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. Thema der gentechnischen Arbeit gemaBR den Unterlagen:

Arbeiten mit dem Impfstoffkandidaten $CPD9, einem durch gentechnische Verénderung abge-
schwéchten SARS-CoV-2 Virus

. Kurzfassung des Vorhabens geméaR den Unterlagen:

In der vorliegenden gentechnischen Arbeit soll der lebend-attenuierte COVID-19-Impfstoffkandi-
dat sCPD9 in Zellkultur vermehrt und weiter charakterisiert sowie seine Wirksamkeit im Tiermo-
dell Uberprift werden. Der Impfstoffkandidat wurde durch Kodonpaar-Deoptimierung, ausgehend
von einem wildtypischen SARS-CoV-2-Isolat, Plasmid-basiert hergestellt. Dabei wurden inner-
halb eines ca. 1000 Nukleotide groen Genomabschnitts, der fur den C-terminalen Teil von
nsp15 sowie flir nsp16 kodiert, mehrere Punktmutationen eingeftihrt. Diese veré&ndern nicht die
Aminosduresequenz der kodierten Proteine.

. Einschétzung der Sicherheitsstufe durch den Antragsteller: Sicherheitsstufe 2
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Il Votum

1. Spenderorganismen:

Gemal § 5 Abs. 1und § 6 i. V. m. Anlage 1 Nr. 1 GenTSV

a.

Severe acute respiratory syndrome-related coronavifus, Virus SARS-
CoV-2

Es liegt die cDNA des Gesamtgenoms vor.

2. Empfangerorganismen:

GemaR § 5 Abs. 1und § 6i. V. m. Aniage 1 Nr. 1 oder Nr. 2 GenTSV

a.

Escherichia coli K12-Derivate
zur Transformation durch

die Shuttle-Vektoren pCC1BACYAC-CMV-AoriV oder pCC1BACYAC-
T7-AoriV: Derivate von pCC1BACYAC, in denen der broad host range
origin of replication (oriV) des Plasmids RK2 deletiert wurde; enthélt
Cen6-ARS4 und HIS3 zur Vermehrung und Selektion in Saccharomy-
ces cerevisiae

etablierte, ggf. rekombinante Sé&ugerzelllinien, wie z. B. 293T,
293T/ACE2, Vero, Vero EB, Vero E6/TMPRSS2, Calu-3, Caco-2,
BHK21

- zur Transfektion mit einem der genannten Shuttle-Vektoren

— zur Transfektion mit in vitro-transkribierter genomischer RNA von
SARS-CoV-2

— oder zur Infektion mit attenuierten, replikationskompetenten SARS-
CoV-2-Partikeln

3. Gentechnisch verdnderte Organismen (GVO):

GemaR § 5 Abs. 1i. V. m. Anlage 1 Nr. 2 GenTSV

a.

E. coli K12-Derivate

transformiert durch pCC1BACYAC-CMV-AoriV oder pPCC1BACYAC-T7-
AoriV einschliefllich der mutierten vollstdndigen genomischen cDNA von
SARS-CoV-2

unter 11.2.b. genannte Saugerzelllinien

transfiziert mit pCC1BACYAC-CMV-AoriV oder pCC1BACYAC-T7-
AoriV einschliellich der mutierten vollstandigen genomischen cDNA von
SARS-CoV-2 oder der von diesen in vitro-transkribierten viralen geno-
mischen RNA

Risikogruppe 3

Risikogruppe 1

Risikogruppe 1

Risikogruppe 2

Risikogruppe 2
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c.  attenuierte, replikationskompetente SARS-CoV-2-Partikel sCPD9 und

sCPD9-AFCS

abgegeben von GVO I1.3.b. ' Risikogruppe 2
d. unter I.2.b. genannte Saugerzelllinien

infiziert mit GVO 11.3.c. Risikogruppe 2
Begriindung:
zu 3.a.:

Die cDNA des Genoms von SARS-CoV-2 (Risikogruppe 3) wird mithilfe eines Vektors auf E. coli
K12-Derivate (Risikogruppe 1) Gbertragen. Die cDNA weist Punktmutationen und ggf. eine De-
letion auf, die zu einer Attenuierung des Virus fihren (siehe Begriindung zu 3.b. und c.). Die
cDNA des Virus steht unter der Kontrolle des T7- oder CMV-Promotors.

Die Verwendung der E. coli K12-Derivate zusammen mit den beschriebenen Vektoren stellt eine
biologische Sicherheitsmananme gemaR § 7 Abs. 2 und § 8 GenTSV dar. Gemal der ,Allge-
meinen Stellungnahme der ZKBS zur Risikobewertung von E. coli K12-Derivaten mit einem Plas-
mid mit der (c)DNA des Genoms eines replikationskompetenten Virus“ (Az. 6790-10-89, erwei-
terte Fassung November 2019) sind die GVO der Risikogruppe 2 zuzuordnen.

zu 3.b. und c.:

Etablierte, ggf. rekombinante Saugerzelllinien der Risikogruppe 1 werden mit der in vitro-
transkribierten genomischen RNA oder mit Vektoren mit der vollstdndigen genomischen cDNA
von SARS-CoV-2 (Risikogruppe 3) transfiziert. In den Zellen kommt es zur Expression viraler
Proteine und zur Replikation des viralen Genoms. Daraufhin werden rekombinante, replikations-
kompetente Viruspartikel gebildet und abgegeben. Innerhalb des viralen Genoms wurde ein 1146
Nukleotide langer Abschnitt des ORF1ab (Nukleotide 20.359 — 21.504) durch Kodonpaar-Deop-
timierung modifiziert. Dabei werden die Positionen synonymer Kodons so gegeneinander ver-
tauscht, dass die im menschlichen Genom am seltensten auftretenden Kodonpaare entstehen,
ohne dabei jedoch die relative Haufigkeit einzelner Kodons (codon bias) zu verandern. Die Ami-
nosauresequenz der vom betroffenen Abschnitt kodierten Proteine bleibt ebenfalls erhalten. Bei
der hier vorliegenden Mutante sind dies der C-terminale Bereich der Endoribonuklease (nsp15)

-und die vollstédndige 2'-O-Methyltransferase (nsp16). Um einen Einfluss auf die Regulierung der

Genexpression auszuschlieBen, werden die Kodons zudem so ausgetauscht, dass keine neuen
Transkriptionsregulationssequenzen des SARS-CoV-2 (Sequenz ACGAAC) entstehen. Insge-
samt werden somit mehrere hundert stille Punktmutationen in das virale Genom eingefiihrt. Zu-
dem liegt ggf. innerhalb des fiir das Spike (S)-Protein kodierenden Nukleinsaureabschnitts eine
Deletion von 30 Nukleotiden vor, die die Furinspaltstelle (NSPRRARSVA) des Proteins entfernt.
Die ibrigen Genomabschnitte entsprechen dem des urspriinglichen Isolats Wuhan-Hu-1 aus dem
Jahr 2019. Die Mutanten werden im Folgenden als sCPD9 und sCPD9-AFCS bezeichnet. In den
Zelllinien liegen keine Nukleinsédureabschnitte des unveranderten ORF1ab vor.

Die Methode der Kodonpaar-Deoptimierung wurde bereits fir die Attenuierung verschiedener
RNA-Viren eingesetzt und in Zellkultur sowie Tierversuchen erfolgreich erprobt. Die Ursache fiir
die Attenuierung der Viren ist jedoch nicht abschlieBend geklért. Es werden drei Griinde vermutet,
die alternativ oder gemeinsam zur Attenuierung beitragen kénnten. Zum einen kénnte es inner-
halb des Ribosoms zu einer sterischen Hinderung zwischen einzelnen tRNAs kommen, wodurch
sich die Effizienz der Translation verringert. Zum anderen kénnte es durch die Erhéhung der
Haufigkeit von CpG-Dinukleotiden sowohl zu einer Reduktion der RNA-Stabilitat als auch zu einer
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erhdhten Erkennung durch intrazellulare RNA-Sensoren, wie dem zinc-finger antiviral protein
(ZAP), kommen'. '

Zum Nachweis der Attenuierung der Mutante sCPD9 hat der Antragsteller die untenstehenden
experimentellen Daten vorgelegt, die teilweise bereits publiziert sind®*#. Das Kontrollvirus ist je-
weils das Isolat BetaCoV/Munich/BavPat1/2020. Dieses kodiert im Gegensatz zum Wuhan-Hu-
1-Isolat fur ein S-Protein mit der Aminosauresubstitution D614G. Die Mutation erhéht die Infekti-
ositdt und Transmissibilitat, nicht jedoch die Pathogenitét des Virus®®.

Replikationseigenschaften in Zellkultur:

Nach Infektion von Vero E6-Zellen verursachte sCPD9 im Gegensatz zum wildtypischen Virus
(WT-Virus) keine Plaques. Zudem entstanden im focus-forming assay im Vergleich zum WT-
Virus stark verkleinerte Foci. Bei Verwendung rekombinanter Vero E6-Zellen, die die humane
Protease TMPRSS2 exprimieren, wurden auch mit der Mutante Plaques sichtbar, die jedoch
weiterhin eine deutlich geringere GrélRe aufwiesen als die des WT-Virus auf Vero E6-Zellen.
TMPRSS2 wurde als eine der Proteasen identifiziert, die das S-Protein von SARS-CoV-2 spal-
ten und so die Fusion der Virus- mit der Zellmembran ermdglichen.

~ In einer Replikationskinetik in Vero E6-Zellen wies sCPD9 einen, je nach Zeitpunkt, 2 — 3 logo-
Stufen niedrigeren Titer auf als das WT-Virus. Bei Replikation in der humanen Lungenzelllinie
Calu-3 war der Titer der Mutante zu allen Zeitpunkten um eine logie-Stufe reduziert.

Pathogenitdt im Tiermodell:

Goldhamster, die intranasal mit einer Dosis von 1 x 10° focus forming units (FFU) des sCPD9
infiziert wurden, zeigten keine klinischen Symptome. Zudem verloren die Tiere kein oder nur
sehr wenig Gewicht (< 3 %) in den ersten drei Tagen nach der Infektion. Insgesamt stieg das
mittlere Gewicht der Gruppe lber einen Zeitraum von 21 Tagen nach der Infektion kontinuier-
lich an. Im Gegensatz dazu zeigten alle Goldhamster, die intranasal mit 1 x 10° FFU des WT-
Virus infiziert wurden, klinische Symptome und verloren bis zum Tag 5 nach der Infektion teil-
weise mehr als 15 % Kérpergewicht (Median ca. 15 %). Ein solch hoher Gewichtsverlust
wurde auch bei Infektion mit der 10fach héheren Dosis des sCPD9 nicht verzeichnet (Median
ca. 8 % bei Virus der Passage 4, ca. 11 % bei Virus der Passage 10).

Im Roborovski-Zwerghamster-Modell, in dem eine SARS-CoV-2-Infektion zu einer starkeren
Pathologie filhrt und das somit sensitiver als das Goldhamster-Modell ist, fiihrte die intranasale
Infektion mit 1 x 10° FFU des sCPD9 ebenfalls zu keinen klinischen Symptomen und keinem
Abfall der Kérpertemperatur. Am ersten Tag nach der Infektion hatten die Tiere jedoch durch-
schnittlich ca. 3 % Gewicht verloren. Ab Tag 2 stieg das Durchschnittsgewicht wieder an. Im
Gegensatz hierzu fuhrte die intranasale Infektion mit dem WT-Virus bei der Dosis von
1 % 10° plaque forming units (PFU)’ in diesem Tiermodell zu einer Reduktion des Kérperge-
wichts um durchschnittlich ca. 20 % nach drei Tagen bei einem gleichzeitigen Abfall der durch-
schnittlichen Kérpertemperatur von 36 °C auf 30 °C. Darliber hinaus zeigten alle Tiere klini-
sche Symptome wie Atemnot, Schniefen und zerzaustes Fell und wurden aus Tierschutzgriin-
den an Tag 3 getétet. Auch nach der Infektion mit 5 x 10 PFU des WT-Virus zeigten alle Tiere

! Groenke N et al. (2020). Cell Rep. 31(4):107586.

2 Trimpert J et al. (2021). Cell Rep. 36(5):109493.

3 Trimpert J et al. (2021). Sci Adv. 7(49):eabk0172.

4 Trimpert J et al. (2020). Cell Rep. 8;33(10):108488.

5 Jackson CB et al. (2021). Biochem Biophys Res Commun. 538:108-115.

8Volz E et al. (2021). Cell. 184(1):64-75.e11.

7Im Gegensatz zur Bestimmung von Virustitern in der Einheit FFU, die auf der Detektion lebender infizierter
Zellen beruht, dienen bei der Bestimmung der PFU die bereits abgestorbenen infizierten Zellen als Mess-
groRe. Aufgrund der unterschiedlichen Messmethoden kénnen sich prinzipiell Abweichungen zwischen
den absoluten Titern in den zwei Einheiten ergeben, wobei fiir das Verhaltnis der Einheiten generell gilt
FFU/PFU = 1. Da es sich bei SARS-CoV-2 um ein nicht-persistierendes Virus handelt, das in infizierten
Zellen innerhalb kurzer Zeit einen zytopathischen Effekt auslést, ist hier FFU/PFU = 1 anzunehmen. Diese
Annahme wurde vom Antragsteller basierend auf experimentellen Daten bestatigt.
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Atemnot und einen starken Gewichtsverlust (mindestens 15 %) sowie Abfall der Kérpertem-
peratur und wurden an Tag 4 oder 5 aus Tierschutzgrinden getétet.

Transgene M&use, die das humane Protein ACE2 exprimieren, welches als Eintrittsrezeptor
fir SARS-CoV-2 dient, zeigten bei intranasaler Infektion mit 1 x 10%° tissue culture infectious
dose 50 (TCIDso) des sCPD9 keine Symptome und keinen Gewichtsverlust. Demgegeniiber
verstarben 55 %, 80 % bzw. 100 % der Mause, nachdem sie intranasal mit 1 x 102, 1 x 104
oder 1 x 10° TCIDso des WT-Virus infiziert worden waren.

Genetische Stabilitét:

Zum Nachweis der genetischen Stabilitdt des sCPD9 wurde das Virus jeweils zehnmal auf
Vero-, Vero E6- und Caco-2-Zellen passagiert. Dabei ergab sich keine Anderung hinsichtlich
der PlaquegréfRe oder des maximal erreichten Titers auf Vero E6-Zellen. Dieser betrug bei
sCPD9 1 x 10° FFU/ml und beim WT-Virus 1 x 107 FFU/ml. Bei der Sequenzierung der ent-
standenen Viruspopulationen mittels next generation sequencing zeigte sich, dass bei der
Passagierung keine neuen Punktmutationen, Insertionen oder Deletionen innerhalb des mo-
difizierten Nukleinsédureabschnitte des ORF1ab entstanden waren. Es wurden jedoch kurze
(15 — 30 nt) Deletionen innerhalb des Nukleinsdureabschnitts des S-Proteins registriert. Diese
betrafen bei Passagierung auf den Zelllinien Vero und Vero E6 die Furinspaltstelle bzw. die
unmittelbar davor liegenden Aminoséuren und stellen eine bekannte Adaptation von SARS-
CoV-2 an TMPRSS2-defiziente Zelllinien dar®, Die Deletionen haben eine tendenziell attenu-
ierende Wirkung im Tiermodell®. Bei Passagierung auf der humanen, TMPRSS2-positiven Zell-
linie Caco-2 lag die Deletion innerhalb der N-terminalen Doméne des S-Proteins. Auswirkun-
gen dieser Deletion sind nicht bekannt. Dariiber hinaus wurden verteilt Gber das gesamte Ge-
nom verschiedene, iberwiegend stumme, Punktmutationen detektiert.

Im Goldhamster-Modell zeigte die Viruspopulation aus der zehnten Passage des sCPD9 (mit
Deletion der Aminosduren NSPRRARSVA des S-Proteins) auf Vero E6-Zellen eine leicht er-
hohte Pathogenitat im Vergleich zu der aus der vierten Passage. Sie verursachte jedoch auch
bei 10fach héherer Dosis weiterhin eine schwachere Symptomatik als das WT-Virus (siehe
oben). '

Zusammengenommen belegen die vorgelegten Daten die Attenuierung des sCPD9 im Vergleich
zu einem wildtypischen SARS-CoV-2. Die Mutante ist in Tiermodellen jedoch nicht apathogen.
Eine Pathogenitéat fiir den Menschen ist daher nicht auszuschliefen. Aufgrund der Positionierung
der eingebrachten Punktmutationen ist nicht davon auszugehen, dass die zur Préavention bzw.
Behandlung von COVID-19 zugelassenen Impfstoffe (gerichtet gegen das S-Protein), monoklo-
nalen Antikérperpraparate (gerichtet gegen das S-Protein) und antiviralen Wirkstoffe (gerichtet
gegen die Hauptprotease (3CLP™, MP™ oder nsp5) oder die RNA-Polymerase (RdRp oder nsp12))
eine abgeschwdéchte Wirksamkeit gegeniiber sCPD9 aufweisen. Ebenso ist nicht davon auszu-
gehen, dass die Mutationen die Eignung von PCR-Tests zum Nachweis des SARS-CoV-2 beein-
flussen, da diese Uberwiegend auf Nukleinsaureabschnitte abzielen, die fur das Hill (E)-, Nukleo
(N)- oder S-Protein oder die RdRp kodieren. Die attenuierten, replikationskompetenten SARS-
CoV-2-Partikel sCPD9 sind daher der Risikogruppe 2 zuzuordnen. Ebenso sind die von sCPD9
abgeleiteten Partikel sSCPD9-AFCS, bei denen zusatzlich der Nukleinsdureabschnitt deletiert ist,
der fur die Aminos&uren der Furinspaltstelle des S-Proteins kodiert, der Risikogruppe 2 zuzu-
ordnen. Eine &dhnliche Mutante (mit zusétzlichen, Gberwiegend stummen, Punktmutationen ver-
teilt Uber das gesamte Genom) ist bei Passagierung auf Vero E6-Zellen entstanden. Das passa-
gierte Virus zeigte im Vergleich zu einem wildtypischen SARS-CoV-2 weiterhin eine Attenuierung
im Tiermodell. Das Gefdhrdungspotenzial der Viruspartikel bestimmt das Gefahrdungspotenzial
der transfizierten Zellen. Diese sind daher ebenso der Risikogruppe 2 zuzuordnen.

8 Sasaki M et al. (2021). PLoS Pathog. 17(1):e1009233.
9 Lau SY et al. (2020). Emerg Microbes Infect. 9(1):837-842.
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zZu 3.d.:

Etablierte, ggf. rekombinante Saugerzelllinien der Risikogruppe 1 werden mit attenuierten, rep-
likationskompetenten SARS-CoV-2-Partikeln der Risikogruppe 2 infiziert. Es ist davon auszuge-
hen, dass replikationskompetente Viruspartikel der Risikogruppe 2 gebildet und abgegeben wer-
den. Es erfolgt ggf. eine Passagierung bis héchstens Passage 10. Unter Beriicksichtigung der
Daten zur Genomstabilitdt bei Passagierung (siehe Begriindung zu 3.b. und c.) ist fur diesen
Zeitraum nicht von einer gleichzeitigen Reversion mehrerer Punktmutationen und dem damit ein-
hergehenden Verlust der Attenuierung auszugehen. Das Gefahrdungspotenzial der Viruspartikel
bestimmt das Geféahrdungspotenzial der infizierten Zellen. Die infizierten Zelllinien sind daher der
Risikogruppe 2 zuzuordnen.

. Einstufung der gentechnischen Arbeiten:

a.zu 3.a.

Gemal § 7 Abs. 2 und § 10 GenTSV Sicherheitsstufe 2
Beariindung:

Die Empféangerorganismen sind Organismen der Risikogruppe 1.

Die Vektoren und die aus den Spenderorganismen Uberfiihrten Nukleinséduren sind soweit cha-
rakterisiert, dass die GVO nach einer vorldufigen Sicherheitsbewertung nach § 5 Abs. 1 Satz 1
GenTSV das Gefahrdungspotenzial von Organismen der Risikogruppe 2 nicht tiberschreiten.

Die Verwendung der Empféngerorganismen gemeinsam mit dem jeweils angegebenen Vektor
stellt eine biologische Sicherheitsmallhahme gemal § 7 Abs. 2 und § 8 GenTSV dar. -

b. zu 3.b. und d.:
GemaR § 10 GenTSV Sicherheitsstufe 2
Begriindung:

Die Empfangerorganismen sind Organismen der Risikogruppe 1.

Die Vektoren und die aus den Spenderorganismen Uberfiihrten Nukleinsduren sind soweit cha-
rakterisiert, dass die GVO nach einer vorldufigen Sicherheitsbewertung nach § 5 Abs. 1 Satz 1
GenTSV das Gefdhrdungspotenzial von Organismen der Risikogruppe 2 nicht iberschreiten
und keine GVO einer héheren Risikogruppe abgeben.

Die GVO geben GVO der Risikogruppe 2 ab.

c.zu 3.c.
Gemadl § 7 Abs. 3 GenTSV Sicherheitsstufe 2

Begriindung:
Die GVO sind attenuierte, replikationskompetente SARS-CoV-2-Partikel der Risikogruppe 2.

. Sicherheitsmafinahmen:

GemaR Anlage 2 A GenTSV
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zu4.a.-c.: i : Stufe 2

Gemal Anlage 4 GenTSV
fur die Infektion von ggf. rekombinanten Mausen und Hamstern mit GVO I1.3.c.: Stufe 2

Hinweise:

Die hier erfolgte Herabstufung replikationskompetenter SARS-CoV-2-Partikel in die Risiko-
gruppe 2 gilt nur fur Partikel mit den beschriebenen Mutationen (sCPD9- und sCPD9-AFCS-Par-
tikel). Sollen, z. B. zur Anpassung an neuzirkulierende SARS-CoV-2-Varianten, weitere Mutatio-
nen in Genombereiche aulerhalb der hier betrachteten Bereiche des ORF1ab und S-Gens ein-
gefiihrt werden, sind der ZKBS vor einer Herabstufung dieser Mutanten erneut experimentelle
Daten zu ihrer Attenuierung vorzulegen. Dies gilt auch fur Mutanten, die durch Kodonpaar-De-
optimierung anderer Genombereiche hergestellt wurden oder die sich von sCPD9 ableiten (mit
Ausnahme von sCPD9-AFCS).

Es wird auf die ,Allgemeine Stellungnahme der ZKBS zur Risikobewertung von E. coli K12-Deri-
vaten mit einem Plasmid mit der (c)DNA des Genoms eines replikationskompetenten Virus® (Az.
6790-10-89, erweiterte Fassung November 2019) hingewiesen.

m r i der 2 itz der ZKBS 5. April 2022:

einstimmig angenommen
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