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Nummer der gentechnischen Anlage
67/90 '

Standbrt der gentechnischen Anlage

Freie Universitat Berlin

FB VETMED '
Institut fir Virologie (WE 5)
Philippstrale 13

10115 Berlin
Haus 8
Laborraum: EG 1.06
Funktionsraume: EG 1.03  Lager/ Desinfektion
1.04 Schleuse
1.05 Schleuse / Desinfektion .
1.07  Materiallager / Schleuse / Lagerraum allgemein
Tierhaltungsraume: EG 1.01, 1.02, 1.08 und 1.09 D ]
Haus 18
Laborraume: 3.0G 401 (FACS-Anlage), 402, 404, 407 und

416/417 (Diagnostik)

Funktionsraume: 3.0G 403 Fotolabor
405 Zentrifugen-/Gerateraum
406 Zentrifugen-/Gerateraum
414 Zentrifugenraum
415 Autoklavenraum

Nummer und Bezeichnunqv der gentechnischen Arbeit
67/90-10

Erstellung von rekombinanten Herpesviren

Einstufung der einzelnen Teile der Arbeit

1. Arbeiten mit E. coli K12, in die Reportergene (z.B. p-Galaktosidasegen, GFP-Gen oder
Luziferasegen) unter Kontrolle eukaryotischer bzw. viraler Promotoren (z.B. _EF1-Pro—
motor, CMV-immediate early Promotor) in pUC-abgeleiteten Standardplasmidvektoren/

Suizidvektoren ohne Gefahrdungspotential eingefiihrt wurden
' Sicherheitsstufe 1

2. Arbeiten mit E. coli K12, in die subgenomische Nukleinségresequenzen,_die auch
mutiert sein kdnnen, von Herpesviren der Risikogruppe 2 in pUC-abgeleiteten
Standardplasmidvektoren/Suizidvektoren ohne Gefahrdungspotential eingefihrt
wurden

. Sicherheitsstufe 1
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3. Arbeiten mit E. coli K12, in die vollstandige Genome von Herpesviren der Risiko
gruppe 2 im Vektor pBeloBAC11 eingefiihrt wurden, :

auch kotransfiziert mit Standardplasmidvektoren mit subgenomischen Nukleinséure-
sequenzen des jeweiligen Virus und/oder einem Markergen, z.B. fur GFP, Luciferase
oder einem Antibiotikaresistenzgen '

oder

mit den vollsténdiggn _Genomen von Herpesviren der Risikogruppe 2 im Vektor
pBeloBAC11, wobei die Genome Mutationen (Deletionen, Punktmutationen) oder
Insertionen eines Markergens, z.B. fir GFP, Luciferase oder ein Antibiotika-

resistenzgen, aufweisen kdnnen '
Sicherheitsstufe 2

4. Arbeiten mit etablierten Zelllinien (z.B. Vero oder Hel.a), in die vollstandige Genome
von Herpesviren der Risikogruppe 2 im Vektor pBeloBAC11 eingefiihrt wurden, wobei
die Genome Mutationen (Deletionen, Punktmutationen) oder Insertionen eines Marker-
gens, z.B. fir GFP, Luciferase oder ein Antibiotikaresistenzgen, aufweisen kénnen

Sicherheitsstufe 2

5. Arbeiten mit rekombinanten Herpesviren, abgeben von den GVO zu Ziffer 4

Sicherheitsstufe 2

Projektleiter

Herr Prof. Dr. Klaus Osterrieder
Frau Dr. Kerstin Borchers

Herr Dr. Karsten Tischer
Herr Prof. Dr. Benedikt Kaufer (fur diese weitere Arbeit verantwortlich)

Beauftragter fiir die Biologische Sicherheit

Herr Dr. Klaus Michael Veit

Begriindung:

Die Prufung der Anzeige vom 29.08.2012 und der zugehérigen Unterlagen sowie die vor-
genommene Sicherheitseinstufung haben ergeben, dass gegen die Durchflihrung weiterer
gentechnischer Arbeiten entsprechend der vorliegenden Anzeige keine Bedenken beste-
hen.

Die von lhnen vorgenommene Einschatzung, dass die o.g. Arbeit der Sicherheitsstufe 2
zuzuordnen ist, wird durch unsere Sicherheitseinstufung vom 20.09.2012 bestatigt.
Unsere ausflihrliche Sicherheitseinstufung fiige ich zu Ihrer Information bei.

Auf eine Stqllungnahme der Zentralen Kommission fiir die Biologische Sicherheit (ZKBS)
konnte verzichtet werden, da es sich um eine vergleichbare Arbeit gemal § 12 Abs. 4
Satz 1 GenTG handelt.



i Saad

Die Verglei i e
- glilr?the?a\; Zi;tlé)eénfﬂ Insbesondere die Herstellung rekombinanter Viren der Risiko.
| ndung vollstandiger Virusgenome. Sie bezieht sich unter anderem

auf folgende Einzelstellun nahm .
6790-01-1423 vorr 11.012002. en der ZKBS: Az. 6790-01-1333 vom 07.07.1999 und Az.

ng Beginn der gentechnischen Arbeit war da.mit zuzustimmen.

Hinweis

Durch diesen Bescheid bleiben behdrdliche Entscheid i ]
) idungen, die ggf. fur das gentech-
Sl:l;:gi r\]/r(zrhabt-zn aufgrund anderer &ffentlich-rechtlicher Vorschriften erforderlich sind,

Verwaltungsgebiihr

Verwaltungsgebiihrenfrei.

)

Kosten
Kosten sind nicht entstanden.

Rechtsbehelfsbelehrunq:

Gegen diesen Bescheid ist der Widerspruch zulassig. Er ist innerhalb eines Monats nach
Zustellung dieses Bescheides schriftlich oder zur Niederschrift beim Landesamt fir
Gesundheit und Soziales (Postanschrift: Postfach 310929, 10639 Berlin, Dienstgebaude:
Turmstr. 21, Haus A, 10559 Berlin) zu erheben. Es wird darauf hingewiesen, dass bei
schriftlicher Einlegung des Widerspruchs die Widerspruchsfrist nur dann gewahrt ist, wenn

der Widerspruch innerhalb dieser Frist eingegangen ist.

Mit freundlichem Grul}
Im Auftrag

it

Mllenberg
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Sicherheitseinstu
gentechnischer Afrub':asijten - Landes:r:; ?;ﬁﬁ: rédgl:ﬁi:
1 Zusammenfassung
1.1 Nr. der Anlage: 67/90
Nr. der Arbeit: 67/90-10
1o Projektleiter: Prof. Dr. Kaufer
L3 Betreiber: Freie Universitéat Berlin

1.4 Thema der gentechnischen Arbeit:

Erstellung von rekombinanten Herpesviren

1.5 Kurzfassung des Vorhabens:

Die vollstandigen Genome von Herpesviren, die bereits von
der ZKBS in die Risikogruppe 2 eingestuft worden sind,
sollen mit Hilfe bakterieller kinstlicher Chromosomen (BAC)
in E. coli Kl2-Derivate eingefithrt und dort amplifiziert

werden.

Zur Produktion von Viruspartikeln sollen die Virusgenome
mit den BACs anschliefend in etablierte Zelllinien (z.B.
HeLa und Vero) eingebracht werden.

ter Mutagenese sollen die Virusgenome mit
Deletionen oder punktmutationen versehen werden. Hierzu
werden die Virusgenome mit den BACs in E. coli K12
eingebracht. Gleichzeitig wird ein Suizidvektor eingefuhrt,
der einen gelektionsmarker mit flankierenden viralen
Sequenzen enthalt. Die Mutagenese erfolgt uber homologe
Rekombination mit Hilfe des Red-Rekombinationssystems des

Bakteriophagen Lambda (Gene gam, €XO und beta) .

Mittels gerichte

nd Selektionsmarker

Ggf. werden Vektorsequenzen u
ing Endonuklease I-Scel

anschliefend mit Hilfe der hom
wieder entfernt. *

erdem Reportergene wie lacZ oder 6FP in die

acht werden.

Es sollen auf’
BAC-Konstrukte eingebr

ie Analyse von Virulenzfaktoren

7iel der Arbeiten ist d :
euer Impfstoffe gegen die genannten

gowie die Entwicklung n
Viren.

1.6 Einschidtzung der Sicherheitsstufe durch den Antragsteller:

Sicherheitsstufe 2
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Bewer;EEg¥ger vorgesehenen Arbeiten

Ris}kogruppen‘der Spenderorganismen:
gemaR § 5 Abs. 1 i.V.mi Anhang I Nr. 1 GenTSV

Bereits von der ZKBS eingestufte Herpesviren
Risikogruppe 2

Es liegt das vollstéandige Genom dieser Viren jeweils im
Vektor pBeloBAC11 vor.

Escherichia coli . K12 Risikogruppe 1
lacZ-Gen

Aequorea victoria
Photinus pyralis Risikogruppe 1

GFP-Gen, Luciferasegen

Bewertung der Vektoren:
erfolgt in Verbindung mit den Empfangerorganismen, siehe
2.3

Risikogruppen der Empfingerorganismen:
gemafR '§ 5 Abs. 1 i.V.m. Anhang I Nr. 1 GenTSV

E. coli K12

z.B. E. coli GS1783 (Kl2-Derivat mit einem ins Chromosom
integrierten Lambda-Prophagen und einer arabinose-
induzierbaren Expressionskassette fir das Gen der homing

Endonuklease I-Scel)

mit dem Vektor pBeloBACll

[bakterielles kunstliches Chromosom; OriS (Ori2) des F-
Faktors von E. coli; sopA (parA), sopB (parB), sopC (parC)
sorgen dafir, dass jede Tochterzelle eine Kopie des
Plasmids erhalt); repE (Replikationsinitiationsfaktor);
SP6- und T7-Promotor, loxP-Sequenz, Lambda cos site,

Chloramphenicolresistenzgen, lacZa-Sequenz]

und anderen pUC-abgeleiteten Standardplasmidvektoren/

Suizidvektoren ohne Gefdhrdungspotential
Risikogruppe 1

Etablierte Zelllinien

HeLa . ; terE oa
[humanes Zervixkarzinom; enth&lt ins Genom integrier .

10-50 Kopien subgenomischer HPV 18 DNA]

2/6
16:27:08
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Vero (Nierenzelllinie des Affen)
Risikogruppe 1

Risikogruppen der gentechnisch ver#nderten Organismen (GVO):
gemidfs § 5 i.V.m. Anhang I Nr. 2 GenTSV

E. coli K12
mit Reportergenen (z.B. [B-Galaktosidasegen, GFP-Gen oder
Luziferasegen) unter Kontrolle eukaryotischer bzw. viraler
Promotoren (z.B. EFl-Promotor, CMV-immediate early
Promotor) in Vektoren gemafd 2.3.1

Risikogruppe 1
Begrindung:
Es werden Nukleinsiuresequenzen ohne pathogenes Potential

in E. coli K12 eingefihrt.
Der Empfangerorganismus ist gemeinsam mit den verwendeten
Vektoren als biologische Sicherheitsmaffnahme gemafs Anhang

II Teil A GenTSV anerkannt'

E. coli K12
mit subgenomischen Nukleinsauresequenzen, die auch mutiert

sein kénnen, von Herpesviren der Risikogruppe 2 in Vektoren

gemal 2.3.1

- Risikogruppe 1
Begrindung:
Es werden ausreichend charakterisierte subgenomische
Nukleins&uresequenzen ohne pathogenes Potential aus
Organismen der Risikogruppe 2 in E. coli K12 eingefuhrt.

Der Empféngerorganismus ist gemeinsam mit den verwendeten
Vektoren als biologische Sicherheitsmafnahme gema® Anhang

II Teil A GenTSV anerkannt.

E. coli K12

mit den vollstandigen Genomen von Herpesviren der
Risikogruppe 2 im Vektor pBeloBACll,

auch kotransfiziert mit Standardplasmidvektorgn.mit .
subgenomischen Nukleinsauresequenzen des jewelllgen Virus
und/oder einem Markergen, z.B. fur GFP, Luciferase oder

einem Antibiotikaresistenzgen

oder
mit den vollstiéndigen Genomen von Herpesv%reg der
Risikogruppe 2 im Vektor pBeloBACll, wobei die Genome
Mutationen (Deletionen, Punktmutationen) oder Insertionen
eines Markergens, z.B. fur GFP, Luciferase CHIEE SR

Antibiotikaresistenzgen, aufweisen kénnen
Risikogruppe 2



Begriindung:

;?sfi coli K12 wgrden vollstandige Genome von Viren der

el mggruppe 2 eingefiihrt. Das Risikopotential der

o g 1nanten_V1r?n wird vollstaéndig in die Risikobewertung
lnbezogen. Ein hdheres Risikopotential als das des

Wildtyps ist nicht zu erwarten.

2.4.4 Etablierte Zelllinien z.B. Vero oder Hela

m%t.den vollstadndigen Genomen von Herpesviren der
Rlslkggruppe 2 im Vektor pBeloBACll, wobei die Genome
Mgtatlonen (Deletionen, Punktmutationen) oder Insertionen
eines Markergens, z.B. flir GFP, Luciferase oder ein
Antibiotikaresistenzgen, aufweisen k&nnen

Risikogruppe 2
Begrindung:
In etablierte Zelllinien der Risikogruppe 1 werden die
VQI}sténdigen Genome von rekombinanten Herpesviren der
R}Slkogruppe 2 eingeflhrt. In den Zellen kommt es zur
Virusreplikation; es entstehen rekombinante Viren, die von
den Zelllinien abgegeben werden. Diese lassen kein hdheres
Risikopotential als das der entsprechenden Wildtypviren

erwarten.

2.4.5 Rekombinante Herpesviren, abgeben von den GVO gemaf 2.4.3
Risikogruppe 2

Begriindung: ,
Es entstehen rekombinante Viren. Ein im Vergleich zum
Wildtyp erhbhtes Risikopotential ist fur die rekombinanten

Viren nicht zu erwarten.

25 Einstufung der gentechnischeh Arbeit:

gemdfR § 7 Abs. 3 GenTSV (Laborbereich)
gemdfs § 7 Abs. 5 GenTSV (Biologische Sicherheitsmafnahmen)

2.5.1
zu 2.4.1 Sicherheitsstufe 1
Begriindung: -
Spender und Empfaénger sind Organismen der Risikogruppe 1.

Es werden Nukleinsiuresequenzen ohne pathogenes Potential

ubertragen. .
Die Empfangerorganismen sind gemeinsam mit den v?rwendeten
Vektoren als biologische Sicherheitsmafnahme gemaf Anhang
II Teil A GenTSV anerkannt. Es liegen die Voraussetzungen

gema® § 6 Abs. 4 und 5 GenTSV vor.

4/6
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Die gentechnisch veranderten Organismen Uberschreiten gemafR
der Risikobewertung nach § 5 GenTsSv nicht das Gefahrdungs-
potential von Organismen der Risikogruppe 1 und geben keine
gentechnisch veranderten Organismen einer hdheren Risiko-
gruppe ab.

zu 2.4.2 Sicherheitsstufe 1
Begrilindung:

Spender sind Organismen der Risikogruppe 2, Empfanger sind
Organismen der Risikogruppe 1.

Es werden Nukleinsiuresequenzen ohne pathogenes Potential
Ubertragen.

Die Empfangerorganismen sind gemeinsam mit den verwendeten
Vektoren als biologische SicherheitsmaRnahme gemaf? Anhang
IT Teil A GenTSV anerkannt. Es liegen die Voraussetzungen
gemaR § 6 Abs. 4 und 5 GenTSV vor.

Die gentechnisch veranderten Organismen Uberschreiten gemaf
der Risikobewertung nach § 5 GenTSV nicht das Gefahrdungs-
potential von Organismen der Risikogruppe 1 und geben keine
gentechnisch veranderten Organismen einer h&heren Risiko-
gruppe ab.

zu 2.4.3 ' Sicherheitsstufe 2
Begriindung: ’

Spender sind Organismen der Risikogruppe 1 und 2, Empféanger
sind Organismen der Risikogruppe 1.

Es werden vollstindige Genome von Organismen der

Risikogruppe 2 sowie Nukleinsduresequenzen ohne pathogenes
Potential Ubertragen.

Die gentechnisch ver&inderten Organismen Uberschreiten gemaf
der Risikobewertung nach § 5 GenTSV nicht das Gef&hrdungs-
potential von Organismen der Risikogruppe 2 und geben keine
gentechnisch veranderten Organismen einer hdheren Risiko-
gruppe ab.

Zu 2.4.4 Sicherheitsstufe 2
Begriindung:

SPender sind Organismen der Risikogruppe 1 und 2, Empfanger
8ind Organismen der Risikogruppe 1.

Es werden vollsténdige Genome von Organismen der Risiko-

9rUPpe.2 sowie Nukleinsduresequenzen ohne pathogenes
Potential Ubertragen.

167-90-10 82 FU.doc) 10.10.2012
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gle 9§n§echnisch veranderten Organismen Uberschreiten gemaf
er Risikobewertung nach § 5 GenTSV nicht das Gefahrdungs-
potential von Organismen der Risikogruppe 2 und geben keine

gentechnisch veranderten Organismen einer héheren Risiko-
gruppe ab.

Zu 2.4.5 ; Sicherheitsstufe 2
Begrindung:

D%e gentechnisch veranderten Organismen sind rekombinante
Viren der Risikogruppe 2, siehe auch Begriindung zu 2.4.4.

Sicherheitsmafnahmen:
gemaf® Anhang III Teil A GenTSV (Laborbereich)

Zu 2.5.1 und 2.5.2 - ‘ Stufe 1
Zu 2.5.3, 2.5.4 und 2.5.5 v Stufe 2
Weitere Mafinahmen: ‘Keine

Berlin, den 20.09.2012
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