkriptase
PCR) mit spezifischen Primern zum Nachweis lentiviraler RNA-Sequenzen durchgefuhrt. Die voll-
standige Abwesenheit lentiviraler DNA (z.B. Plasmid-DNA, provirale Vektor-DNA) sollte dabei zu-
satzlich mit einer PCR-Analyse abgesichert werden. In Abbildung 2 und Tabelle 4 sind die Positionen
der Primerbindungsstellen in der HIV-1 Sequenz und die Primersequenzen geeigneter Nachweis-
systeme dargestellt.

Positive Ergebnisse der RT-PCR auf die lentiviralen RNA-Sequenzen fur z.B. HIV-1-gag, HIV-1-pol
oder auch fur VSV-G, weisen in RNA-2 nach Ausschluss von DNA-Kontaminationen (PCR-Analyse
von RNA-2) vermutlich auf die Anwesenheit von freier RNA aus den Verpackungszellen bzw. ver-
packter Strukturgen- oder Helfer-RNA in dem vektorpartikelhaltigen Zellkulturiiberstand hin (9). Eine
Unterscheidung zwischen der freien RNA und der RNA in den rekombinanten Vektorpartikeln ist auf
dieser Ebene molekularbiologisch allerdings nicht méglich.

Um RNA aus den Vektorpartikeln nachzuweisen, misste vorab ein Verdau der freien Nukleinséduren
(RNA und DNA) durchgefihrt werden. Deren vollstandige Entfernung z.B. durch enzymatischen Ver-
dau mit Benzonase und nachfolgender Gewinnung der Viruspartikel durch Bindung an mit anioni-
schem Polymer umhdllte magnetische Kiigelchen (sogenanntes ,Bead Capture) (14, 15) scheint bei
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lentiviralen Vektorpartikeln schwierig zu sein, vermutlich aufgrund der Komplexierung der eingesetz-
ten Plasmid-DNA mit Transfektionsreagenzien (Ergebnisse Einzellabor).

Neben den Analysen auf lentivirale Gensequenzen aus den Helfer- und Verpackungsplasmiden las-
sen sich durch Untersuchung auf unerwartete Wildtyp HIV-1-Ubergangssequenzen (z.B. W-gag)
auch Rickschlisse auf mdgliche Rekombinationsereignisse ziehen. Bei der Auswahl der Primer ist
dabei jedoch zu beachten, dass je nach verwendetem Vektorsystem auch die Nukleinsduresequenz
des eingesetzten viralen Vektors verschieden lange lentivirale Sequenzen (bis zu 300 bp) von z.B.
5"HIV-1 gag enthalten kann, wodurch es in den durchgefiihrten (RT-)PCR-Reaktionen zu Rekombi-
nationsereignissen zwischen den Nukleinsduren des Transferplasmids und den Verpackungsplasmi-
den kommen kann. Dies ist bei der Ergebnisinterpretation zu klaren und ggf. zu beriicksichtigen.

6 Gerate und Materialien

Bezlglich der Gerate und Materialien wird auf die amtliche Methode G 00.00-1 (16) verwiesen.

7 Probenahme

Es sind die allgemeinen Anforderungen und Hinweise der amtlichen Methoden G 00.00-3 (17) so-
wie gegebenenfalls G 10.00-1: Nachweis von Viren - Allgemeine Hinweise und Anforderungen und
G 10.10-1 (18) zu bertcksichtigen.

8 Probenvorbereitung

Es ist sicherzustellen, dass die Untersuchungsprobe fir die Laborprobe représentativ ist. Fir die
Extraktion von RNA aus der Untersuchungsprobe sind die allgemeinen Anweisungen und Anforde-
rungen der amtlichen Methode G 00.00-4 (19) zu berucksichtigen.

Die RNA wird mit einem geeigneten RNA-Extraktionskit isoliert (Probe: RNA-1). Um verbliebene DNA
zu entfernen, wird der RNA-Extrakt anschlieRend mit DNase behandelt und die RNA erneut aufge-
reinigt (Probe: RNA-2).

Das Verfahren zur Isolierung von RNA aus Viren mit nachfolgender DNase-Behandlung ist als Amt-
liche Methode (12) veréffentlicht.

9 Durchfuhrung (RT-)PCR-Analytik

Allgemeine Anforderungen und Hinweise fir die Durchfiihrung der PCR sind in der amtlichen Me-
thode G 00.00-5 (20) beschrieben.

Zur Untersuchung auf An- / Abwesenheit der lentiviralen Sequenzen werden spezifische PCR- sowie
RT-PCR-Analysen durchgefuhrt. Die Amplifikate konnen bei Bedarf (z.B. abweichende Fragmentlan-
gen) durch Sequenzierung bzw. Restriktionsverdau verifiziert werden.

RNA-1 (erste RNA-Aufreinigung ohne DNase-Behandlung) kann prinzipiell mittels RT-PCR analysiert
werden, da sowohl RNA und DNA erfasst werden. Da im Regelfalle jedoch noch Plasmid-DNA aus
den Transferplasmiden und den Verpackungsplasmiden in den Virusproben und teilweise auch in
den transduzierten Zielzellen vorhanden ist, sind diese Ergebnisse wenig aussagekratftig fir den ein-
deutigen RNA-Nachweis.
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Die Untersuchung von RNA-2 (nach DNase-Behandlung und nachfolgender, erneuter RNA-Aufreini-
gung) ist bei vektorpartikelhaltigen Zelliberstdnden zielfihrend. RNA-2 wird mittels RT-PCR und
PCR analysiert. Dadurch kann bei negativen Ergebnissen in der PCR (gemanR Amtlicher Methode 45
Zyklen) daraus geschlossen werden, dass bei positiven RT-PCR —Ergebnissen in RNA-2 tatsachlich
nur RNA nachgewiesen wird.

Bei lentiviral transduzierten Zielzellen kann zunachst der DNA-Extrakt (enthalt auch RNA) oder alter-
nativ der mit einem RNA-Extraktionskit isolierte RNA-Extrakt (RNA-1) mittels RT-PCR auf die An-/
Abwesenheit lentiviraler Sequenzen untersucht werden. Sofern dabei neben den erwarteten Sequen-
zen (insbesondere LTR-W, HIV-1-rev (RRE) sowie das jeweilige Transgen) auch unerwartete Se-
guenzen nachgewiesen werden (z.B. fur Verpackungsgene HIV-1-gag, HIV-1-pol und / oder VSV-
G), sollte nachfolgend die mit einem RNA-Extraktionskit aufgereinigte und DNAse-behandelte RNA-
2 mittels RT-PCR und PCR analysiert werden.

In der nachfolgenden Abbildung 2 sind die Primerbindungsstellen fur die in diesem Dokument zu-
sammengestellten Nachweissysteme (s. auch Kapitel A1.1) in der HIV-1 Sequenz dargestellt. Aus
der jeweiligen Farbmarkierung der Primer kann die theoretische Zielsequenz im lentiviralen Vektor-
system abgeleitet werden. Dabei muss jedoch die Generation des verwendeten Vektorsystems be-
ricksichtigt werden.

Abbildung 2: Position der Primerbindungsstellen verschiedener Nachweissysteme in der HIV-1 Sequenz

Die Primer eignen sich insbesondere auch zur Uberpriifung von lentiviralen Vektorsystemen und es sind abhangig von der Farbkodie-
rung theoretisch folgende Nachweise méglich: ~ Nachweis Transferplasmid / Nachweis Transgen

Nachweis Verpackungsplasmide

Nachweis unerwartete lentivirale Ubergangssequenzen (Rekombination?)

10 Auswertung

Lentivirale RNA gilt in den Proben (transduzierte Zelllinie, lentivirale Vektorpartikel, Wischproben) als
nachgewiesen, wenn mindestens eine der in Tabelle 4 aufgefiihrten RT-PCRs mit spezifischen Pri-
mern fur die Verpackungsplasmide (z.B. HIV-1-gag) nach DNase Verdau positiv sind, in der PCR-
Analyse dabei jedoch keine Amplifikate erhalten werden.
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Ob es sich um freie RNA oder um RNA aus den viralen Vektorpartikeln handelt, oder im Falle von
Zellkulturiberstdnden auch um mRNA eines integrierten Provirus, I&sst sich aus diesen Ergebnissen
nicht direkt ableiten. Dazu bedarf es zusatzlicher Analysen (s. auch Kapitel 3).

Weiterhin dirfen in den (RT-)PCR-Kontrollansétzen ohne Nukleinsaure-Zugabe (PCR-Reagenzien-
kontrolle, negative Extraktionskontrolle) keine Signale detektiert werden. In den Anséatzen mit positi-
ver Kontroll-RNA oder Kontroll-DNA missen die entsprechend positiven Signale detektiert werden.

Werden in einer Probe ohne DNase-Verdau (RNA-1 oder DNA) im PCR-Ansatz die spezifischen HIV-
1- Sequenzen nachgewiesen, dann enthalt die Probe lentivirale DNA (z.B. von dem eingesetzten
lentiviralen Transfer- oder Verpackungsplasmid oder der genomischen DNA mit integriertem lentivi-
ralen Vektor). Wird in einer Probe nach DNase-Verdau in der PCR eine spezifische HIV-1- Sequenz
nachgewiesen, dann war der DNase-Verdau nicht vollstandig und muss ggf. wiederholt werden, so-
fern eine Differenzierung zwischen RNA und DNA gewinscht ist.

Nachfolgend sind abhéngig von der verwendeten Matrix die mdglichen Untersuchungsergebnisse
dargestellt. Die abgebildeten Entscheidungsbaume zeigen, wie abhangig von den jeweiligen Ergeb-
nissen weiter verfahren werden kann.

10.1 Ergebnisse fur die Untersuchung von Vektorplasmiden

In den Proben von Transferplasmiden sind mittels PCR (sowie RT-PCR) je nach Generation des
verwendeten lentiviralen Produktionssystems immer LTR-W und haufig auch cPPT sowie HIV-1-rev
(RRE) nachweisbar, die das Transgen flankieren (s. Abbildung 3).

Auf den gag-pol-Verpackungsplasmiden sind HIV-1-gag, HIV-1-pol, tat, rev (RRE) nachweisbar, je
nach Generation auf einem Verpackungsplasmid (bis 2. Generation) oder getrennt auf verschiede-
nen Verpackungsplasmiden (ab 3. Generation).

Hullprotein-Gene, wie z.B. VSV-G liegen grundsatzlich auf einem separaten env-Verpackungs-
plasmid vor.

Bei der Untersuchung von kommerziell erhaltlichen Mischungen aus Transferplasmiden und gag-pol-
Verpackungsplasmiden kann es in einer Probe auch wahrend der (RT-)PCR zu Rekombinationser-
eignissen kommen, so dass die HIV-1-W-gag Ubergangssequenz ein positives Signal liefern kénnte.
Dabei wirde es sich um i.d.R. einen PCR-Artefakt handeln, zuriickzufiihren auf ein Selbst-Annealing
der initial amplifizierten DNA-Strange innerhalb homologer Sequenzbereiche. Im Falle des Vorlie-
gens von RNA ist auch eine Rekombination durch einen Template-Wechsel der Reversen Transkrip-
tase im RT-PCR-Ansatz mdglich.

Weiterhin ist darauf hinzuweisen, dass in einigen (wenigen) Transferplasmiden die vollstandige HIV-
1-W-gag Ubergangssequenz noch vorhanden ist. Fiir eine eindeutige Ergebnisinterpretation positiver
Befunde ist dabei sicherzustellen, dass das verwendete Primersystem (z.B. HIV-1-psi-gag-2F / HIV-
1-psi-gag-2R) nicht im Transfervektor bindet (Anmerkung: Die Bindestelle des Primers HIV-1-psi-
gag-2R liegt >300bp downstream im HIV-1-gag und bindet somit in der Mehrzahl der verwendeten
Transfervektoren nicht).
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Abbildung 3: Entscheidungsbaum fir die Untersuchung von Vektorplasmiden

*FUr eine eindeutige Ergebnisinterpretation positiver Befunde ist dabei sicherzustellen, dass das verwendete
Primersystem (z.B. HIV-1-psi-gag-2F / HIV-1-psi-gag-2R) nicht im Transfervektor bindet.
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10.2 Ergebnisse fur die Untersuchung lentiviraler Vektorpartikel in Zellkultur-
uberstanden

In den RNA-Praparationen fur lentivirale Vektorpartikel in Zellkulturiiberstanden lassen sich erfah-

rungsgeman haufig noch DNA-Sequenzen aus den Herstellungsplasmiden (Transfervektorplasmid,

Verpackungsplasmide) der Transfektion nachweisen (z.B. HIV-1-gag, HIV-1-pol, VSV-G, colE1-ori,

AmpR).

Des Weiteren kdnnen vektorpartikelhaltige Zellkulturiiberstande auch abgel6ste oder lysierte Zellen

enthalten, aus denen ggf. virale Nukleinsduren (DNA und RNA) nachgewiesen werden kann. *

Fir eine aussagefahige Untersuchung bzw. Interpretation der tatsachlich vorhandenen lentiviralen
RNA in / an den viralen Vektorpartikeln muss daher sichergestellt sein, dass der untersuchte RNA-2
Extrakt frei von DNA ist, d.h. nur RNA enthéalt (z.B. Untersuchung der RNA-2 mit dem Primerpaar
HIV-PSS-1F/HIV-PSS-1R: PCR negativ und RT-PCR positiv).

In den viralen Vektorpartikeln sollten in RNA-2 (DNA-frei) lediglich die fur eine effiziente Transduktion
der Ziellzellen erforderlichen lentiviralen RNA-Sequenzen (insbesondere LTR-W, cPPT, rev (RRE)
sowie das Transgen mittels RT-PCR nachweisbar sein, aber keine RNA-Sequenzen fir Strukturgene
(z.B. HIV-1-gag, HIV-1-pol sowie das zur Pseudotypisierung haufig verwendete Vesicular stomatitis
Virus Glykoprotein (VSV-G)) aus den Verpackungsplasmiden vorliegen (siehe Abbildung 4).

Weiterhin sollten auch keine durch Rekombination entstandenen HIV-1-abgeleiteten Ubergangsse-
quenzen (wie z.B. HIV-1-W-gag; s. dazu auch Kap 10.1., Abschnitt 2 und 3) vorliegen (21).

Erfahrungsgemal werden aber auch in RNA-2 Praparationen aus lentiviralen Vektorpartikeln (bzw.
Zellkulturiberstdnden von Produktionszelllinien) teilweise RNA-Sequenzen fir die Strukturgene und
das zur Pseudotypisierung verwendete VSV-G nachgewiesen. Dies zeigte sich auch in der
Laborvergleichsuntersuchung (siehe Kapitel 12 und Anhang A2:). Neben einem moglicherweise
unvollstandigen DNase-Verdau, kommt auch die bereits in der Einfiihrung (Kapitel 3.1 und 5)
erwahnte freie lentivirale RNA aus den Produktionszelllinien bzw. die verpackte Strukturgen- oder
Helfer-RNA, die zu einem geringen Prozentsatz beim ,Budding“-Prozess in die lentiviralen
Vektorpartikel verpackt werden kann, als Ursache in Frage.

10.3 Ergebnisse fiir die Untersuchung lentiviral transduzierter Zelllinien

In einer stabil transduzierten Zelllinie sollten sich in dem genomischen Nukleins&ureextrakt (enthalt

DNA und RNA) die folgenden Sequenzen des lentiviralen Vektors nachweisen lassen:

o LTR-WY-DNA, cPPT-DNA, RRE-DNA sowie die Transgen-DNA als Bestandteile des integrierten
proviralen Vektors.

o LTR-W-RNA, cPPT-RNA, RRE-RNA sowie die Transgen-RNA als RNA-Transkripte des
integrierten proviralen Vektors.

Nukleinsduren (DNA oder RNA) der eingesetzten Verpackungsplasmide wie z.B. HIV-1-gag, HIV-1-
pol sowie das zur Pseudotypisierung haufig verwendete Vesicular Stomatitis Virus Glykoprotein
(VSV-G) sollten sich nach mehreren Passagen in den transduzierten Zielzellen nicht mehr
nachweisen lassen (21) (siehe Abbildung 4).
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Abbildung 4: Entscheidungsbaum fir die Untersuchung lentiviral transduzierter Zelllinien oder von
Zellkulturiberstanden mit lentiviralen Vektorpartikeln

*FUr eine eindeutige Ergebnisinterpretation positiver Befunde ist dabei sicherzustellen, dass das verwendete
Primersystem (z.B. HIV-1-psi-gag-2F / HIV-1-psi-gag-2R) nicht im Transfervektor bindet.

10.4 Ergebnisse fur die Untersuchung von Wischproben

Bei der Untersuchung von Wischproben in und aufRerhalb von gentechnischen Anlagen geht es im
Wesentlichen um die Uberpriifung der Wirksamkeit der EinschlieBungsmafnahmen (Containment)
und des Hygienestatus der gentechnischen Anlage. Aufgrund der begrenzten Lebensféhigkeit der
Lentiviren auf Oberflachen wird aber eine Rickfuhrung auf lebensfahige lentivirale Vektorpartikel und
/ oder eine Aussage Uber die Herkunft des positiven Befundes (z.B. E. coli mit lentiviralen Vektor-
plasmiden, transfizierte Produktionszelllinie oder lentiviraler Vektorpartikel) in der Regel nicht mdglich
sein.

Im Falle von positiven RT-PCR-Nachweisen in Wischproben kann jedoch nicht ausgeschlossen wer-
den, dass dort zu einem friiheren Zeitpunkt lebensfahige, infektiose Vektorpartikel vorgelegen haben.
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Analytisch kann die aus Wischproben isolierte RNA-1 oder RNA-2 zunachst tiber den Nachweis des
HIV-1-Packaging Signals W nach der Amtlichen Methode (13, 18) mittels RT-PCR analysiert werden.
Bei positivem Ergebnis ware die Durchfiihrung eines p24-Antigen-ELISA oder eines Infektionsassays
sinnvoll, wobei aber hier die hohe Nachweisgrenze in den meisten Féllen zu beachten ist. Daher
kann alternativ eine Untersuchung der isolierten RNA-2 (DNA-frei) z.B. auf HIV-1-gag, HIV-1-pol und
HIV-1-psi-gag und ggf. auch auf das zur Pseudotypisierung haufig verwendete Vesicular stomatitis
Virus Glykoproteingen (VSV-G) fur die weitere Spezifizierung hilfreich sein und weitere Erkenntnisse
liefern (siehe Abbildung 5).

Abbildung 5: Entscheidungsbaum fir die Untersuchung von Wischproben

10.5 Zusammenfassende Bewertung

Bei der Bewertung der Untersuchungsergebnisse ist matrixbezogen zu prifen, ob diese mit den the-
oretischen Erwartungen Ubereinstimmen und in den Aufzeichnungen des Betreibers dokumentiert
sind. Als zentrale Frage ist zu beantworten, ob die fur die jeweilige Matrix erwarteten Sequenzen
nachgewiesen und gleichzeitig keine unerwarteten viralen Sequenzen nachgewiesen wurden.

Sofern in lentiviral transduzierten und mehrfach passagierten Zellkulturen noch unerwartete lentivi-
rale DNA- oder RNA-Sequenzen, wie z.B. fur HIV-1-gag und / oder das Vesicular Stomatitis Virus
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Glykoprotein nachgewiesen werden, kdnnen weitere Untersuchungen zum Virusnachweis (z.B. auf
Proteinebene der p24-ELISA zum Nachweis des gag-Genproduktes oder ein Infektionsassay zur
Prifung der Replikationskompetenz) angeschlossen werden.

Bei der Auswertung und Bewertung der Untersuchungsergebnisse kann die allgemeine Stellung-
nahme der ZKBS zu h&ufig durchgefuhrten gentechnischen Arbeiten mit den zugrunde liegenden
Kriterien der Vergleichbarkeit: Az. 6790-10-41 geédnderte Fassung vom Februar 2020 (6) hilfreich
sein.

Fur die Interpretation und Bewertung sowie die Planung weiterer Untersuchungsverfahren kénnen
abhangig von der Untersuchungsmatrix die Entscheidungsbdume heran gezogen werden (s.
Abbildung 3 — Abbildung 5). Neben den Untersuchungen auf lentivirale Sequenzen ist fur die
Identifizierung von GVO die Amtliche Methode G 00.00-6 (22) zu bertcksichtigen.

11 Qualitatssicherung

Die Qualitatssicherung geschieht anhand der mitgefihrten Kontrollen. Wenn die Kontrollen nicht die
erwarteten Ergebnisse liefern, missen die Resultate der Versuchsreihe verworfen und die Untersu-
chungen nach Durchfiihrung geeigneter MalRnahmen wiederholt werden.

Weiterhin wird die DNase-behandelte RNA (RNA-2) mit mindestens einem Nachweisverfahren ei-
nerseits Uber PCR und dartber hinaus tGber (RT-)PCR analysiert, um sicher zu stellen, dass in der
RNA-2 keine DNA mehr vorhanden ist. Der vollstandige DNase-Verdau ist kritisch und entscheidend,
um die nachfolgenden (RT-) Real-time PCR-Ergebnisse eindeutig bewerten zu kénnen. Bei eventuell
unvollstandigem DNase-Verdau und somit Verbleiben von Spuren von DNA ist eine Differenzierung
zwischen RNA und DNA erschwert (teilweise trotzdem moglich anhand unterschiedlicher Ct-Werte
bei (RT-) Real-time PCR und Real-time PCR) bzw. im Extremfalle nicht méglich.

12 Laborvergleichsuntersuchung (LVU)

Im Jahr 2019 wurde vom Ausschuss Methodenentwicklung der LAG (LAG-AM) eine durch das Bay-
erische Landesamt fir Gesundheit und Lebensmittelsicherheit (LGL) koordinierte Laborvergleichs-
untersuchung durchgefihrt, an der sieben Labore und das LGL teilnahmen. Die Teilnehmer erhielten
auf Trockeneis verschickt drei Probensets mit jeweils drei Proben im Duplikat.

12.1 Beschreibung der LVU-Proben

Probenset 1
Matrix: Infektiose (amphotrope, HIV-1-basierte) lentivirale Vektorpartikel
Sicherheitshinweis: Risikogruppe 2 / Sicherheitsstufe 2 nach GenTG

- LVU 2018*0001 pLV [Exp]-EGFP:T2A:Puro-EF1A>mCherry 2,5x107 TU/ml
- LVU 2018*0002 H20
- LVU 2018*0003 pLV [Exp]-EGFP:T2A:Puro-EF1A>mCherry 5,0x108 TU/ml

Probenset 2
Matrix: Plasmide mit Elementen von HIV-1 bzw. HIV-1-basierter lentiviraler Vektorsysteme
Sicherheitshinweis: Rekombinante DNA / Kein GVO

- LVU 2018*0005 HIV-1 Gesamtgenomplasmid pNL4-3 ca. 0,13 ng/ul
- LVU 2018*0006 VSV-G Hiillproteinplasmid pMD2.G ca. 20 ng/ul
- LVU 2018*0007 HIV-1 Gesamtgenomplasmid pNL4-3 ca. 20 ng/ul
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Probenset 3
Matrix: Zelllinien mit integrierten HIV-1-basierten lentiviralen Vektoren (Proviren)
Sicherheitshinweis: Risikogruppe 1 / Sicherheitsstufe 1 nach GenTG
- LVvU 2018*0010 Retroviral (MLV-basiert) transduzierte Zelllinie A549-RV-Bullet-eGFP
- LVvuU 2018*0011 Zelllinie A549 (humane Lungenkarzinomzelllinie).
- LVvU 2018*0012 Lentiviral transduzierte Zelllinie A549-LV-pGK-eGFP

Aus den Proben waren die Nukleinsduren zu isolieren (Probenset 1: RNA-2 (hach 12) , Probenset 2:
Plasmid-DNA (verschickt); Probenset 3: DNA bzw. RNA) und die Nukleinsduren mindestens mit der
Amtlichen Methode (13) zum Nachweis des HIV-1-Verpackungssignals ¥ mittels Real-time-PCR zu
analysieren.

Darlber hinaus wurden die Labore gebeten, mdglichst viele der im hier vorliegenden Dokument in
der Tabelle 4 gelisteten konventionellen PCR-Verfahren zu tberprufen.

In der Tabelle 1 sind die in der LVU von zwei teilnehmenden Laboren (Labor 2 und 3) eingereichten
Ergebnisse fur den HIV-1-Packaging Signal ¥ Real-time PCR-Nachweis (mit ca. Angabe der Ct-
Werte) mit allen drei Probensets dargestellt, aus denen sich eindeutige RNA-Nachweise ableiten
lieRen. Die detaillierten Ergebnisse aller teiinehmenden Labore, bei denen teilweise ein eindeutiger
RNA-Nachweis schwierig war, sind im Anhang A2: dargestellt.

Tabelle 1: (RT)- Real-time PCR-Ergebnisse der LVU-Teilnehmer (Labor 2 und 3)
zum Nachweis des HIV-1-Packaging Signals W fiir die drei Probensets
Nachweis HIV-1-Packaging Signal W
Primerpaar HIV-1-PSS_1F/ HIV-1-PSS_1R/ HIV-1-PSS-1S
P Probe Ct-Wert (ca. Angabe) vor/nach DNase, d.h.
g mit RNA-1/RNA-2 in Ansatz RT-PCR bzw. PCR
3 vor DNase, RNA-1 nach DNase, RNA-2
& RT-PCR PCR RT-PCR PCR
B LVU 2018*0001 19 24 22 -
g T |LVU 2018*0002 - - - -
§ LVU 2018*0003 13 19 15 -
DN

RT-PCR PCR
© LVU 2018*0005 17 17
E LVU 2018*0006 - -
= LVU 2018*0007 9 9

RNA-1 RNA-2

RT-PCR PCR RT-PCR PCR
c LVU 2018*0010 - - - -
g LVU 2018*0011 - - - -
N [Lvu 2018*0012 21 21 26 i

RNA-1: enthalt Gesamtnukleinsduren (RNA und DNA);
RNA-2: enthalt nach vollstandigem DNase-Verdau nur RNA
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Die fur die drei Probensets mit den konventionellen Nachweisen zu erwartenden Ergebnisse sind in
Tabelle 2 dargestellt.

Tabelle 2: Zu erwartende (RT)-PCR-Ergebnisse zum Nachweis der verschiedenen viralen
Elemente fur die drei Probensets

Nachweis HIV-1-RRE | HIV-1-gag | HIV-1-pol HIV-1- VSV-G / Transgen- EGFP
psi-gag Pseudotyp. nachweis
Primerpaar HIV-1-RRE-1F | HIV-1-gag-1F | HIV-1-pol-1F | HIV-1-psi-gag-2F | ~ VSV-G-F  |HIV-1-LTR_long-2F|  EGFP-F/
HIV-1-RRE-1R | HIV-1-gag-1R | HIV-1-pol-1R | HIV-1-psi-gag-2R |  VSV-G-R  [HIV-1-LTR_long-3R|  EGFP-R
% Probe Ergebnis vor/nach DNase, d.h. mit RNA-1/RNA-2 in Ansatz RT-PCR bzw. PCR
§ RNA-1| RNA-2 [RNA-1| RNA-2 RNA-1 RNA-2 [ RNA-1| RNA-2 | RNA-1|RNA-2 RNA-1 RNA-1|RNA-2
g PCR |RT-PCR| PCR |RT-PCR| PCR |RT-PCR| PCR | RT-PCR | PCR |RT-PCR PCR PCR |RT-PCR
, _|tvu2018*0001 | + + + + + + + + + + + + +
E %LVU 2018*0002 | - - - - - - - - - - - - -
S 8
LVU 2018*0003 | + + + + + + + + + + + + +
DNA DNA DNA DNA DNA DNA DNA
o [LVU 2018*0005 + + + + - - -
% LVU 2018*0006 - - - - + - -
= LVU 2018*0007 + + + + - + -
DNA DNA DNA DNA DNA DNA DNA
c |LVU2018*0010 - - - - - - +
E LVU 2018*0011 - - - - - - -
N lLvu 2018%0012 -1 - - + - + +

RNA-1: enthédlt Gesamtnukleinsduren (RNA und DNA); RNA-2: enthalt nur RNA
+: positives Ergebnis; -: negatives Ergebnis

12.2 Ergebnisse der Laborvergleichsuntersuchung

Die detaillierten Ergebnisse, die von den teilnehmenden Laboren bei der Untersuchung der drei Pro-
bensets mit den unterschiedlichen (RT)-PCR-Verfahren erzielt wurden, sind im Anhang unter Kapitel
Anhang A2: in Tabellen zusammengestellt. Wesentliche Aspekte aus der Laborvergleichsuntersu-
chung werden nachfolgend diskutiert.

In Tabelle 3 sind die von den Laboren eingereichten Ergebnisse der Laborvergleichsuntersuchung
fur alle Nachweisverfahren und fiir alle drei Probensets im Hinblick auf Falsch-positive und Falsch-
negative zusammengefasst.

tIn dem lentiviralen Vektor pHIV7-PGK-eGFP liegt eine auf 234 Bp verkirzte HIV-1-RRE-Region vor. Daher
bindet der Primer HIV-1-RRE-1F, nicht jedoch der Primer HIV-1-RRE-1R, so dass in dieser Probe mit dem
angegebenen Primerpaar kein Amplifikat erwartet wird.
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Tabelle 3: Falsch-positive und falsch-negative Ergebnisse

Anzahl Proben je Laboratorium 72 9 9 9 9 9 9 9 9

Anzahl eingereichter Ergebnisse 192 63 54 45 36 27 54 54 24

Anzahl Ergebnisse, die in die

Auswertung einbezogen wurden 192 63 54 40 32 24 54 48 24
Falsch-positive Ergebnisse % 56 5,7 0 5 0 0 0 a1 0
Falsch-negative Ergebnisse % 0 35 10 0 0 0 0 125 16

12.2.1 Nachweis des HIV-1-Packaging Signals W mittels (RT)-Real-time PCR

(siehe Anhang A2: Tabelle (1a)).
Der in der Laborvergleichsuntersuchung verbindlich vorgeschriebene Nachweis des HIV-1-Packa-

ging Signals W mit der Amtlichen Methode G 10.40-2 (13) wurde von allen acht Teilnehmern (7 von
7 Laboratorien und LGL) durchgefuhrt. Die Aufarbeitung der RNA-1 und RNA-2 nach DNase-Verdau
aus den Probensets 1 und 3 erfolgte von den Laboren nach der Amtlichen Methode G 10.20-2 (12)
oder teilweise mit laborspezifischen Modifikationen.

In Probenset 2, den Plasmidproben, wurde von allen Laboren DNA als Template mittels Real-time
PCR und / oder (RT)-Real-time PCR untersucht. Die zwei positiven Proben wurden von allen 8 La-
boren korrekt identifiziert. Eine negative Probe wurde Falsch-positiv bewertet (Ct33).

Im Probenset 1, in dem es um den Nachweis lentiviraler RNA aus Vektorpartikeln ging, verlief der
RNA-Nachweis in RNA-2 in sieben Laboren eindeutig. In finf Laboren war die RNA-2 vollstandig frei
von DNA. Bei zwei Laboren war der DNase-Verdau zwar unvollstandig, allerdings lief3 sich hier an-
hand der unterschiedlichen Ct-Werte zwischen Real-time PCR und PCR ebenfalls auf die Anwesen-
heit von viraler RNA schliel3en.

Auch in Probenset 3, den Zelllinien, gelang drei von vier Laboren der eindeutige Nachweis von RNA
in RNA-2. In einem Labor war aber auch in dieser Matrix der DNase-Verdau unvollstéandig und liel3
keine Differenzierung von DNA zu RNA zu.

Insgesamt wurde bezogen auf die Probensets 1 und 2 in 18 von 20 (90%) untersuchten (RNA-posi-
tiven) Ansatzen eindeutig RNA in RNA-2-nachgewiesen, auch wenn darunter in 5 von 20 untersuch-
ten RNA-2 Ansatzen (25%) der DNase-Verdau unvollstandig war. In 2 von 20 untersuchten (RNA-
positiven) Anséatzen (10%) lag aufgrund von unvollstdndigem DNase-Verdau ein (falsch) negativer
RNA-Nachweis vor, da keine Differenzierung zwischen DNA und RNA moglich war.
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Beim Nachweis des HIV-1-Packaging Signals W mit der Amtlichen Methode G 10.40-2 wurden in der
Laborvergleichsuntersuchung bezogen auf alle drei Probensets und die Real-time PCR-Methode
keine falsch-negativen Ergebnisse erzielt. In 4 von 72 negativen Ansatzen wurden falsch-positive
Signale erhalten (5,6%).

12.2.2 Konventionelle (RT)-PCR-Nachweise zum Nachweis viraler Sequenzen

Bei der den Laboren freigestellten Austestung der verschiedenen, konventionellen (RT-)PCR-Nach-
weise zeigte sich, dass die Labore aufgrund des gro3en Untersuchungsumfangs in der LVU unter-
schiedliche Untersuchungsstrategien bezuglich der eingesetzten Templates [RNA-1 (Gesamtnukle-
insauren) oder RNA-2 (nur RNA) sowie der PCR-Analytik (PCR oder RT-PCR)] gewahlt haben. Dies
macht eine einheitliche und systematische Auswertung teilweise schwierig.

HIV-1-RRE-1F / HIV-1-RRE-1R (siehe Anhang A2: Tabelle (2a)).
Am HIV-1-RRE-Nachweis nahmen_6 von 7 Laboratorien und das LGL teil.
In funf Laboren wurden alle negativen Proben mit dem Nachweis richtig identifiziert (falsch-positive
Ergebnisse: 0 von 25 untersuchten Ansatzen (0%)) und bei den positiven Proben ein falsch-negati-
ver Befund erhalten. In einem Labor wurden 2 Proben falsch-positiv bewertet, wodurch sich unter
Einbeziehen aller 7 Labore folgendes Gesamtergebnis ableitet.

- Falsch-positive Ergebnisse: 2 von 35 untersuchten Ansatzen (5,7%)

- Falsch-negative Ergebnisse: 1 von 28 (3,5%)

HIV-1-psi-gag-2F / HIV-1-psi-gag-2R (siehe Anhang A2: Tabelle (2b)).
Beim HIV-1-psi-gag Nachweis, bei dem es um den ,Nachweis unerwarteter Rekombinationsereig-
nisse“ geht, nahmen 5 von 7 Laboratorien und das LGL teil.
- Falsch-positive Ergebnisse: 0 von 24 untersuchten Ansatzen (0%)
- Falsch-negative Ergebnisse: 3 von 30 untersuchten Anséatzen (10%)
Ergebnisse nur fir RNA-2-Nachweise in Vektorpartikeln:
1 von 6 untersuchten Ansatzen: negativ (17%)
3 von 6 untersuchten Ansatzen: positiv (50%)
2 von 6 untersuchten Ansatzen: fraglich, da kleineres Fragment (33%)
Anmerkung: Es wurde eine Vektorpraparation in zwei verschiedenen Verdiinnungen untersucht

HIV-1-gag-1F/HIV-1-gag-1R (siehe Kapitel Anhang A2: Tabelle (2c)).

Am HIV-1-gag Nachweis nahmen 5 von 7 Laboratorien und das LGL teil.
- Falsch-positive Ergebnisse: 1 von 20 untersuchten Ansatzen (5%)
- Falsch-negative Ergebnisse: 0 von 20 untersuchten Ansatzen (0%)

HIV-1-pol-1F/ HIV-1-pol-1R (siehe Anhang A2: Tabelle (2d)).

Am HIV-1-pol Nachweis nahmen 3 von 7 Laboratorien und das LGL teil.
- Falsch-positive Ergebnisse: 0 von 16 untersuchten Ansatzen (0%)
- Falsch-negative Ergebnisse: 0 von 16 untersuchten Ansatzen (0%)

HIV-1-gag-pol-1F/ HIV-1-gag-pol-1R (siehe Anhang A2: Tabelle (2e)).

Am HIV-1-gag-pol Nachweis nahmen 2 von 7 Laboratorien und das LGL teil.
- Falsch-positive Ergebnisse: 0 von 12 untersuchten Ansatzen (0%)
- Falsch-negative Ergebnisse: 0 von 12 untersuchten Ansatzen (0%)
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VSV-G-F/ VSV-G-R _(siehe Anhang A2: Tabelle (2f)).

Am VSV-G Nachweis nahmen 6 von 7 Laboratorien und das LGL teil.
- Falsch-positive Ergebnisse: 0 von 41 untersuchten Ansatzen (0%)
- Falsch-negative Ergebnisse: 0 von 19 untersuchten Ansatzen (0%)

EGFP-F/ EGFP-R (siehe Anhang A2:Tabelle (29)).

Am EGFP-Nachweis nahmen 5 von 7 Laboratorien und das LGL teil.

In vier Laboren wurden alle positiven und negativen Proben mit dem Nachweis richtig identifiziert
- Falsch-positive Ergebnisse: 0 von 16 untersuchten Ansatzen (0%)
- Falsch-negative Ergebnisse 0 von 16 untersuchten Ansatzen (0%)

Zwei von drei falsch-negativen und die eine falsch-positiv getestete Probe sind auf ein einzelnes
Labor zurtckzufiihren (Labor 6, welches auch bei Nachweis (2e) Probleme hatte). Ein zweites
Labor teilte ein falsch-negatives Ergebnis in einer niedrig konzentrierten Vektorpartikelprobe mit.
Unter Einbeziehen aller 7 Labore lasst sich folgendes Gesamtergebnis ableiten.

- Falsch-positive Ergebnisse: 1 von 24 untersuchten Ansatzen (4,1%)

- Falsch-negative Ergebnisse: 3 von 24 untersuchten Ansétzen (12,5%)

Transgennachweis mit HIV-1-LTR-long-2F / 3R (siehe Anhang A2: Tabelle (3a)).

Am Transgennachweis mit HIV-1-LTR-long-2F/3R nahmen 3 von 7 Laboratorien und das LGL teil.
Von zwei Laboren wurden mit diesem Nachweis alle drei Probensets untersucht und von zwei Labo-
ren nur Probenset drei (Zelllinien), so dass insgesamt 24 Ergebnisse beriicksichtigt werden konnten.
Im Einzelnen ergab sich dabei folgendes:

Probenset 1: Vektorpartikel (2 Laboratorien)

Nachweis aus Gesamtnukleinsduren (RNA-1): 2 Laboratorien

— PCR-Amplifikation groerer Fragmente aus RNA-1 (i.e. Plasmide) funktioniert

— Problem: |.d.R. zwei Banden bei Transferplasmiden

— (1x) PCR-Amplifikation und Sequenzierung (nur) des Plasmid-Backbones erfolgreich
» Verbesserungsvorschlag: ,HIV-RRE-1F* anstatt ,LTR _long2_f“-Primer verwenden

— (1x) Nicht sequenziert

Nachweis aus RNA-2: 1 Laboratorium

— RT-PCR-Amplifikation grofRerer Fragmente aus RNA-2 funktioniert nicht

Probenset 2: Plasmide (2 Laboratorien)
— Problem: I.d.R. zwei Banden bei Transferplasmiden (bzw. HIV-1 Gesamtgenomplasmiden)
— Hier: (1x) PCR-Amplifikation und Sequenzierung des Virus-Anteils erfolgreich
(1x) PCR-Amplifikation erfolgreich, aber Banden ,nicht direkt sequenzierbar*
Probenset 3: Zelllinien (4 Laboratorien)
— PCR-Amplifikation grofRerer Fragmente funktioniert
— Hier: (3x) PCR-Amplifikation und Sequenzierung des Provirus erfolgreich
(1x) PCR-Amplifikation erfolgreich, aber Banden ,nicht direkt sequenzierbar*

Es konnte gezeigt werden, dass der Nachweis des Transgens mit Hilfe der flankierenden LTR-Primer
und Einsatz einer speziellen Polymerase fir groRe PCR-Produkte (z.B. GoTaq® Long PCR Master
Mix) grundsatzlich mit DNA-haltigen Templates funktioniert. Da die LTR-Primer jedoch bei einigen
Probenmaterialien mehrfach in der LTR-Region binden, kénnen teilweise zwei Amplifikate entstehen.
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Sofern nur ein PCR-Produkt erhalten wird, ist eine direkte Ansequenzierung nach Aufreinigung haufig
erfolgreich und zielfiihrend.

12.2.3 Fazit zur LVU

Bewertung der (RT-) PCR-Nachweisverfahren

Insgesamt ist festzustellen, dass sich die in den Amtlichen Methoden G10.20-1 (12) und G10.40-2
(13) festgelegte Verfahrensweise zum Screening-Nachweis fur lentivirale RNA eignet, aber ent-
sprechende Erfahrung und Validierung in den Laboren voraussetzt.

Auch die Uber die Amtliche Methode G10.40-2 (13) zum Nachweis des HIV-1-Packaging Signals ¥
hinausgehenden verschiedenen, konventionellen (RT-) PCR-Verfahren sind grundsatzlich geeignet,
um in der Uberwachung spezifische Fragestellungen abzuklaren, die tiber ein reines Screening auf
lentivirale Sequenzen hinausgehen.

Zur Durchfuhrung derart umfangreicher Laborvergleichsuntersuchungen wird jedoch empfohlen, zu-
kunftig konkretere Vorgaben bezuglich Probenaufarbeitung und Analytik festzulegen, da dies die
Aus- und Bewertung erleichtern wirde.

Bewertung des DNAse-Verdaus

Als kritischer Faktor erwies sich bei der Anwendung der Amtlichen Methode zum Nachweis von vira-
ler RNA bei einigen Laboren ein unvollstandiger DNAse-Verdau der RNA-1, so dass in RNA-2 noch
Spuren von DNA vorhanden waren. Dadurch wurde eine Differenzierung zwischen RNA und DNA
erschwert (teilweise trotzdem moglich anhand unterschiedlicher Ct-Werte bei (RT-) Real-time PCR
und Real-time PCR) bzw. war im Extremfalle nicht moglich. Das Kit mit der besten Performance in
der LVU war das auch in der Amtlichen Methode angegebene RNase-Free DNase Set (Qiagen).
Jedes Labor muss daher im Rahmen seiner laborinternen Validierung sicherstellen, dass dieser kri-
tische und entscheidende Schritt bei der Aufarbeitung der RNA funktioniert, um die nachfolgenden
(RT-) Real-time PCR-Ergebnisse eindeutig bewerten zu kénnen.
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Anhang A1: Nachweisverfahren

A1.1. Chemikalien und Reagenzien

Bezlglich der allgemeinen Anforderungen an die Reagenzien wird auf die amtliche Methode
G 00.00-1 (16) verwiesen.

Hinweis: Die Verfahren wurden mit den Geraten, Chemikalien und Losungsmittel der angegebenen
Hersteller durchgefiihrt. Prinzipiell kbnnen auch Produkte von anderen Herstellern verwendet wer-
den, sofern gezeigt wird, dass sie zu vergleichbaren oder besseren Ergebnissen flhren.

e QIAamp Viral RNA Mini Kit

o RNase-freie DNase, z. B. RNase-free DNase Set (QIAGEN, Art. Nr.79254)
e Hot-Star-Polymerase, z.B. AmpliTaq Gold® Polymerase

o QIAGEN® One Step RT-Kit

e GoTag® Long PCR Master Mix, 2X (PROMEGA)

e QuantiTect Probe PCR Kit (QIAGEN)

e QuantiTect Probe RT-PCR Kit (QIAGEN)

Tabelle 4: Oligonukleotide

Primer Primersequenz (5°-3") Accession GroRe | Nachweis Annealing-
Nr. [bp] temperatur
[°cl

Nachweis lentiviraler Sequenzen in Transferplasmiden

HIV-1-PSS_1F (13) CGCAGGACTCGGCTTGCT
HIV-1 Packaging Signal
HIV-1-PSS_1R (13) GACGCTCTCGCACCCAT NC_001802 | 137 Lentiviren o0
HIV1-PSS-1S (13) CCYCTCGCCTCTTGCYGTGYGCRC
HIV-1-RRE-1F ACCAAGGCAAAGAGAAGAGTG HIV-1-RRE
NC 001802 | 669 Sequenz 60
HIV-1-RRE-1R GAGGTGGGTCTGAAACGATAATG

Nachweis unerwartete lentivirale Ubergangssequenzen (Rekombination?, Wildtypsequenzen?)

NC 001802 554 Signal Lentiviren — 55
- gag Ubergangssequenz

HIV-1-¥-gag-2R (21) GGTGATATGGCCTGATGTACCA

Nachweis lentiviraler Sequenzen in gag-pol-Verpackungsplasmiden

HIV-1-gag-1F ACTCTAAGAGCCGAGCAAGC

NC_001802 | 177 HIV-1gag >
HIV-1-gag-1R TCTTGCTTTATGGCCGGGTC
HIV-1-gag-pol-1F GCTGTTGGAAATGTGGAAAG HIV-1-gag-pol

NC_001802 | 957 Ubergangssequenz 3
HIV-1-gag-pol-1R TATCTAATCCCTGGTGTCTC
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Primer Primersequenz (5-3") Accession GroRe | Nachweis Annealing-
Nr. [bp] temperatur
[°C]
HIV-1-pol-1F GTCCCCCTAACGGACACAAC
NC_001802 | 212 HIV-1 pol 59
HIV-1-pol-1R GGTACCCATGCCAGGTAGAC
Nachweis env-Verpackungsplasmide (Pseudotypisierung)
VSV-G-F AACTGGAGGCAAGGCCTGCAA Vesicular stomatitis Vi-
AJ318514 444 rus Glykoprotein VSV/ 59
VSV-G-R GCCCAGTCATCCCACAGTTCCC Pseudotypisierung
Nachweis des Transgenen Bereiches HIV-1 basierter lentiviraler Vektoren
LTR_long2-F i
—ong CTAGAGATCCCTCAGACCCT NC 001802 Eiasnig)e I Bereich zwischen den 65 (Touch
- HIV-1-LTRs Down)
LTR_long3-R CTAGTTAGCCAGAGAGCTCC GoTagq

A1.2. Kontrollen

In jeder (RT-)PCR-Reaktion werden, sofern vorhanden, mindestens folgende Kontrollen mitgefihrt:

(RT-)PCR-Reaktionskontrolle (NTC no template control): (RT-)PCR-Reaktionsansatz, der mit
Wasser anstelle von Nukleinsaure versetzt wird

Positivkontrolle: Nukleinsaure, die mit Sicherheit die spezifische nachzuweisende Nukleinsau-
resequenz enthalt (z.B. eine schon gemessene Probe, welche klar positiv war)

Negativkontrolle: Nukleinsdure, die mit den eingesetzten Primern die nachzuweisende Sequenz
nicht enthalt

Negative Extraktionskontrolle (NEK): Eine Probe, die wahrend der Extraktion der Nukleinsauren
mitgefuhrt wurde, die aber mit Sicherheit keine Nukleinsdure der nachzuweisenden Spezifitat
enthalt z.B. Wasser, Puffer oder nicht transgenes Probenmaterial

Amplifikationskontrolle: Positive Amplifikationskontrolle, die anzeigt, dass die Nukleinsaure aus
einer Probe in ausreichender Menge und Qualitat isoliert wurde.

A1.3. Reaktionsansatze fiur konventionelle PCR bzw. RT-PCR-Analysen

Die (RT-)PCR wird in dunnwandigen 0,2 ml PCR-ReaktionsgefalRen durchgefuhrt. Die Verfahrens-
beschreibung gilt fir ein Gesamtvolumen von 25 pl Reaktionsansatz mit den in nachfolgenden Ta-
bellen angegebenen Reagenzien. Es wird ein (RT-)PCR-Mix hergestellt, der alle Komponenten au-
Rer der Proben-Nukleinsaure enthalt. Die bendtigte Menge an (RT-)PCR-Mix richtet sich nach der
Anzahl der durchzufiihrenden Reaktionen.

o PCR-Mix bzw. (RT-)PCR-Mix gut mischen, kurz zentrifugieren und jeweils 24 pl (bzw. 20 pl
bei GoTag® Long PCR- Reaktionsansatz) in die Reaktionsgefalie pipettieren.

o Fur die Reaktionskontrolle (NTC) Wasser anstelle von Probe in den entsprechenden Ansatz
pipettieren.

o In die Ubrigen Ansatze entweder Nukleinsdure-Extrakt bzw. jeweilige Kontrollldsung pipet-
tieren.

¢ Die Reaktionsansatze sorgfaltig verschlieBen, in das PCR-Gerat Uberfihren und das Tem-
peratur-Zeit-Programm (siehe Tabelle 8 - Tabelle 10) starten.
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¢ Die PCR-Produkte werden mittels Agarose-Gelelektrophorese oder einem alternativen Elekt-

rophorese-System (z.B. Chip-basierte Elektrophorese) analysiert.

Der PCR-Reaktionsansatz fir die Analyse von DNA wird standardmaf3ig, sofern nicht anders ange-
geben, mit einer Hot Start Tag-Polymerase angesetzt.

Tabelle 5: Reaktionsansatz PCR

Reagenzien Endkonzentration PCR-Ansatz
Konzentration anpassen gemal SOP 1 Ansatz (pl)

10 x PCR-Puffer (mit MgClz) 1x 2,5

1 mM dNTPs 0,1 mMol/l 2,5

Primer 1 (20 umol/l) 400 nMol/l 0,5

Primer 2 (20 umol/l) 400 nMol/l 0,5

Hot-Start Tag-Polymerase 0,5-1U 0,1

Zusatz:

Probe/ Template 20 ng 1

steriles Reinstwasser ad 25

Fir die Analyse von RNA wird das QIAGEN® One Step RT-PCR Kit (Fa. Qiagen) genutzt.
Tabelle 6: Reaktionsansatz QIAGEN® One Step RT-Kit

Reagenzien Endkonzentration PCR-Ansatz
Konzentration anpassen gemalk SOP 1 Ansatz (ul)
5x QIAGEN OneStep RT-PCR Buffer 1x 5
dNTP Mix 0,1 mMol/l 1
Primer 1 (20 umol/l) 400 nMol/l 0,5
Primer 2 (20 umol/l) 400 nMol/l 0,5
QIAGEN OneStep RT-PCR Enzyme Mix 1x 1
5xQ-Solution 1x 5
Probe/ Template 1
RNase - free H20 ad 25

Far die Amplifizierung groRer DNA-Fragmente (bis zu 30 kb) wird die PCR mit GoTaq® Long PCR

Master Mix (Fa. Promega) angesetzt.

Tabelle 7: Reaktionsansatz GoTaq® Long PCR Master Mix

Reagenzien Endkonzentration PCR-Ansatz
Konzentration anpassen gemalk SOP 1 Ansatz (ul)
GoTag® Long PCR Master Mix, 2X 1x 12,5
Primer LTR_long2_f (20 umol/l) 400 nMol/l 0,5
Primer LTR_long3_r (20 umol/l) 400 nMol/l 0,5
Probe/ Template Bis 500 ng* 5
RNase - free H20 ad 25 ul
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Empfehlung des Herstellers:

A1.4. Temperatur-Zeit-Programme fur konventionelle PCR und RT-PCR

Tabelle 8: Temperatur-Zeit-Programm fur konventionelle PCR

50 ng— 250 ng humane genomische DNA pro Ansatz,
0,25 — 2,5ng flr weniger komplexe Templates, z.B. Plasmide

Schritt Reaktionsschritt Temperatur Zeit Zyklen
[°C] [min]
1 Initiale Denaturierung 95 10 1
Denaturierung 95 1
2 Amplifikation | Aplagerung (Annealing) s. Tabelle 4 1 35
Verlangerung (Elongation) 72 2
3 Terminale Verlangerung (Elongation) 2 10 1
Tabelle 9: Temperatur-Zeit-Programm fir konventionelle RT (Reverse Transkriptase) - PCR
Schritt Reaktionsschritt Temperatur Zeit Zyklen
[°C] [min]
1 Reverse Transkriptase 50 30 1
2 Initiale Denaturierung 95 15 1
Denaturierung 95 1
3 Amplifikation | anlagerung (Annealing) s. Tabelle 4 1 35
Verlangerung (Elongation) 72 1
4 Terminale Verlangerung (Elongation) 2 10 1
Tabelle 10: Temperatur-Zeit-Programme fir konventionelle GoTag® Long PCR
Schritt Reaktionsschritt Temperatur Zeit Zyklen
[°C] [min]
1 Initiale Denaturierung 95 2 1
Denaturierung 95 0,5
2 Touch(.jowln Anlagerung (Annealing) 65_0,5*/ 10
Amplifikation gerung 9 Zyklus 1
Verlangerung (Elongation) 72 10
Denaturierung 95 0,5
3 Amplifikation | apjagerung (Annealing) 60 1 25
Verlangerung (Elongation) 72 10
4 Finale Elongation 72 10 1

2 Fiir die Uberpriifung von RNA-2 auf die Abwesenheit von DNA ist es wichtig RT-PCR und PCR mit der glei-
chen Zykluszahl durchzufihren. Abhangig vom Erfolg des DNase-Verdaus muss dafir bei Bedarf die Zyklus-

zahl fur eine Differenzierung erhéht werden.
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A1.5.

* Hinweis des Herstellers: Anstelle des Touch down Programmes kann die GoTag® Long PCR auch
bei der fur das verwendete Primerpaar optimalen Annealing-Temperatur durchgefuihrt werden. Fur die
Elongationszeit werden pro 1 kB Fragmentldnge eine Minute empfohlen.

Reaktionsansatze fur Real-time PCR bzw. (RT)-Real-time PCR

Tabelle 11: Reaktionsansatz fur Real-time PCR und (RT)-Real-time PCR (13)

Reagenzien

Reaktionsansatz
(Real-time PCR) [pl]

Reaktionsansatz
(RT Real-time PCR) [pl]

Proben- RNA oder Kontrollen

5

5

Real-time PCR-Master Mix, z.B.
QuantiTect Probe PCR Kit (QIAGEN)

1x konzentriert

gRT-PCR-Master Mix, z.B.
QuantiTect Probe RT-PCR Kit (QIAGEN)

1x konzentriert

Primer HIV-1-PSS_F [10 pumol/] 1 1

Primer HIV-1-PSS_R [10 pmol/l] 1 1

Sonde HIV-1-PSS_FAM [10 pmol/[]

0,38 0,38

Wasser, RNase frei

Differenz bis 25 Differenz bis 25

Den (RT-)PCR- Mix gut mischen, kurz zentrifugieren und jeweils 20 pl in die Reaktionsge-
falRe/ Mikrotiterplatte pipettieren.

Fur die PCR- Reaktionskontrolle 5 pl Wasser in den entsprechenden Ansatz pipettieren.

In die Ubrigen Ansatze entweder 5 pul RNA- Extrakt, 5 pl der negativen Extraktionskontrolle
oder 5 pl der Positivkontrolle pipettieren.

Gegebenenfalls weitere Amplifikationskontrollen (z.B. PCR- Inhibitionskontrolle) ansetzen.
PCR-Platte mit Klebefolie (oder Deckel) sorgfaltig verschlieRen, die Reaktionsansatze in
das real-time PCR-Gerat Uberfiihren und das jeweilige Temperatur-Zeit-Programm (s. A1.6)
starten.

A1.6. Temperatur-Zeit-Programme fiir Real-time PCR und (RT)-Real-time PCR
Tabelle 12: Temperatur-Zeit-Programm fur die (RT)-Real-time PCR (13)
Schritt Reaktionsschritt Temperatur Zeit Zyklen
[°C] [min]
1 Reverse Transkription 50 30 1
2 Initiale Denaturierung 95 15 1
Denaturierung 94 0,25
3 Amplifikation | Anlagerung (Annealing) und 45
.. . 60 1
Verlangerung (Elongation)
Tabelle 13: Temperatur-Zeit-Programm fur die Real-time PCR (13)
Schritt Reaktionsschritt Temperatur Zeit Zyklen
[°C] [min]
1 Initiale Denaturierung 95 15 1
Denaturierung 94 0,25
2 Amplifikation | Anlagerung (Annealing) und 45
Verldngerung (Elongation) 60 1
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A1.7. Leistungsmerkmale der Methoden

Die Verfahren wurden im Rahmen von Einzellaborvalidierungen auf ihre Eignung gepruft (A1.8 -
A1.10 und nachfolgend in einer Laborvergleichsuntersuchung des Ausschusses Methodenentwick-
lung von verschiedenen Laboren getestet. Die detaillierten Ergebnisse der einzelnen Labore sind in
Kapitel Anhang A2: dargestellt.

A1.8. Nachweisgrenze

Die praktischen Nachweisempfindlichkeiten der einzelnen (RT-)PCR-Verfahren wurden im Rahmen
einer Einzellaborvalidierung mit einer Verdinnungsreihe von Plasmid-DNA (HIV-1-pNL4-3; 14,8 kb
bzw. fir den VSV-G Nachweis mit pMD2.G; 5822 bp) in 10 Parallelen bestimmt.

Tabelle 14: Nachweisgrenzen der verschiedenen PCR-Nachweise

PCR-Nachweis Lange PCR- Produkt Nachweisgrenze Kopien**
(Primerpaar) [Bp]
HIV-1-PSS_1F
HIV-1-PSS_1R 137 <100 (13)
HIV-1-W-gag-2F
+ *
HIV-1-W-gag-2R 554 1fg (10+/10) 60
HIV-1-gag-1F
+ *
HIV-1-gag-1R 1rr 1fg (10+/10) 60
HIV-1-pol-1F -
HIV-1-pol-1R 212 100 ag (10+/10) 6
HIV-1-gag-pol-1F -
HIV-1-gag-pol-1R 957 10 fg (10+/10) 600
HIV-1-RRE-1F
+ *
HIV-1-RRE-1R 669 100 ag (10+/10) 6
VSV-G-F -
VSV-G-R 444 100 ag (10+/10) 15
* Anzahl positive PCRs bei 10 Parallelen;
* GrofRe der verwendeten Plasmide: pNL4-3: 14825 bp; pMD2.G: 5822 bp

A1.9. Theoretische Spezifitat

Durch die Methodenentwickler wurden die Primersequenzen mittels BLASTN auf Spezifitat fur HIV-
1 sowie fur die daraus abgeleiteten Vektorsysteme getestet (https://blast.ncbi.nim.nih.qgov/Blast.cgi).
Durch die Kombination der verschiedenen PCR - Nachweisverfahren bei der Analyse von DNA bzw.
RNA lassen sich Aussagen auf das Vorliegen von viralen Sequenzen aus den Helfer- und Verpa-
ckungsplasmiden und / oder von RNA aus den Verpackungszelllinien ableiten sowie nach Berlck-
sichtung der Anmerkungen in Kapitel 10.1 gegebenenfalls Hinweise auf Rekombinationsereignisse
ableiten.

A1.10. Praktische Spezifitat

Die PCR-Nachweisverfahren wurden im Rahmen von Einzellaborvalidierungen an lentiviralen Vek-
torsystemen [(Transferplasmide (2), Verpackungsplasmide (6)], an Virusuberstanden (9) sowie an
transduzierten Zelllinien (16) validiert. Kreuzreaktionen mit Murine Leukemia Virus (MLV)-Vektorsys-
temen (3) wurden nicht festgestellt.
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Tabelle 15: Uberprufung der Spezifitat der Lentivirus-Nachweise an verschiedenen Matrizes
(Ergebnisse aus Einzellaborvalidierung)

Matrix Anzahl Nuklein- |HIV1_PSS_1F / [HIV1-RRE-1F / |HIV1-psi-gag-2F/ |HIV1-gag-1F / [HIV1-pol-1F/ |HIV1-gag-pol-1F / [VSV-G-F /
getestet* siure  |HIVI_PSSIR |HIVI-RRE-IR |HIV1-psi-gag-2R [HIV1-gag-1R |HIVi-po-IR  [HIVi-gag-pol-1R [VSV-GR
virale Zielsequenz Psi RRE Psi-gag gag pol gag-pol VSV-G
Vektorplasmide
Transferplasmide 2 DNA + - - - - -
Helferplasmide 5 DNA - - + + + -
Verpackungsplasmide 3 DNA - - - - - - +
MLV-Vektoren 3 DNA - - - - - - -
Lentivirale Viruspartikel (Virusstocks/ Zellkulturiiberstéiinde)
Virusstocks/ DNA/
13 + + +(10 + (10 +(10 + (10 + (10
Zellkulturiiberstinde RNA (10) (10) (10) (10) (10)
Lentiviral transduzierte Zielzellen
Transduzierte Nach 1. Passage | DNA/
. + + + + + + +
Zelllinien 6 RNA
Transduzierte Nach 3. Passage | DNA
. g / + + - - (2+) - (2+) - -
Zelllinien 16 RNA

+ = positiv; - = negativ; schwarz: Nachweis erwartet, rot: Nachweis unerwartet
(Anzahl): Anzahl der Proben, fiir die Ergebnis zutreffend war, bezogen auf Anzahl getestet insgesamt
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Anhang A2: Detaillierte Ergebnisse der Laborvergleichsuntersuchung

In der nachfolgenden Tabelle 16 sind in den Teiltabellen (1a) — (3a) die Ergebnisse der in Kapitel 12
beschriebenen Laborvergleichsuntersuchung fir alle (RT)-PCR-Nachweisverfahren und die drei Pro-
bensets fur alle teilinehmenden Labore detailliert dargestellt.

Tabelle 16: Zusammenstellung der Ergebnisse der Laborvergleichsuntersuchung fir alle
(RT)-PCR-Nachweisverfahren und die drei Probensets fir alle teilnehmenden Labore

(1a) HIV-1 Packaging Signal W, Lentiviren (nach G 10.40-2):
- HIV-1-PSS-1F/ HIV-1-PSS-1R/ Sonde: HIV-1-PSS_FAM

(2a) HIV-1-RRE (Rev responsive element):
- HIV-1-RRE-1F/ HIV-RRE-1R

(2b) HIV-1-Packaging Signal W — gag Ubergangssequenz:
- HIV-1-psi-gag-2F/ HIV-1-psi-gag-2R

(2¢) HIV-1 gag:
- HIV-1-gag-1F/ HIV-1-gag-1R

(2d) HIV-1 pol:
- HIV-1-pol-1F/ HIV-1-pol-1R

(2e) HIV-1-gag-pol Ubergangssequenz:
- HIV-1-gag-pol-1F/ HIV-1-gag-pol-1R

(2f) Vesicular stomatitis Virus Glykoprotein (VSV / Pseudotypisierung):
- VSV-G-F/ VSV-G-R

(2g) Grin fluoreszierendes Protein (EGFP):
- EGFP-F/ EGFP-R

(3a) Identifizierung des transgenen Bereichs HIV-1-basierter lentiviraler Vektoren:
-LTR_long2 f/LTR_ long3 r
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(1a) HIV-1 Packaging Signal ¥, Lentiviren (G 10.40-2); Zahlenwerte = Ct-Werte

Probe Labor
. LGL 1 2 3
'::'f E RNA-1 RNA-2 RNA-1 RNA-2 RNA-1 RNA-2 RNA-1 RNA-2
'sv = Vor DNase Nach Dnase | Vor DNase Nach Dnase | VorDNase | Nach Dnase Vor DNase | Nach Dnase
-8
RT-PCR | PCR |RT-PCR| PCR |RT-PCR[ PCR |RT-PCR| PCR |RT-PCR| PCR |RT-PCR| PCR |RT-PCR| PCR [RT-PCR[ PCR
g #0001 24 254 25,3 | 30,8 | 22,7 | 26,1 | 253 - 18,8 24 21,7 - 19,2 | 25,0 22 -
5
oy #0002 - - - - - - - - - - - - - -
)
é #0003 18,5 208 | 20,1 | 276 | 17,2 | 21,2 | 20,5 - 12,9 | 18,7 | 15,6 - 134 | 194 | 154 -
° #0005 17,9 18 17,8 17,1 | 17,3 17,5 | 15,3
]
£ #0006 - - - 43,2 | 36,6 - -
&
= #0007 10,5 10,9 11 8,8 8,9 8,8 10,4
#0010 - - - - - - - - -
g
£ #0011 - - - - - - - - -
o
~ #0012 20,1 205 26,5 | 26,8 | 24,1 | 242 | 29,8 - 21,3 [ 21,5 | 26,4 - 20,4 | 21,7
Probe Labor
. 4 5 6 7
'g E RNA-1 RNA-2 RNA-1 RNA-2 RNA-1 RNA-2 RNA-1 RNA-2
s = Vor DNase Nach Dnase | VorDNase NachDnase | VorDNase | Nach Dnase Vor DNase | Nach Dnase
-8
RT-PCR | PCR |RT-PCR| PCR [RT-PCR| PCR |RT-PCR| PCR |RT-PCR| PCR [RT-PCR| PCR |RT-PCR| PCR |RT-PCR| PCR
g #0001 32,5 31 38 - 21,2 | 25,9 | 23,9 - 23 21 25 25,2 | 24,2 -
S | #0002 - - - - - - - - - - - -
8
§ #0003 26,3 24,5 30 29,5 14 19,9 | 15,7 | (-) 38 17 16 19 20,8 | 17,5 -
° #0005 18 14 15,1
=4
£ #0006 - 33 -
&
* | #0007 16 8 9,9
#0010 - - 33,7
]
£ | #0011 - - -
S
#0012 25,8 19 20,1 | 31,2 -
positiver RNA-Nachweis in RNA-2 nicht bestimmt
positiver RNA-Nachweis in RNA-2, aber DNase-Verdau unvollstandig (unterschiedliche Ct-Werte) - negatives Ergebnis
kein sicherer RNA-Nachweis, sondern eher DNA-Nachweis aufgrund von unvollstindigem DNase- ",
, falsch positiv
Verdau (gleicher Ct-Wert)
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(2a) HIV-1-RRE (Rev responsive element)

Probe Labor
Matrix Nr. LGL 1 2 3 4 5 6 7
- \\\
g #0001 + + +/+ + + nd + \\\
& #0002 - - -/- - - nd - -
= #0003 + + +/+ + + nd + +
o # 0005 + + + + + nd + +
)
£ # 0006 - - - - - nd + -
. #0007 | + + + + + nd + +
#0010 - - - - - nd + -
S
£ #0011 - - - - - nd - -
2
#0012 - - - - -/ (#)* nd - -
Vorgehensweise RNA-1| RNA-2 | RNA-1/2 RNA-2 RNA-1 RNA-2 RNA-1
bei Vektorpartikeln J J J J J J
#0001 - #0003 PCR |RT-PCR| RT-PCR | RT-PCR | RT-PCR PCR PCR
(2b) HIV-1-Packaging Signal ¥ — gag Ubergangssequenz
Probe Labor
Matrix Nr. LGL 1 2 3 4 5 6 7 |
= ¥ - \\‘§
E #0001 | + + +/+ &\\\\ + nd nd | -
& #0002 - - -/- - - nd nd -
é # 0003 + + +[+** + + nd nd +
o # 0005 + + + + + nd nd +
T
£ #0006 - - FH* - - nd nd -
< #0007 + + + + + nd nd +
c #0010 - - - - - nd nd -
@
é #0011 - - - - - nd nd -
N =
#0012 + + + + & \\\\ nd nd +
Vorgehensweise RNA-1| RNA-2 | RNA-1/2 RNA-2 | RNA-1 RNA-2 RNA-1
bei Vektorpartikeln J J J J J J J
#0001 - #0003 PCR |RT-PCR| RT-PCR | RT-PCR | RT-PCR PCR PCR
+ positives Ergebnis - | negatives Ergebnis
+ unvollstandiger DNase-Verdau (bei RNA-2) &\\\\\\&\\& falsch negativ
nd nicht durchgefiihrt + falsch positiv
* mit einem alternativen HIV1-RRE-R Primer wurde das "5 falsche Fragment-
auf 234 bp verkiirzte Element nachgewiesen. groRe, 380 bp
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(2c) HIV-1-gag

Probe Labor

Matrix Nr. LGL 1 2 3 4 5 6 7
2 #0001 + + +/+ + nd nd nd +
% #0002 - - -/- - nd nd nd -
E # 0003 + + +/+ + nd nd nd +
o # 0005 + + + + nd + nd +
T% # 0006 - - (+) - nd - nd -
= # 0007 + + + + nd + nd +
c #0010 - - - - nd - nd -
% #0011 - - - - nd - nd -
: #0012 - - - - nd - nd -

Vorgehensweise RNA-1 | RNA-2 | RNA-1/-2| RNA-2 RNA-1

bei Vektorpartikeln 3 3 J 3 3

#0001 - #0003 PCR RT-PCR | RT-PCR RT-PCR PCR

(2d) HIV-1-pol

Probe Labor

Matrix Nr. LGL 1 2 3 4 5 6 7
-:Z; # 0001 + + nd + nd nd nd +
g # 0002 - - nd - nd nd nd -
§ #0003 + + nd + nd nd nd +
o # 0005 + + nd + nd nd nd +
T% # 0006 - - nd - nd nd nd -
= # 0007 + + nd + nd nd nd +
c #0010 - - nd - nd nd nd -
é #0011 - - nd - nd nd nd -
5 #0012 - - nd - nd nd nd -

Vorgehensweise RNA-1 | RNA-2 [ RNA-1/-2 | RNA-2 RNA-1

bei Vektorpartikeln J J J J J

AL e PCR | RT-PCR | RT-PCR | RT-PCR PCR
+ positives Ergebnis - negatives Ergebnis
nd nicht durchgefiihrt + falsch positiv
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(2e) HIV-1-gag-pol

Probe Labor
Matrix Nr. LGL 1 2 3 4 5 6 7
I #0001 + + nd nd + nd nd nd
g # 0002 - - nd nd - nd nd nd
é #0003 + + nd nd + nd nd nd
o # 0005 + + nd nd + nd nd nd
S
£ #0006 - - nd nd - nd nd nd
©
= # 0007 + + nd nd + nd nd nd
- #0010 - - nd nd - nd nd nd
o
= #0011 - - nd nd - nd nd nd
U]
~ #0012 - - nd nd - nd nd nd
Vorgehensweise bei | RNA-1 | RNA-2 | RNA-1/2 RNA-2 RNA-1
Vektorpartikeln J J J J J
#0001 - #0003 PCR | RT-PCR| RT-PCR | RT-PCR PCR
(2f) Vesicular stomatitis Virus Glykoprotein (VSV-G / Pseudotypisierung)
Probe Labor
Matrix Nr. LGL 1 2 3 4 5 6 7
g #0001 + + +/+ + + nd nd +
§ #0002 - - -/- - - nd nd -
k>,
g # 0003 + + +/+ + + nd nd +
# 0005 - - - - - - nd -
(]
B
£ #0006 + + + + + + nd +
5
# 0007 - - - - - - nd -
c #0010 - - - - - - nd -
£ #0011 - - - - - - nd -
V]
™ #0012 . . - . . . nd -
Vorgehensweise RNA-1 | RNA-2 [ RNA-1/-2 | RNA-2 RNA-1
bei Vektorpartikeln J J J J J
£ O, o 0808 PCR | RT-PCR | RT-PCR | RT-PCR PCR
+ positives Ergebnis - | negatives Ergebnis
nd nicht durchgefiihrt
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(2g) Grun fluoreszierendes Protein (EGFP)

Probe Labor
Matrix Nr. LGL 1 2 3 4 5 6 7 ‘
3 -
- #0001 + + nd + + nd &‘\Q\& \\
§ #0002 - - nd - - nd -
()
L #0003 + + nd + + nd & \\ +
o # 0005 - - nd - - nd - -
el
£ #0006* + + nd + - nd - -
T
#0007 - - nd - - nd - -
c #0010 + + nd + + nd + +
9
é #0011 - - nd - - nd + -
()
™ #0012 + + nd + + nd + +
Vorgehensweise RNA-1 RNA-2 RNA-2 | RNA-1 RNA-2 | RNA-1
bei Vektorpartikeln NZ N2 N2 N2 NZ N%
#0001 - # 0003 PCR RT-PCR RT-PCR | RT-PCR PCR PCR
+ positives Ergebnis - negatives Ergebnis
nd nicht durchgefiihrt + falsch positiv
* Anmerkung: \\\\\&\\\ falsch negativ
Vorliegende Kontamination in Probe # 0006
mit einem EGFP-Plasmid an Nachweisgrenze;
(Parallele Plasmid-Miniprep); nicht gewertet!

Nachweis lentiviraler Sequenzen - Untersuchungsablauf

Seite 35 von 37



(3a) Identifizierung des transgenen Bereichs HIV-1-basierter lentiviraler Vektoren

Probe Labor
Matrix Nr. LGL 1 2 5 6 7

g #0001 + (3,5 kb)* nd nd nd nd nd

g # 0002 - nd nd nd nd nd

:;; # 0003 + (3,5 kb) nd nd + (3,5 kb) nd nd nd nd

° # 0005 + (8,5 kb)** nd nd - nd nd nd nd

% # 0006 - nd nd - nd | nd nd nd

= #0007 + (8,5 kb) nd nd +(6/10kb) | nd | nd nd nd

#0010 (+) nd - - nd | nd nd (+)

c

£ | #oou (+) nd |- : nd | nd | nd :

: #0012 | +(4 kb)*** nd | +(4kb)| +(4kb) nd | nd | nd (1,8/31b)***
Vorgehensweise RNA-1 RNA-1 RNA-1 RNA-1
bei Vektorpartikeln N 0 N J 0 N
#0001 - 0003 PCR PCR PCR PCR

(+) schwache, unspezifische Bande, nicht sequenzierbar

nd nicht durchgefiihrt

* Bande (ca. 3500 bp): Sequenz von Plasmid-Backbone
** Bande (ca. 8500 bp): Sequenz von Virus (HIV-1)
ok ok Bande (ca. 4000 bp): Sequenz von viralem Vektor

Teilnahme: 3 von 7 Laboratorien und LGL
Vektorpartikel (2 Laboratorien)
Nachweis aus Gesamtnukleinsduren (RNA-1): 2 Laboratorien

- PCR-Amplifikation gréBerer Fragmente aus RNA-1 (i.e. Plasmide) funktioniert

-> Problem: I.d.R. zwei Banden bei Transferplasmiden

- (1x) PCR-Amplifikation und Sequenzierung (nur) des Plasmid-Backbones erfolgreich

» Verbesserungsvorschlag: , HIV-RRE-1F“ anstatt ,LTR_long2_f“-Primer verwenden

- (1x) Nicht sequenziert
Nachweis aus RNA-2: 1 Laboratorium

- RT-PCR-Amplifikation grofRerer Fragmente aus RNA2 funktioniert nicht
Plasmide (2 Laboratorien)
- Problem: I.d.R. zwei Banden bei Transferplasmiden (bzw. HIV-1 Gesamtgenomplasmiden)

-> Hier: (1x) PCR-Amplifikation und Sequenzierung des Virus-Anteils erfolgreich

(1x) PCR-Amplifikation erfolgreich, aber Banden ,nicht direkt sequenzierbar”

Zelllinien (4 Laboratorien)
- PCR-Amplifikation groRerer Fragmente funktioniert

-> Hier: (3x) PCR-Amplifikation und Sequenzierung des Provirus erfolgreich

-> (1x) PCR-Amplifikation erfolgreich, aber Banden ,nicht direkt sequenzierbar”
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Anhang A3: Morphologie und Genomstruktur HIV-1

Abbildung 6 : Morphologie und Genomstruktur von HIV-1
Schematische Darstellung des HIV-1 Viruspartikels (A) und der Genomkarte (B).

Die Leserahmen (gag, pol, env) sind mit farbigen Késtchen hervorgehoben (B) deren Farbe und Beschriftung
mit den hiervon exprimierten Genprodukten (A) korrespondiert. Die Exons der Proteine Tat und Rev sind jeweils
durch Striche miteinander verbunden. Die akzessorischen und regulatorischen Genprodukte sind in (A) nicht
dargestellt.

att: Anschlussstelle, CA, p24: Capsidprotein, CEL: Kern-Hulle Verbindung, DIS: Dimer Initiationsstelle, env: Leserahmen
fur Hullenglykoproteine, gag: Leserahmen fir Strukturproteine, IN, p32/p31, int: Integrase, LI, p6: Verbindungsprotein, LTR:
lange terminale Repetition, MA, p17: Matrixprotein, MHC: Haupthistokompatibilitdtskomplex, NC, p7: Nukleocapsidprotein,
p2, pl: Spacerpeptid, PBS: Primerbindungsstelle, pol: Leserahmen fiir virale Enzyme, PPT: Polypurinbereich, PR, p12,
prot: Protease, W : Verpackungssignal, R: Sequenz die an beiden Enden von RNA wiederholt ist, rev: Regulator der
Expression viraler Proteine, RNA: Virales RNA - Genom, RRE: Rev Bindungsstelle. RT, p66, (p51+p15): Reverse Tran-
skriptase, SD: SpleiRdonor, SU, gp120: externes Glykoprotein, TAR: Tat-Bindungsstelle, tat: Transaktivator der Transkrip-
tion, TM, gp41: transmembranes Glykoprotein, U3: einzigartige Sequenz typisch fir das 3"Ende von RNA, U5: einzigartige
Sequenzen typisch fiir das 5'"Ende von RNA, vif: Virion Infektiositatsfaktor, vpr: virales Protein R, vpu: virales Protein U,
nef: negativer Faktor

[Abbildung aus: RoRmann, Oliver (2008). Optimierung und Charakterisierung des lentiviralen Gentransfers in humanen
mesenchymalen Stammzellen. S.24] https://edoc.ub.uni-muenchen.de/8058/1/Rossmann_Oliver.pdf

(A) Modifiziert nach (Gelderblom, H. R., Hausmann, E. H., Ozel, M., Pauli, G.,Koch, M. A. (1987).
Virology 156 [1], 171-176; Gelderblom, H. R. (1997). HIV Molecular Immunology Database 1997. IV-37-IV-
50. Los Alamos, NM, Theoretical Biology and Biophysics Group, Los Alamos National Laboratory.)

(B) Modifiziert nach (Bette T.M.Korber et al. 2005; Coffin et al. 1997).
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