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Antrag chemisches Inaktivierungsverfahren fiir die Gen-Anlage 92/14 (S2)

Sehr geehrte Frau Born,

wie telefonisch besprochen, mdchte ich fur Arbeiten in der Gen-Anlage 92/14 ein
chemisches Inaktivierungsverfahren zusatzlich zum Autoklavieren beantragen. Dieses
ist mit den weiteren Projektleitern sowie dem Beauftragten fur Biologische Sicherheit der
Gen-Anlage 92/14 abgesprochen.

Im Rahmen der genehmigten gentechnischen Arbeiten mit rekombinanten Influenza A
Viren (IAV), Humanem Herpesvirus 1 (HHV-1) und Escherichia coli Stammen fuhren wir
Studien durch, bei denen Interaktionen der Organismen mit Polymeren und anderen
Nanomaterialien auch in Zellkultur untersucht werden. Ziel dieser Arbeiten ist es
Bindungen zwischen Pathogenen und den Wirtszellen besser zu verstehen und dadurch
neue anti-virale und anti-bakterielle Verbindungen bzw. Beschichtungen zu
identifizieren. Hierbei sollen auch mikroskopische, spektroskopische und andere
Verfahren zum Einsatz kommen. Nicht alle diese Verfahren kdnnen im S2-Bereich bzw.
unter einer Sicherheitswerkbank durchgefihrt werden. Zudem werden flr die
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Bestimmung der Interaktionen bzw. die Auswertung von anti-viralen Verbindungen auch
Plaque-Assays verwendet, welche flr eine ausfihrliche Auswertung und Dokumentation
ebenfalls ohne autoklavieren nach chemischer Inaktivierung den S2-Bereich verlassen
sollen. Daher wollen wir fiir diese speziellen Untersuchungen die in den Proben
enthaltenen Organismen ausnahmsweise durch ein alternatives Verfahren mit
Formaldehyd inaktivieren, da durch Autoklavieren die Bindungseigenschaften der
Organismen zerstort werden und so eine nachfolgende Analyse nicht mdglich ist. Dieses
Inaktivierungsverfahren soll nicht regular zum Einsatz kommen. In Zukunft soll dieses
Inaktivierungsverfahren nicht nur fur rekombinante 1AV, HHV-1 und E. coli Stamme
unserer bereits genehmigten S2/S1- Arbeiten, sondern auch flr weitere Viren und
Bakterien der Risikogruppe (RG) 2, sowohl Wildtyp als auch gentechnisch verandert,
angewendet werden. Beispiele hierflr sind Betacoronaviren, Staphylococcus aureus,
Streptococcus pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa, Salmonella enterica und
Bacillus subtilis und Bacillus cereus sowie weitere E. coli Stamme der RG1 und RG2.

Fir die Inaktivierung soll eine Lésung von mindestens einem Massenanteil von 3,7 %
Formaldehyd in PBS verwendet werden, was einem Volumenanteil von 4 %
Formaldehyd in PBS entspricht. Diese 3,7 % Formaldehydlésung wird Ublicherweise
auch als ,,10% neutral gepuffertes Formalin® bezeichnet. Formaldehyd gilt als bakterizid,
sporizid und viruzid und wird seit langem weltweit in Laboren flur die chemische
Inaktivierung von Pathogenen angewendet. Die Wirkungsweise von Formaldehyd
basiert auf der chemischen Quervernetzung von Proteinen, DNA und RNA, was zu
Verlust der dynamischen biologischen Funktionen und somit zu einer effektiven
Inaktivierung von Organismen fiihrt." 2

Formaldehyd-basierte Verfahren kommen in anderen Gen-Anlagen in Berlin fir
vergleichbare Arbeiten zum Einsatz und wurden fir diese bereits genehmigt (siehe flr
rekombinante Alpha-, Beta, Gammainfluenzaviren bis Risikogruppe 2 Geschaftszeichen
| C 45 -141/00-i1, fur Betacoronaviren bis Risikogruppe 3 unter Geschéaftszeichen
IV C 25 - 888/12-i2, und flr Streptococcus pneumoniae und Staphylococcus aureus bis
Risikogruppe 2 Geschaftszeichen | C 42 - 424/01-i1/-i2).

Es gibt zudem zahlreiche internationale Studien zur Verwendung von Formaldehyd zur
Inaktivierung der oben genannten Organismen zu diesem Thema. Einige relevante sind
hier im Folgenden kurz zusammengefasst:

So wurde gezeigt, dass H5N1 Influenza A Virus Proben mit einer Konzentration von
108 EIDso/ml (Embryo Infectious Dose) durch eine 15 minitige Inkubation mit 0,6%
Formaldehydlésung inaktiviert werden  koénnen.®>  Auch eine niedrigere
Formaldehydkonzentration (0,02 % bzw. 0,04 % Formalin) bei langerer Inkubation und
héherer Temperatur (18h bzw. 16h 37 °C) kann Influenza A Viren erfolgreich
inaktivieren.* 5 Ebenfalls reicht eine 15-minltige Inkubation von Influenza A Virus
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infizierten MDCK-Zellen mit Formalin (4 % Formaldehyd gepuffert), um die Viruspartikel
zu inaktivieren.®

Fir Humanes Herpesvirus 1 wurde gezeigt, dass eine 2 % Formaldehydlésung eine
Viruslésung mit 10°PFU/mL erfolgreich inaktiveren kann.” Fiir das Cytomegalovirus
(CMV), das ebenfalls zur Familie der Herpesviren gehort, wurde gezeigt, dass eine 15-
minutige Inkubation mit Formalin (4 % Formaldehyd gepuffert) ausreicht, um
Viruspartikel in MRC-5-Zellen zu inaktivieren.®

Fir Betacoronaviren gibt durch die SARS-CoV-2 Pandemie zahlreiche Studien, dass
diese erfolgreich mit Formaldehyd inaktiviert werden koénnen. Eine 30-minutige
Inkubation bei Raumtemperatur mit einer 3,7% Formaldehydlésung reicht aus, um die
Infektion von eukaryontischen Zellen durch SARS-CoV-2 Viren zu inhibieren.®

Fur Bakterien gibt es ebenfalls Untersuchungen. Es konnte gezeigt werden, dass
Kulturen von sowohl gram-positiven als auch gram-negativen Bakterien - Escherichia
coli, Salmonella enterica und Bacillus subtilis — durch Inkubation mit 4 %
Formaldehydlésung bereits nach 5 min erfolgreich inaktiviert werden.® Zudem wurde fiir
Staphylococcus aureus gezeigt, dass bei einstiindiger Inkubation bereits eine 0.5 %
FormaldehydI6sung fiir eine Inaktivierung ausreicht.'’® Ebenso wurde fiir Pseudomonas
aeruginosa gezeigt, dass eine 10-minutige Inkubation mit 4 % Formaldehydlésung
erfolgreich zu Inaktivierung fihrt."!

Ich beantrage daher mit diesem Schreiben die Zustimmung zur chemischen
Inaktivierung von Probenmaterial und Zellkulturen mit Formaldehydlésung, welche
rekombinante Influenza A Viren, Humane Herpes-Viren 1, Betacoronaviren,
Staphylococcus aureus Stamme, Streptococcus pneumoniae Stamme, Salmonella
enterica Stamme, Escherichia coli Stamme, Pseudomonas aeruginosa Stamme sowie
Bacillus subtilis oder Bacillus cereus Stamme bis Risikogruppe 2 enthalten.

Im Detail erfolgt die Inaktivierung wie folgt:

Fir die Inaktivierung von mit Viren oder Bakterien infizierten eukaryontischen
Zellen wird zuerst das Zellkulturmedium abgenommen und die Zellen mit PBS
gewaschen. Danach wird eine mindestens 3,7 % Formaldehydlésung zugegeben, so
dass die Probe gut bedeckt ist. Fiir die Inaktivierung von Virus- oder
bakterienhaltiger Lésung, welche z.B. aus Zellkulturiiberstand gewonnen wird,
werden die Viren bzw. Bakterien zunéchst mittels Zentrifugation aufgereinigt und in PBS
resuspendiert. Es werden dann je zu gleichen Teilen Virus- bzw. bakterienhaltige PBS-
Lésung mit Formaldehyd-Gebrauchslésung gemischt, so dass mindestens eine 3,7 %
Formaldehyd-Konzentration erreicht wird. Nach Inkubation flir mindestens 30 Minuten
bei Raumtemperatur kbnnen die Proben flir Analysen verwendet werden.
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Die Inaktivierung von Influenza A Viren, welche sehr sensitiv gegenliber Formaldehyd
sind, kann alternativ auch durch Inkubation mit einer mindestens 0,15 %
Formaldehydlésung (0,04 % Formalin) fiir 16 Stunden bei 37 °C erfolgen.

Die bendtigte Formaldehyd-Gebrauchslésung wird durch eine der zwei folgenden
Methoden hergestellt:

1. Verdiinnen von 37 % Formaldehydlésung in PBS (Verwendung max. 3 Monate,
Herstellungsdatum und Konzentration wird auf Gebrauchslésung vermerkt)

2. Lésen von Paraformaldehyd in PBS (PFA) unter erhitzen und Zugabe von etwas
NaOH nach Cold Spring Harbour Protocols (Verwendung max. 8 Tage oder Lagerung
in Aliquoten bei -20 °C)'#"*

Alternativ kann eine Fertiglosung mit entsprechender Konzentration von einem
kommerziellen Anbieter bezogen werden (Verwendung/Lagerung: entsprechend
Herstellerangabe).

Zu Fragen der Entsorgung, Umweltvertraglichkeit wurde Herr Mertens von der
Stabsstelle Nachhaltigkeit & Energie und zu Fragen der Arbeitssicherheit Herr Hoyer der
Dienststelle Arbeitssicherheit zu Beratung konsultiert. Fur die Inaktivierung werden nur
geringe Mengen bendtigt, welche im Labor separat gesammelt und Uber die
Sonderentsorgung der Stabsstelle Nachhaltigkeit & Energie entsorgt werden. Die
Herstellung der Gebrauchslésungen und die spatere Entsorgung sowie alle
Inkubationsschritte finden unter einem Abzug statt. Bei der Arbeit werden Handschuhe
und Kittel und, soweit nicht hinter einer Schutzscheibe gearbeitet wird, eine Schutzbrille
getragen.

Die entsprechenden Literaturquellen finden sie am Ende dieses Schreibens. Bei Fragen
stehe ich gerne zur Verfligung.

Mit freundlichen GriiRen
Kelala el

Dr. Katharina Achazi

PL Gen-Anlage 92/14
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