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Ergdanzungsanzeige Az. 40654/4/52/4/7

Sehr geehrte Damen und Herren,

im Rahmen der genehmigten gentechnischen Arbeiten mit dem Az. 40654/4/52/4/7
zur Herstellung eines attenuierten Monkeypoxvirus (MPXV) méchten wir hiermit eine Anderung
des genetischen Inaktivierungsverfahrens fur das virale Thymidinkinase-(TK)-Gen anzeigen.

1. Ausgangszustand (genehmigt):

In der urspriinglichen Planung war vorgesehen, das TK-Gen durch gezielten Einbau eines BAC-
Vektors in den TK-Genlokus des Vaccinia-Genoms zu deletieren und damit funktionell zu
inaktivieren. Die BAC-Kassette sollte zusatzlich als Klonierungsplattform dienen.

2. Zusatzliche Methode zur Deletion des TK Gens (neu):

Statt des Einbaus des BAC-Vektors in das TK-Gen soll nun ein anderes MPXV-BAC als in der
ZKBS-Stellungnahme (AZ 45110.2243) als MPXV-BAC als Basis dienen. In diesem MPXV-BAC
wurde der BAC-Vektor in einen alternativen, nicht-essentiellen Lokus zwischen den Genen G1L
und I8R eingebaut. Dieser Bereich ist fir die virale Replikation entbehrlich und wird in der
Literatur haufig fur die Integration von Fremd-DNA verwendet.

Die Deletion des TK-Gens soll nun basierend auf dem MPXV-BAC durch die zweistufige,
markerlose Red-Rekombination in Escherichia coli gemaR Tischer et al., 2006 erfolgen.

3. Begriindung der Anderung:

Die Verlagerung der BAC-Kassette in den G1L-I8R-Lokus ermdglicht eine stabilere Integration
ohne Beeintrachtigung des urspriinglichen Deletionsziels.

Die Verwendung der Red-Rekombination erlaubt eine prazisere und effizientere Herstellung
einer markerlosen TK-Deletion, was sowohl aus regulatorischer als auch aus
biosicherheitsrelevanter Sicht vorteilhaft ist.

Die biologische Sicherheit des Endprodukts bleibt unverandert, da weiterhin eine vollstandige
Deletion des viralen TK-Gens vorliegt.
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4. Einstufung der Anderung:
Die Anderung betrifft ausschlieRlich den technischen Ablauf der gentechnischen Manipulation
und hat keine Auswirkung auf die Risikobewertung des Endprodukts. Das hergestellte Virus

bleibt ein TK-defizientes MPXV, das gemall der urspringlichen Begrindung weiterhin in
Sicherheitsstufe 3 einzuordnen ist.

Wir bitten um Bestatigung des Eingangs dieser Anderungsanzeige und um Riickmeldung, ob fir
diese Erweiterung ein eigenstandiger Antrag erforderlich ist. Fir Rickfragen oder erganzende
Informationen stehen wir selbstverstandlich zur Verfligung.

Mit freundlichen GriRen
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Formblatt GA

ANGABEN ZU DEN VORGESEHENEN GENTECHNISCHEN ARBEITEN
1. Titel:

Deletion des TK-Gens in MPXV-BAC-klonierten viralen Sequenzen in E. coli und
anschlieBende Reaktivierung eines MPXV-TKneg

2. Beschreibung der vorgesehenen gentechnischen Arbeiten
(Zweck und Zielsetzung, Arbeitsschritte, maximal zu verwendendes Kulturvolumen;
ggf. Fliekschema beifligen)

1. Deletion des TK-Gen im MPXV-BAC (=MPXV-YAC_BAC_I8RG1L, siehe ZKBS
AZ 45110.2243)
Die Deletion des TK-Gens im MPXV-BAC Genom (clade la, Ib, clade lla, clade IIb)
soll durch die Methode der en passant Mutagenese durchgeflhrt werden. Die en
passant Mutagenese basiert auf Red-Rekombinationen (Tischer et al.,
BioTechniques 2006, doi 10.2144/000112096) und erlaubt eine markerlose
Modifikation von in E.coli als BAC-klonierten Sequenzen. Mit dieser Methode ist es
moglich, Punktmutationen herzustellen, Sequenzen zu deletieren sowie
Sequenzbereiche (z.B. Expressionakassetten, Reportergene) zu inserieren. Damit
ist es moglich, eine Mutagenese durchzuflhren, ohne am Ende eine Antibiotika-
Resistenz zu hinterlassen.
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Zunachst wird Uber PCR die homologe Sequenz zur Deletion des TK Gens
synthetisiert. Dieses PCR-Fragment, das final die flankierenden homologen
Sequenzen zum TK-Gen, die Deletion des TK-Gens sowie die Kanamycin-
Resistenz als Selektionsmarker enthalt, wird final zusammen mit dem MPXV-BAC
in die E. coli-Bakterien (GS1783) eingebracht. Zur Synthese dieses PCR-
Fragmentes werden zunachst forward und reverse Primer synthetisiert, die die
gewunschte Deletion des TK Gens um 50 bp links und rechts flankierend abdecken.
DarUber hinaus wird jeweils an den forward und den reverse Primer die Sequenz
H1 und H2 aus dem PEPkan synthetisiert. Dadurch ergibt sich das PCR-Fragment
H1H2-1Scl-KanamycinR_H2H3. Diese Sequenz wird zusammen mit dem MPXV-
BAC in GS1783-E. coli-die A-Red-Rekombinase exprimieren elektroporiert. Durch
homologe Rekombination wird in einer ersten Rekombination die Kanamycin-
Kasette ins Zielgen (TK) eingebaut. Nach Selektion auf Kanamycin erfolgt die
zweite Rekombination durch die Expression der |I-Scel-Endonuklease durch
Arabinose-Zugabe. Dies erzeugt einen Doppelstrangbruch im TK-Gen erzeugt, so
dass eine zweite homologe Rekombination zwischen den identischen Sequenzen
ermoglicht. Dadurch wird die Kanamycin-Kasette wieder entfernt und nur die
gewunschte Deletion zurlckbleibt. Die GS1783-E.coli unterstitzen diesen Vorgang,
da sie sowohl die Red-Rekombinase als auch I-Scel kontrolliert exprimieren
kénnen. Nach Abschluss wird der MPXV_BAC I8RG1L_TKneg isoliert und die
Deletion durch PCR, Restriktionsanalyse oder Sequenzierung tberprift. Auf diese
Weise kann gezielt mehr als 70% des TK-Gens entfernt werden, ohne dass
Kanamycin zuruckbleibt.

Fir die Mutagenese sind Kulturvolumina von 1 ml Ublich.

2. Reaktivierung des MPXV-Virus aus dem BAC

Diese MPXV_BAC_TKneg DNA wird dann im nachsten Schritt durch ein Helfervirus
reaktiviert. Da Pockenviren alle fir den Replikationszyklus notwendigen Enzyme
selbst kodieren und diese Genusubergreifend erkannt werden, kann man eine
Pockenvirus-DNA durch ein anderes Pockenvirus wieder aktivieren. Dazu setzen
wir das Fowlpockenvirus ein, ein Avipockenvirus, das nur in aviaren Zellen wachsen
kann. Dazu infiziert man eine Saugetierzelle mit dem Fowlpoxvirus, das
Fowlpoxvirus kann in die Zelle eindringen, auch den Lebenszklus starten und somit
auch die Enzyme exprimieren aber keine neuen Virionen bilden. Gleichzeitig mit der
Infektion wird die Affenpocken-DNA in die Zelle transfiziert und diese DNA kann
dann mit Hilfe der von dem Fowlpoxvirus exprimierten Enzymen wieder einen
Replikationszyklus starten und so kénnen wir dann auf den Zellen einzelne
Virusplaques des infektiésen Affenpockenvirusklon detektieren und ernten und
weiter amplifizieren. MPXV_BAC_TKneg wird jeweils in BHK-21 oder Vero (beides
ZKBS bekannte Zelllinien) transfiziert. Gleichzeitig werden die Zellen mit dem
Helfervirus Fowlpox infiziert und MPXV auf den erzeugten YAC/BAC-Systemen
reaktiviert. Nach 48h wird das reaktivierte MPXV_BAC_TKneg geerntet und
anschlieflend auf MA-104 Zellen amplifiziert. Die reaktivierten Viren werden mittels
PCR regelmaliig kontrolliert und unter BSL-3 Bedingungen gehandhabt.

3. Entfernung des BAC-Vektor im reaktivierten Virus

Nach erfolgreicher Reaktivierung des Virus aus dem BAC-Vektor verbleibt die BAC-
Sequenz im Virusgenom. Um auszuschlieRen das die BAC-Sequenz als Teil des
viralen Genoms einen Einfluss auf die Replikation sowie die Infektiositat des
reaktivierten Virus hat mochten wir den BAC-Sequenz entfernen. Dies erfolgt durch
das gut etablierte Cre/loxP-System welches die BAC-Sequenz flankiert. Zur
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Aktivierung des Cre/loxP-Systems und der daraus folgenden Entfernung der BAC
Sequenz kommen folgende Methoden in Frage:

I.  Amplifikation des reaktivierten Virus in BHK21-Cre Zellen:
Bei den BHK21-Cre Zellen (siehe GO_BHK21-Cre) handelt es sich um eine GVO
Zelllinie der Risikogruppe 2 welche wir von einem Kooperation Partner erhalten
haben. Hier wurde mittels Lentiviraler Vektoren der 3. Generation die Sequenz fur
die Cre-Rekombinase aus der T1-Phage im Zellgenom inseriert. Die Bildung der
Cre-Rekombinase in den Zellen wird durch Zugabe des Antibiotikums Doxycyclin
aktiviert. Durch Amplifikation des bereits zuvor aus dem MPXV_YAC-BAC_TKneg
reaktivierten Virus auf den BHK21-Cre Zellen schaltet die gebildete Cre-
Rekombinase den BAC-Vektor aus. Anschliel3end wird auf die Bildung von MPXV
typischen Plaques sowie auf das Fehlen des GFP-Marker Gens aus dem BAC-
Sequenz selektiert. Die Amplifikation erfolgt bis zur gewlinschten Reinheit Gber
mehrere Passagen auf den BHK21-Cre Zellen. Anschliel3en wird das Virus wie
gewohnt auf geeigneten Zellen amplifiziert, mittels PCR kontrolliert und fur
Versuche eingesetzt.

Il. Reaktivierung in BHK21-Cre Zellen:
Hierfur wird die Reaktivierung des Virus aus dem MPXV_BAC_TKneg direkt in den
unter I. genannten BHK21-Cre Zellen durchgeflihrt. Entsprechend des unter 2.
beschriebenen Ablaufs werden die BHK21-Cre zuerst mit einem Helfervirus
(Fowlpox) infiziert und anschlieRend mit dem MPXV_BAC_TKneg transfiziert.
Zeitgleich erfolgt ein Medium Wechsel zu einem Doxycyclin beinhaltendem Medium
um die Cre-Rekombinase in den Zellen zu aktivieren. Durch diese Methode sollte
das Virus direkt ohne BAC-Sequenz reaktiviert werden. Auch hierbei wird auf die
Bildung von MPXV typischen Plaques sowie auf das Fehlen des GFP-Marker Gens
aus dem BAC-Sequenz selektiert. Die Amplifikation erfolgt bis zur gewlinschten
Reinheit Gber mehrere Passagen auf den BHK21-Cre Zellen. Anschlieen wird das
Virus wie gewohnt auf geeigneten Zellen amplifiziert, mittels PCR kontrolliert und far
Versuche eingesetzt.

lll. Transfektion der Wirtszelle mit Cre-Plasmid:
Bei dieser Methode wird eine, fur das reaktivierte Virus geeignete Wirtszelle, mit dem
zuvor wie unter 2 beschriebenen, bereits zuvor aus dem MPXV_BAC_TKneg
reaktivierten Virus infiziert und gleichzeitig mit dem Cre-Plasmid (pcDNA3_Flag-
Cre.1, siehe GV-Formular_ pcDNA3_Flag-Cre.1) transfiziert. Die Cre-Sequenz wird
im Cytoplasma abgelesen und die Cre-Rekombinase synthetisiert. Hierdurch wird die
BAC-Sequenz bei der Amplifikation des reaktivierten Virus ausgeschaltet und das
Virus ohne BAC-Sequenz vermehrt wird. Auch hierbei wird auf die Bildung von
MPXYV typischen Plaques sowie auf das Fehlen des GFP-Marker Gens aus dem
BAC-Sequenz selektiert. Die Amplifikation erfolgt bis zur gewlinschten Reinheit Uber
mehrere Passagen auf den geeigneten Zellen. Anschliel3en wird das Virus wie
gewohnt mittels PCR kontrolliert und flr Versuche eingesetzt.

IV. Transfektion/Infektion mit Cre-Plasmid:
Als weitere Mdglichkeit kann das Virus direkt aus dem MPXV_YAC-BAC_TKneg oder
MPXV_YAC-BAC_I8RG1L mit dem unter |. genannten Cre-Plasmid (pcDNA3_Flag-
Cre.1) zusammen in eine geeignete Wirtszellen transfiziert werden, welche ebenfalls
mit dem Helfervirus (Fowlpox) infiziert werden. Die Cre-Sequenz wird werden im
Cytoplasma abgelesen und die Cre-Rekombinase synthetisiert. Hierdurch wird die
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BAC-Sequenz bei der Amplifikation des reaktivierten Virus ausgeschaltet und das
Virus direkt ohne BAC-Sequenz reaktiviert und vermehrt.Auch hierbei wird auf die
Bildung von MPXYV typischen Plaques sowie auf das Fehlen des GFP-Marker Gens
aus dem BAC-Sequenz selektiert. Die Amplifikation erfolgt bis zur gewlinschten
Reinheit Uber mehrere Passagen auf den geeigneten Zellen. Anschliel3en wird das
Virus wie gewohnt mittels PCR kontrolliert und fir Versuche eingesetzt.

An dieser Stelle mdchten wir drauf hinweisen das vermutlich bereits einen der oben
genannten Methoden zielfuhrend fur die Entfernung des BAC-Kassette aus dem
MPXV_YAC-BAC_TKneg oder MPXV_YAC-BAC_I8RG1L sein wird. In einzelnen
Fallen kdnnen aber die Erfolge der oben genannten vier Methoden variieren
abhangig von verwendetem BAC-Konstrukt, Virus und verwendeter Zelllinie.

4. Ausblick und Versuchsziel
Nach ausfuhrlicher Untersuchung der reaktivierten Viren in Wachstumskurven und
mittels PCR mochten wir langfristig das attenuierte MPXV in Tierversuchen im
Mausmodell auf Basis der Mauslinie CAST/Eij, einem Mausmodell fir Affenpocken
einsetzen, um eine mdgliche Verwendung des attenuierten Virus zur Immunisierung
zu gewinnen. Neben einer mdglichen Verwendung als Impfstoff lassen sich
weitreichende Erkenntnisse zur Verwendung unserer Methode fur zuklnftig
ausbrechende Viren gewinnen. Hiermit ware eine Methode etabliert die in klrzester
Zeit infektidse Klonen von Viren méglich macht, welche durch die Verwendung
sowohl fur die Entwicklung von Nachweif3test moglich ware, als auch fur eine
Vereinfachte Untersuchung einzelner Gene und der Herstellung attenuierter
Versionen.

Eigene Risikobewertung und Einschatzung der Sicherheitsstufe

(differenziert nach verwendeten Spenderorganismen, zu Ubertragender DNA,
Empfangerorganismen, Vektoren, biologischen Sicherheitsmalinahmen und allen
entstehenden GVO).

Fur den Fall, dass Organismen oder Vektoren aus der Liste der Geschaftsstelle der
ZKBS oder bereits eingestufte und bekannte GVO verwendet werden, bitte
Organismen bzw. Vektoren bezeichnen. In diesem Fall entfallt das Ausfullen der
entsprechenden Formblatter GS, GE oder GV.

Bei den GVO handelt es sich um E. coli K12 Derivate, die BAC-Klone viraler
Sequenzen replizieren. Die viralen Sequenzen werden in E. coli nicht exprimiert, so
dass sie keine (patho)-physiologische Veranderung der Bakterien darstellen.

Bei dem pEPKan Vektor handelt es sich um den der ZKBS bekannten Vektor
(ZKBS AZ: xxx) .

Monkeypoxvirus-Gesamtklone brauchen zur Rekonstitution ein Helfervirus
(fowlpoxvirus) und sind als DNA an sich nicht infektios. Daher werden die
entsprechenden E. coli Klone in die Risikogruppe 1 eingestuft.
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ANGABEN ZUM GENTECHNISCH VERANDERTEN
ORGANISMUS (GVO)

Ahnliche GVO kénnen in einem Formblatt GO zusammengefalit werden.

. CHARAKTERISIERUNG DES GVO

1. Bezeichnung des GVO:
Escherichia coli mit chromosomal integrierten Expressionskassetten fur das Red-
Rekombinationssystem und die I-Scel-Homingendonuklease.

2. Beschreibung des GVO (ggf. Kopien relevanter Literaturauszlige, insbesondere
von Primarliteratur, beifigen)

Der E. coli-Stamm GS1783 ist ein K12-Derivat, bei dem eine lambda-Prophage
sowie eine Arabinose induzierbare Expressionskassette fur die
Homingendonuklease |-Scel in die bioA-Region des bakteriellen Chromosomes
integriert ist.

21

2.2

2.3
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Angabe des Empfangerorganismus:

Derivate von E. coli K12 (GS1783).

Ausfiihrliche Beschreibung der gentechnischen Veranderung
einschlieBlich des Verfahrens zur EinflUhrung des Vektors/Inserts in den
Empfangerorganismus oder des Verfahrens, das zur Erzielung der betreffenden
gentechnischen Veranderung angewandt wird:

Die viralen Sequenzen des TK-Gen in MPXV sollen mit Hilfe gerichteter
markerloser Mutagenese (en passant Mutagenese) deletiert werden. Spater
werden nicht-infektiose Monkeypoxvirus-Gesamtgenome (MPXV-BAC-TKneg)
in suszeptible Zellen (z.B. MA-104, BHK-21cre) transfiziert und reaktiviert
mittes Helfervirus (Fowlpoxvirus).

Angabe aller Gibertragenen Nukleinsauren (einschliel3lich der Herkunft des
genetischen Materials, ggf. Identitat des Spenderorganismus/der
Spenderorganismen) und deren Funktion:
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Die MPXV-TK Gen Sequenz im MPXV-BAC wird mit Hilfe des pEPkan_TKneg
in E.coli GS1783 deletiert. Die Kanamycin-Resistenzkassette wurde nach
Abschluss der Mutagenese durch homologe Rekombination entfernt. Es
verbleiben keine Antibiotikaresistenzgene im finalen Konstrukt, siehe
Formblatt GA.

2.4 Vorangegangene gentechnische Veranderung des Inserts:

Herstellung des E. coli Stammes GS1783 (durch Greg Smith, s. Ref.).

2.5 Art und Herkunft ggf. verwendeter Vektoren:

E. coli-Plasmid pST76K_SR von M. Messerle (s. Ref. und 2.3)

2.6 Der GVO wird eingestuft in die Risikogruppe

: 2 [] 21 + [
2.7 Risikobewertung des GVO:

Wenn Sie unter Berucksichtigung der Kombination der verschiedenen
Nukleinsauren ein anderes Risikopotential des GVO als das des
Empfangerorganismus erwarten, dann flllen Sie bitte auch Abschnitt Il des
Formblattes GO aus.

07/2006
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2.8 Wie liegt die libertragene Nukleinsaure im GVO vor (episomal oder
integriert, Angaben zur Lokalisierung der Veranderung im Genom und, wenn
episomal vorliegend, Angabe zur Genkopienzahl, Mdglichkeit einer
Aktivierung/Deaktivierung von Wirtsgenen durch die Einfligung)?

Die auf den GVO Ubertragenen viralen Nukleinsauren liegen episomal als BAC
vor. Dies sind low-copy Plasmide, die in 1-10 Kopien repliziert werden.

Die pUC-Derivate sind high-copy Plasmide, die in mehreren 1000 Kopien
vervielfaltigt werden. Eine Wechselwirkung von viralen Sequenzen auf E. coli
Wirtsgene ist unwahrscheinlich.

2.9 Werden biologische SicherheitsmaBnahmen gemaR § 6 i.V. mit Anhang Il
GenTSV angewendet?

Ja El Nein |:|
Wenn ja, bitte erlautern:

Wir verwenden E. coli K12-Derivate fur alle Manipulationen.

3. Angaben zur Stabilitat der gentechnisch veranderten Merkmale des GVO
(z.B. ist der Verlust der Merkmale sicherheitsrelevant?):

Aufgrund vorheriger Erfahrungen mit BAC-Klonen von grofden DNA-Viren, incl.
MDV-1, EHV-1, VZV (Ref), ist eine hohe Stabilitat zu erwarten. Die veranderten
Merkmale sind sicher durch genetische Methoden und Antibiotika-Resistenzmuster
nachweisbar. Der Verlust der Merkmale ist NICHT sicherheitsrelevant.

4. Beschreiben Sie bitte ausfiihrlich die Ihnen verfiigbaren Techniken zur
Erfassung, Identifizierung und Uberwachung des GVO:

Nach Manipulation werden die entsprechenden Genomabschnitte mittels PCR
Uberpruft und sequenziert. AuBerdem unterstehen die Insertionen einer standigen
funktionellen Kontrolle, da sie fur das en passant-Mutagenesesystem genutzt
werden.

07/2006
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Il. ANGABEN ZU MOGLICHEN AUSWIRKUNGEN DES GVO AUF
MENSCH UND UMWELT

1. Gesundheitliche Erwagungen

1.1 Ist eine pathogene, mutagene, toxische, allergene oder sensibilisierende
Wirkung des GVO fiir Menschen oder eine pathogene Wirkung fiir Tiere
oder Pflanzen zu erwarten?

Ja |:| Nein

Wenn nein, bitte kurze Begrindung (danach weiter bei Frage Nr. 2.1):

Wenn ja, bitte nahere Angaben (z.B. verursachte Krankheiten, Pathogenitats-
mechanismen, Virulenz; Wirtsbereich, Vergleich des GVO zum Spender- oder
Empfangerorganismus in bezug auf diese Eigenschaften; mégliche Anderung
des Infektionsweges oder der Gewebsspezifitat; ggf. relevante Literatur
beifugen):

1.2 Wie wird der GVO (moglicherweise) uibertragen?

Durch:

- direkten oder indirekten Kontakt mit der verletzten oder unverletzten
Haut oder Schleimhaut |:|

- Aerosole und Staub Uber den Atemtrakt D

07/2006
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- Wasser oder Lebensmittel GUber den Verdauungstrakt |:|

- BiR, Stich oder Injektion, Uber die Keimbahn bei tierischen Ubertréagern
(Ubertrager angeben) |:|

- andere Mdglichkeiten (z.B. diaplazentar, bitte ausfuhrlich erlautern) |:|

1.3 Ist die Mindestinfektionsdosis bei Applikation des GVO bekannt?

Ja |:| Nein |:| Entfallt

Wenn ja, bitte nahere Angaben:

1.4 Sind Therapeutika, Impfstoffe und/oder andere wirksame Methoden zur
Verhutung und Behandlung von Infektionen mit dem Organismus
verfugbar?

Ja Nein |:|

Wenn ja, bitte nahere Angaben:

Potentielle E. coli-Infektionen konnen leicht antibiotisch behandelt werden.
Dies ist allerdings bei der Verwendung von K12-Derivaten kaum relevant.

07/2006
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2. Umwelterwagungen

21

2.2

2.3

07/2006

Kann der GVO seine Erbinformation auf einen anderen Organismus uber-
tragen?

Ja |:| Nein

Wenn ja, bitte nahere Angaben:

Ist mit Wechselwirkungen zu anderen und Auswirkungen auf andere Orga-
nismen in der Umwelt (einschlieBlich voraussichtlicher konkurrierender
oder symbiotischer Eigenschaften) im Falle einer unbeabsichtigten
Verbreitung des GVO in der Umwelt zu rechnen?

Ja |:| Nein

Wenn ja, bitte nahere Angaben. Wenn nein, bitte kurze Begrindung.

Ist mit einer Beteiligung des GVO an Umweltprozessen (wie Stickstoff-
fixierung oder pH-Regelung oder anderen biogeochemischen Prozessen)
zu rechnen?

Ja |:| Nein



24

2.5

2.6
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Wenn ja, bitte nahere Angaben:

Liegen geeignete Bedingungen zur Besiedlung der Umwelt durch
den GVO vor?

Ja |:| Nein unbekannt |:|

Wenn ja, bitte nahere Angaben. Wenn nein, bitte kurze Begrindung.

Verwendung von K12-Derivaten.

Welche Informationen tber reproduktive Zyklen des GVO, einschlieBlich
der Fahigkeit, Uberlebensstrukturen wie Samen, Sporen oder Sklerotien
zu bilden, sind vorhanden?

Der GVO ist nur unter Laborbedingungen Uberlebensfahig und bildet KEINE
Uberlebensstrukturen aus.

Welche sicherheitsrelevanten physiologischen und/oder genetischen
Merkmale besitzt der GVO (z.B. |dentifizierungsmerkmale, Auxotrophien,
Empfindlichkeit / Resistenz gegenuber Antibiotika, Defektmutation)?

Wahrend der Herstellung des GVO wird ein Kanamyzin-Resistenzgen
verwended, welches allerdings nach erfolgreicher shuttle-Mutagenese nicht
mehr vorliegt. AuRerdem sind K12-Derivate physiologisch steng an optimale
Laborbedingungen gebunden.
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ANGABEN ZUM GENTECHNISCH VERANDERTEN
ORGANISMUS (GVO)

Ahnliche GVO kénnen in einem Formblatt GO zusammengefasst werden.

I
1.

21

2.2

23

2.4

2.5

2.6

CHARAKTERISIERUNG DES GVO

Bezeichnung des GVO:
pCC1BAC-his3-PmH5-eGFP_I8RG1L_TKneg (pBAC_TKneg) in E. coli

Beschreibung des GVO (ggf. Kopien relevanter Literaturauszige, insbesondere
von Primarliteratur, beifigen):

siehe GA

Angabe des Empfangerorganismus:
Kompetente E.Coli (DH10B, GS1783 oder vergleichbar)

Ausfuhrliche Beschreibung der gentechnischen Veranderung einschlieRlich
des Verfahrens zur Einfihrung des Vektors/Inserts in den Empfangerorganismus
oder des Verfahrens, das zur Erzielung der betreffenden gentechnischen
Veranderung angewandt wird:

siehe GA
Angabe aller libertragenen Nukleinsduren (einschlieBlich der Herkunft des

genetischen Materials, ggf. ldentitdt des Spenderorganismus/der Spender-
organismen) und deren Funktion:

1. pCC1Bac_his3_PmH5GFP_I8RG1L_MPXV
2. TKneg_Sequenz (H1H2-1Scl_Kan-H2H3,)

Vorangegangene gentechnische Veranderung des Inserts:
Siehe Formblatt GV 1

Art und Herkunft ggf. verwendeter Vektoren:
Hefe (YAC), E.coli (BAC)

Der GVO wird eingestuft in die Risikogruppe
1 [ 2 [] 3[] 4[]

Stand: 10.12.2020



2.7

2.8

29

-2- Formblatt GO

Risikobewertung des GVO:

Wenn Sie unter Bericksichtigung der Kombination der verschiedenen
Nukleinsduren ein anderes Risikopotential des GVO als das des
Empfangerorganismus erwarten, dann flllen Sie bitte auch Abschnitt Il des
Formblattes GO aus.

Die Transformation dient einzig der Deletion des TK Gens im erstellten Plasmid, es
findet KEINE Replikation des MPXV-Virus statt. Die Kanamycin-Resistenzkassette
wird nach Abschluss der Mutagenese durch homologe Rekombination entfernt. .

Wie liegt die tibertragene Nukleinsdure im GVO vor (episomal oder integriert,
Angaben zur Lokalisierung der Veranderung im Genom und, wenn episomal
vorliegend, Angabe zur Genkopienzahl, Madglichkeit einer
Aktivierung/Deaktivierung von Wirtsgenen durch die Einfugung)?

episomal

Werden biologische SicherheitsmaBnahmen gemal § 7 und § 8 GenTSV
angewendet?

Ja Nein [ ]
Wenn ja, bitte erlautern:

Alle Arbeiten erfolgen unter den fur S1 GVO's erforderlichen Bedingungen
entsprechend GenTSV.

Angaben zur Stabilitdt der gentechnisch veranderten Merkmale des GVO
(z. B. ist der Verlust der Merkmale sicherheitsrelevant?):

stabil

Beschreiben Sie bitte ausfuhrlich die Ihnen verfiigbaren Techniken zur
Erfassung, Identifizierung und Uberwachung des GVO:

PCR, Restriktionsverdau

ANGABEN ZU MOGLICHEN AUSWIRKUNGEN DES GVO AUF
MENSCH UND UMWELT

Gesundheitliche Erwagungen

Stand: 10.12.2020
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Ist eine pathogene, mutagene, toxische, allergene oder sensibilisierende
Wirkung des GVO fiir Menschen oder eine pathogene Wirkung fiir Tiere oder
Pflanzen zu erwarten?

Ja [ ] Nein [
nein, bitte kurze Begrindung (danach weiter bei Frage Nr. 2.1):

Wenn ja, bitte ndhere Angaben (z. B. verursachte Krankheiten, Pathogenitatsme-
chanismen, Virulenz; Wirtsbereich, Vergleich des GVO zum Spender- oder Emp-
fangerorganismus in bezug auf diese Eigenschaften; mégliche Anderung des
Infektionsweges oder der Gewebsspezifitat; ggf. relevante Literatur beifigen):

Die Eigenschaften von E.coli werden durch die Insertation der erstellten
pBAC_TKneg Konstrukte nicht beeinflusst. Dem entsprechend geht kein
besonderes Risiko mit der Herstellung und Arbeit mit dem oben genannten GVO
einher.

Wie wird der GVO (moglicherweise) tibertragen?

Durch:

— direkten oder indirekten Kontakt mit der verletzten oder unverletzten Haut
oder Schleimhaut

— Aerosole und Staub Uber den Atemtrakt

— Wasser oder Lebensmittel Uber den Verdauungstrakt

- Biss, Stich oder Injektion, Uber die Keimbahn bei
tierischen Ubertragern_(Ubertrager angeben) [ ]

- andere Mdoglichkeiten (z. B. diaplazentar, bitte ausfiihrlich erlautern) [ ]

IO

Ist die Mindestinfektionsdosis bei Applikation des GVO bekannt?
Ja [ | Nein | | Entfallt | |
Wenn ja, bitte nadhere Angaben:

Sind Therapeutika, Impfstoffe und/oder andere wirksame Methoden zur
Verhiitung und Behandlung von Infektionen mit dem Organismus verfligbar?

Ja [ ] Nein | |

Wenn ja, bitte nahere Angaben:

Umwelterwagungen

Stand: 10.12.2020
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Kann der GVO seine Erbinformation auf einen anderen Organismus uber-
tragen?

Ja [ ] Nein <

Wenn ja, bitte nahere Angaben:

Ist mit Wechselwirkungen zu anderen und Auswirkungen auf andere Orga-
nismen in der Umwelt (einschlieBlich voraussichtlicher konkurrierender oder
symbiotischer Eigenschaften) im Falle einer unbeabsichtigten Verbreitung
des GVO in der Umwelt zu rechnen?

Ja [ ] Nein [<
Wenn ja, bitte ndhere Angaben. Wenn nein, bitte kurze Begrindung:
Nein, da die Eigenschaften von E.coli nicht beeinflusst werden.

Ist mit einer Beteiligung des GVO an Umweltprozessen (wie
Stickstofffixierung oder pH-Regelung oder anderen biogeochemischen
Prozessen) zu rechnen?

Ja [ ] Nein [<

Wenn ja, bitte ndhere Angaben:

Liegen geeignete Bedingungen zur Besiedlung der Umwelt durch den GVO
vor?

Ja [ | Nein [
Wenn ja, bitte nahere Angaben. Wenn nein, bitte kurze Begrindung:

Alle aus dem Laborbereich herausgehenden festen und flissigen Abfalle sowie
alle Materialien werden entsprechend dekontaminiert.

Welche Informationen liber reproduktive Zyklen des GVO, einschlieBlich der
Fahigkeit, Uberlebensstrukturen wie Samen, Sporen oder Sklerotien zu
bilden, sind vorhanden?

keine

Stand: 10.12.2020
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2.6 Welche sicherheitsrelevanten physiologischen und/oder genetischen
Merkmale besitzt der GVO (z. B. Identifizierungsmerkmale, Auxotrophien,
Empfindlichkeit / Resistenz gegenuber Antibiotika, Defektmutation)?

GFP markiert

Stand: 10.12.2020
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ANGABEN ZUM GENTECHNISCH VERANDERTEN
ORGANISMUS (GVO)

Ahnliche GVO kénnen in einem Formblatt GO zusammengefasst werden.
. CHARAKTERISIERUNG DES GVO

1. Bezeichnung des GVO:

MPXV_BAC-I8RG1L_TKneg (MPXV_TKneg)

2, Beschreibung des GVO (ggf. Kopien relevanter Literaturauszige, insbesondere
von Primarliteratur, beifigen):

siehe GA

21 Angabe des Empfangerorganismus:
MA-104, BHK-21, Vero, CAST/Eij (Maus)

2.2 Ausfiihrliche Beschreibung der gentechnischen Veranderung einschliel3lich
des Verfahrens zur Einfuhrung des Vektors/Inserts in den Empfangerorganismus
oder des Verfahrens, das zur Erzielung der betreffenden gentechnischen
Veranderung angewandt wird:

siehe GA
2.3 Angabe aller ubertragenen Nukleinsauren (einschliel3lich der Herkunft des

genetischen Materials, ggf. Identitdt des Spenderorganismus/der Spender-
organismen) und deren Funktion:

1. MPXV_BAC-I8RG1L, 2. pEPkan_TK-, 3. MPXV_BAC_I8RG1L_Tkneg

24 Vorangegangene gentechnische Veranderung des Inserts:
Deletion TK-Gen mehr als 70%

2.5 Art und Herkunft ggf. verwendeter Vektoren:
E.coli (BAC), GS1783 (MPXV_BAC_I8RG1L_TKneg),

2.6 Der GVO wird eingestuft in die Risikogruppe
1 [] 2 [] 3[4 4 []

Stand: 10.12.2020
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Risikobewertung des GVO:

Wenn Sie unter Bericksichtigung der Kombination der verschiedenen
Nukleinsduren ein anderes Risikopotential des GVO als das des
Empfangerorganismus erwarten, dann flllen Sie bitte auch Abschnitt Il des
Formblattes GO aus.

MPXV_BAC_TKneg attenuiert,

Wie liegt die Uibertragene Nukleinsdaure im GVO vor (episomal oder integriert,
Angaben zur Lokalisierung der Veranderung im Genom und, wenn episomal
vorliegend, Angabe zur Genkopienzahl, Moglichkeit einer
Aktivierung/Deaktivierung von Wirtsgenen durch die Einflgung)?

Das TK-Gen ist zu mind 70% deletiert. Die Kanamycin-Kassette wurde nach
erfolgreicher Deletion durch zweite homologe Rekombination wieder entfernt. Es
verbleiben keine Fremdsequenzen

Werden biologische SicherheitsmaBnahmen gemaR § 7 und § 8 GenTSV
angewendet?

Ja 1 Nein [ |
Wenn ja, bitte erlautern:
alle Arbeiten erfolgen unter BSL-3 Bedingungen

Angaben zur Stabilitdt der gentechnisch veranderten Merkmale des GVO
(z. B. ist der Verlust der Merkmale sicherheitsrelevant?):

stabil, MPXV_BAC_TKneg: attenuiert

Beschreiben Sie bitte ausfﬁh[lich die lhnen verfugbaren Techniken zur
Erfassung, ldentifizierung und Uberwachung des GVO:

PCR, Sequenzierung

ANGABEN ZU MOGLICHEN AUSWIRKUNGEN DES GVO AUF
MENSCH UND UMWELT

Gesundheitliche Erwagungen

Stand: 10.12.2020
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Ist eine pathogene, mutagene, toxische, allergene oder sensibilisierende
Wirkung des GVO fiir Menschen oder eine pathogene Wirkung fiir Tiere oder
Pflanzen zu erwarten?

Ja [X Nein [ ]
Wenn nein, bitte kurze Begrindung (danach weiter bei Frage Nr. 2.1):

Wenn ja, bitte ndhere Angaben (z. B. verursachte Krankheiten, Pathogenitatsme-
chanismen, Virulenz; Wirtsbereich, Vergleich des GVO zum Spender- oder Emp-
fangerorganismus in bezug auf diese Eigenschaften; mégliche Anderung des
Infektionsweges oder der Gewebsspezifitat; ggf. relevante Literatur beifigen):

Das Affenpockenvirus weist eine lange Inkubationszeit von 5-21 Tagen auf. Nach
dieser Zeit treten Ublicherweise als erstes unspezifische Symptome wie Fieber,
Kopfschmerzen und geschwollenen Lymphknoten auf (Prodromalstadium).
Typischerweise wird 1-3 Tage nach dem Fieber von charakteristischen
Hautveranderungen wie Ausschlag und Pusteln berichtet (Hautmanifestation), die
sich in vorangegangenen Ausbriichen auf Gesicht und Extremitaten konzentriert
haben (11). Dieser Verlauf erklart sich aus der Pathogenese des
Affenpockenvirus, welches sich nach der initialen Infektion an der Eintrittspforte
vermehrt, durch eine erste Viramie in die inneren Organe ausbreitet und dort
repliziert und sich dann durch eine zweite Viramie in der Haut manifestiert (12).

Wie wird der GVO (moglicherweise) ubertragen?

Durch:

— direkten oder indirekten Kontakt mit der verletzten oder unverletzten Haut
oder Schleimhaut

— Aerosole und Staub Uber den Atemtrakt

— Wasser oder Lebensmittel Gber den Verdauungstrakt

- Biss, Stich oder Injektion, Uber die Keimbahn bei
tierischen Ubertragern_(Ubertrager angeben) X

- andere Moglichkeiten (z. B. diaplazentar, bitte ausfihrlich erlautern) [ ]

XX

Ist die Mindestinfektionsdosis bei Applikation des GVO bekannt?
Ja [ ] Nein [< Entfallt | |
Wenn ja, bitte ndhere Angaben:

Stand: 10.12.2020
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Sind Therapeutika, Impfstoffe und/oder andere wirksame Methoden zur
Verhiitung und Behandlung von Infektionen mit dem Organismus verfligbar?

Ja Nein [ ]
Wenn ja, bitte nahere Angaben:
Impfung

Umwelterwdagungen

Kann der GVO seine Erbinformation auf einen anderen Organismus uber-
tragen?

Ja [ ] Nein <

Wenn ja, bitte nahere Angaben:

Ist mit Wechselwirkungen zu anderen und Auswirkungen auf andere Orga-
nismen in der Umwelt (einschlieBlich voraussichtlicher konkurrierender oder
symbiotischer Eigenschaften) im Falle einer unbeabsichtigten Verbreitung
des GVO in der Umwelt zu rechnen?

Ja [ ] Nein [<
Wenn ja, bitte ndhere Angaben. Wenn nein, bitte kurze Begrindung:

Prinzipiell ist ein Genaustausch mit hier endemischen Orthopockenviren (z.B.
Kuhpockenviren) moglich. Dieses Ereignis wird jedoch unter Nicht-
Laborbedingungen, wie bei einer unbeabsichtigten Freisetzung, als
unwahrscheinliches Ereignis angesehen, da die zu replizierenden Genome nicht
nur in demselben Individuum vorliegen mussen, sondern auch in der gleichen
Zelle vorliegen mussen und der Tatsache, dass die viral Pocken-DNA nicht
infektios ist.

Ist mit einer Beteiligung des GVO an Umweltprozessen (wie
Stickstofffixierung oder pH-Regelung oder anderen biogeochemischen
Prozessen) zu rechnen?

Ja [ ] Nein [<]

Wenn ja, bitte ndhere Angaben:

Stand: 10.12.2020
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24 Liegen geeignete Bedingungen zur Besiedlung der Umwelt durch den GVO
vor?

Ja [ | Nein [
Wenn ja, bitte nahere Angaben. Wenn nein, bitte kurze Begrindung:

Nach derzeitigem Wissensstand ist ein Uberleben von MPXV in bei uns
vorkommenden Nagetierwirten und damit in der Umwelt nicht moglich, so dass
auch eine Besiedlung und Uberleben des GVOs in der Umwelt als
unwahrscheinlich angesehen wird.

2.5 Welche Info__rmationen tber reproduktive Zyklen des GVO, einschlieBlich der
Fahigkeit, Uberlebensstrukturen wie Samen, Sporen oder Sklerotien zu
bilden, sind vorhanden?

bekannte MPXV Eigenschaften

2.6 Welche sicherheitsrelevanten physiologischen und/oder genetischen
Merkmale besitzt der GVO (z. B. Identifizierungsmerkmale, Auxotrophien,
Empfindlichkeit / Resistenz gegenlber Antibiotika, Defektmutation)?

MPXV_BAC_TKneg attenuiert

Stand: 10.12.2020
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ANGABEN ZUM VEKTOR'

Es handelt sich um

ein Virus/einen Phagen; Bezeichnung:
ein Viroid; Bezeichnung:
ein bakterielles Plasmid; Bezeichnung:

X OO

ein anderes Vektorsystem; Bezeichnung und nahere Angaben (z. B.
Cosmid, Phasmid, YAC):

pEPkan

Charakterisierung des Vektors (Vektorkarte mit Angabe der funktionellen
Elemente bitte gesondert beifligen.)

Hinweis:

Die folgenden Angaben entfallen bei Verwendung von kommerziell erhéltlichen Vektoren, wenn
die Produktinformation die in Nr. 2.1 bis 2.5 abgefragten Angaben enthélt. In diesem Fall bitte die
Produktinformation (Katalogseite etc.) einschlie8lich Vektorkarte beifiigen.

Wenn der kommerziell erhéltliche Vektor verdndert wurde, bitte nur die zutreffenden
nachfolgenden Punkte ausfiillen.

Bezeichnung des Ursprungsvektors, von dem bei der Konstruktion des Vektors
ausgegangen wurde:

pEPkan (DOI: 10.1007/978-1-60761-652-8_30)

Bezeichnung und Herkunft des Replikons:

Bezeichnung, Herkunft und Funktion von Genen sowie deren
regulatorischen Elementen (z. B. Promotoren, Enhancer, Terminations-
sequenzen):

Backbone pcDNA3
Kanamycin Resistenz ) Selektion: Kanamycin-Resistenz,
| Scel Erkennungssequenz / Endonuklease CScript,

Bezeichnung und Herkunft der Gene, die fur Selektionszwecke benutzt werden
kdnnen:

Kanamycin Resistenz

1Bei Verwendung mehrerer Vektoren ist jeweils ein gesondertes Formblatt GV auszufiillen.
Bei Verwendung von Vektoren, die in der Vektoren-Liste der ZKBS-Geschéftsstelle genannt sind (z. Zt. verfligbar auf der
Homepage des Bundesamtes fiir Verbraucherschutz und Lebensmittelsicherheit), entfallt das Ausfiillen eines Formblattes GV.
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Bezeichnung und Herkunft weiterer vorhandener Leserahmen:

Sonstige Angaben
Angaben zu Wirtsspezifitaten:
repliziert Bakterien (E.coli)

Angaben zur Mobilisierbarkeit:

nein

Angaben zur Co-Transfer-Rate:
/

Ist ein eigenes Transfer-System vorhanden?
Ja [ ] Nein [

Wenn ja, bitte nahere Angaben:

Formblatt GV

Besteht die Moglichkeit des Transfers durch endogene Helferviren?

Ja [ ] Nein <

Wenn ja, bitte nahere Angaben:

Besitzt der Vektor eine eigenstandige Infektiositat?
Ja [ | Nein [<

Wenn ja, bitte nahere Angaben. Wenn nein, bitte begrinden:

Hat der Vektor ein tumorigenes Potential?

Ja [ | Nein <

Wenn ja, bitte angeben, um welches es sich handelt:

Unbekannt [ |

Unbekannt | |
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