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1 Ziel und Anwendungsbereich

Die vorliegende Empfehlung der EFBS soll Anwender bei der Risikobewertung zum sicheren
Umgang mit menschlichen und tierischen Zellen und Zellkulturen in geschlossenen Systemen
unterstitzen. Sie bezieht sich dabei auf die Anforderungen der Verordnung tGber den Umgang
mit Organismen in geschlossenen Systemen (ESV)' und der Verordnung Uber den Schutz der
Arbeitnehmerinnen und Arbeitnehmer vor Gefahrdung durch Mikroorganismen (SAMV)?2.

Zellen als solche sind in der Regel nicht infektids. Sie Uberleben nicht, wenn sie in einen Kdrper
injiziert werden und sind auch in der Umwelt nicht Uberlebensfahig.

Das grésste Risiko beim Umgang mit Zellen ist deren Fahigkeit, pathogene Mikroorganismen
(Viren, Mykoplasmen, Bakterien, Pilze und Parasiten) unbemerkt zu beherbergen und zu ver-
mehren. Eine Kontamination mit pathogenen Mikroorganismen bzw. Kreuzkontamination mit
anderen Zellen kann wahrend der Arbeit relativ leicht geschehen. Deshalb ist nicht nur die
Bewertung des urspriinglichen Risikos der Zellen, sondern auch der sichere Umgang zur Ver-
hinderung von Kontaminationen wahrend der Arbeit massgebend.

2 Einstufung von Zellen in Gruppen
Folgende Uberlegungen spielen bei der Einstufung von Zellen eine Rolle:

- Die wichtigsten Virenkontaminationen sind humane Retroviren, sowie Herpesviren von
Mensch und anderen Primaten. Mykoplasmen stammen von Kreuzkontaminationen mit
infizierten Zellen (kontinuierliche Zelllinien bis 35%, primare Zellen 1 — 5%).

- Das Infektionsrisiko kontaminierter Zellen fir den Menschen ist abhangig von deren phy-
logenetischer Nahe: menschliche Zellen > Zellen nicht-humaner Primaten > andere
Saugerzellen, Vogel > Invertebraten®. Deshalb wird von der Verwendung autologer
Zellen (Arbeiten mit von sich selbst entnommenen Zellen) abgeraten*.

- Das Gewebe, aus welchem die Zellen stammen, hat einen Einfluss auf die Empfindlich-
keit moglicher Infektionen: Zellen aus peripherem Blut > von lymphoiden Zellen > neu-
ronales Gewebe > Endothelium > Darmepithel > Epithel > Fibroblasten?.

- Auch charakterisierte Zelllinien sind nicht immer frei von Kontaminationen und die Ver-
trauenswurdigkeit der Bezugsquelle ist zu berlcksichtigen.

- In einer Studie der Deutschen Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen (DSMZ)
wurde gezeigt, dass 14.9% von 550 analysierten Zellen falsch identifiziert waren®. In
vielen Fallen geschah die Falschidentifikation bereits bei der urspriinglichen Isolierung.

- Kontinuierliche Zelllinien entstehen durch spontane Entwicklung (CHO, Vero), unkontrol-
lierte Mutation, oder sie kénnen aus Tumoren gewonnen (Hela) oder durch Transfor-
mation mit onkogenen Viren immortalisiert werden?®. Sie kbnnen bei unfallmassiger Injek-
tion neoplastisch werden.

- Inserts, die transformierend sind oder fur Pathogenitatsfaktoren oder toxische Proteine
kodieren (z.B. onkogene Sequenzen aus der Immortalisierung durch onkogene Viren),
oder biologisch aktive Molekiile, die in den Zellzyklus eingreifen (Cytokine, Hormone,
Wachstumsfaktoren, Antigene), kdnnen bei Expression ein Risiko darstellen.

Eine genaue Risikobewertung kann nur erfolgen, wenn die Zellen identifiziert, gut charakteri-

siert und auf moégliche Kontaminationen getestet sind. Sind diese Informationen nicht

' Verordnung liber den Umgang mit Organismen in geschlossenen Systemen, ESV, SR 814.912, https://www.fedlex.ad-
min.ch/eli/cc/2012/329/de.

2 Verordnung tber den Schutz der Arbeitnehmerinnen und Arbeitnehmer vor Gefahrdung durch Mikroorganismen (SAMV), SR
832.321, https://www.fedlex.admin.ch/eli/cc/1999/445/de.

3 Pauwels K., Herman Ph., Van Vaerenbergh B., Dai Do Thi C., Berghmans L., Waeterloos G., Van Bockstaele D., Dorsch-
Hasler K. & Sneyers M., 2007, Animal cell cultures: Risk assessment and biosafety recommendations. Applied Biosafety
12(1): 26-38.

4 Stacey G, Hawkins J. 2017. Cell Lines: Applications and Biosafety, p 299-325. In Wooley D, Byers K (ed), Biological Safety:
Principles and Practices, Fifth Edition. ASM Press, Washington, DC. https://doi.org/10.1128/9781555819637.ch14

5 DSMZ 2003, False leukemia-lymphoma cell lines, https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/12592342
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vorhanden, sollte deren Fehlen als Unsicherheit mit potentiellem Risiko betrachtet werden
(WHO, Laboratory Biosafety Manual)®.

Anstatt zusatzliche Informationen zu beschaffen, beispielsweise mittels Dokumentation, Tes-
ten und Charakterisieren von Zellen, kénnen unzureichende Informationen mit einer héheren
Einstufung des Risikos abgeglichen werden.

Tabelle 1: Einstufung von Zellen in Gruppen

Art der Zellen Gruppe
Primére Zellen und Zelllinien, bei denen ein Verdacht auf eine Infektion mit einem spezifi- Gruppe des pa-
schen pathogenen Mikroorganismus besteht. thogenen Mikro-

Mensch: z.B. Zytomegalievirus, Eppstein-Barr-Virus, Humanes Herpes 8 Virus, humane T- | ©rganismus
Zell-Leukamie-Viren | und Il, Hepatitis A Virus, Parvovirus B19, je nach Herkunft West-Nile-
Virus oder andere’.

Primaten: z.B. Gelbfiebervirus, Kyasanu Forest Virus, Marburg, Ebola, Simian Hemorrhagic
Fever Virus, Tollwutvirus, Hepatitis A Virus, Poliovirus, Herpes B Virus, SV40, Simian Immu-
nodeficiency Virus, Affenpockenvirus, Simian Foamy Virus® oder Prionen®.

Nager: z.B. Lymphocytic Choriomeningitidis Virus, Hantaan Virus.

Primére Zellen und Zelllinien, bei denen eine Infektion nicht ausgeschlossen werden kann. Gruppe 2

Das Risiko, dass primare Zellen von nicht auffalligen Spendern mit pathogenen Mikroorga-
nismen kontaminiert sein konnen, wird allgemein als gering angenommen% 11,

Primére Zellen und Zelllinien, bei welchen eine Infektion mit einem pathogenen Mikroorga- | Gruppe 1
nismus mit grésster Wahrscheinlichkeit ausgeschlossen werden kann.

Je nach Herkunft gelten folgende Kriterien:

- Zellen von Menschen: Primare Zellen aus gesunden Spendern, wenn die Zellen negativ
auf mindestens HIV, HCV und HBV getestet sind. Jedoch kdnnen, abhangig vom Zelltyp
und von mdéglichen, mit dem Spender verbundenen Risikofaktoren (z.B. Exposition ge-
geniber tropischen Erregern) zusatzliche Tests fiir eine abschliessende Einstufung not-
wendig sein.

- Zellen von Tieren aus SPF (specific pathogen free)-Zuchten oder von Tieren, von denen
angenommen werden kann, dass sie frei von Tierseuchen' und Zoonosen sind.

- Zellen von Tieren, die Symptom-frei und unter den Bedingungen der Richtlinien der Fe-
deration of European Laboratory Animal Science Associations (FELASA) gehalten wer-
den’s,

- Zellen von Schlachtvieh und Hausgeflugel, das fir die Lebensmittelproduktion freigege-
ben ist, wenn die Krankheitsgeschichte der Tiere bekannt ist und die Gesundheit der
Tiere vor dem Schlachten durch einen amtlichen Tierarzt kontrolliert worden ist. Dies gilt
analog auch fiir Zellen von Jagdwild (z.B. Reh)."

WHO, 2004, Laboratory Biosafety Manual. 3 Edition, https://www.who.int/csr/resources/publications/biosa-
fety/ WHO CDS _CSR LYO 2004 11/en/

Sicherheit von Blutprodukten bezuglich viraler Infektionen, Niederhauser, Ch., Blutspendedienst SRK Bern, in pipette
3/2005, http://www.sulm.ch/pipette magazin/files/pipette/2005-03/2005-03-019.PDF.

Pauwels K., Herman Ph., Van Vaerenbergh B., Dai Do Thi C., Berghmans L., Waeterloos G., Van Bockstaele D., Dorsch-
Hasler K. & Sneyers M., 2007, Animal cell cultures: Risk assessment and biosafety recommendations. Applied Biosafety
12(1): 26-38.

Empfehlung der EFBS zur Einstufung von Tatigkeiten mit Prionproteinen, https://www.efbs.admin.ch/en/recommenda-
tions/recommendations-of-the-secb/

Stellungnahme der ZKBS zur Einstufung gentechnischer Arbeiten mit primaren Zellen aus Vertebraten,
http://www.bvl.bund.de/SharedDocs/Downloads/06 Gentechnik/ZKBS/01_Allgemeine_Stellungnahmen_deutsch/10_Zellbio-
logie/Primaerzellstellungnahme.pdf? _blob=publicationFile&v=2

Belgian Biosafety Authorities, Animal cell cultures: Risk assessment and biosafety recommendations, https://www.bi-
osafety.be/content/contained-use-animal-cell-cultures-risk-assessment-and-biosafety-recommendations

Tierseuchenverordnung, TSV, SR 916.401, https://www.fedlex.admin.ch/eli/cc/1995/3716 3716 3716/de.

Federation of European Laboratory Animal Science Associations (FELASA), Recommendations for the health monitoring of
rodent and rabbit colonies 2014, https://doi.org/10.1177/0023677213516312

Verordnung Uber das Schlachten und die Fleischkontrolle; VFSK, SR 817.190, https://www.fedlex.admin.ch/eli/cc/2017/66/de
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Art der Zellen Gruppe

Als Referenz fiir die Abwesenheit pathogener Organismen in Zellen gilt auch der Qualitats-
test der Deutschen Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen DSMZ'3,

Identifizierte und gut charakterisierte Zelllinien'® 7. 18 (einschliesslich primarer Zellen), die | Gruppe 1
bekannterweise nicht mit spezifischen pathogenen Mikroorganismen infiziert sind (Zertifikat
der Zellbank (DSMZ, ECACC, ATCC, ...), bzw. des Lieferanten).

Identifizierte und gut charakterisierte Zelllinien oder priméare Zellen, die mit einem spezifi- Gruppe des pa-
schen pathogenen Mikroorganismus infiziert sind (einschliesslich absichtlicher Infektion). thogenen Mikro-
organismus

Humane Zellen mit Gensequenzen, die einen schadlichen Effekt haben kdnnten, wenn sie Gruppe 2
exprimiert werden (auch unter nicht gewdhnlichen Kulturbedingungen).

Zum Beispiel:

- Gene von Tumorviren, die fiir das onkogene Potenzial der Viren verantwortlich sind,
- Gene, die massgeblich an der Entstehung humaner Tumore beteiligt sind,

- Gene, die in vitro Saugerzellen transformieren und

- Gene, die im Tierversuch Tumore erzeugen % 20. 21,

Zellen, die potentiell schadliche Gensequenzen enthalten, diese aber nicht exprimieren kén- | Gruppe 1, wenn
nen. Pathogen-frei

20

21

DMSZ, Menschliche und tierische Zelllinien, Qualitatskontrolle, https://www.dsmz.de/research/human-and-animal-cell-lines.

ATCC, Cell line authentication recommendations, https://www.lgcstandards-atcc.org/Services/Testing Services/Cell Au-
thentication Testing Service/Cell_Line Authentication Test Recommendations.aspx?geo_country=ch

DSMZ, Katalog der menschlichen und tierischen Zelllinien, https://www.dsmz.de/collection/catalogue/human-and-animal-
cell-lines/catalogue

Liste gut charakterisierter, in Gruppen eingeteilter Zelllinien der ZKBS: https://zag.bvl.bund.de/zelllinien/in-
dex.jsf?dswid=3054&dsrid=756

Stellungnahme der ZKBS (2016): Vorsichtsmassnahmen beim Umgang mit Nukleinsduren mit onkogenem Potential,
http://www.bvl.bund.de/SharedDocs/Downloads/06 Gentechnik/ZKBS/01_Allgemeine_Stellungnahmen_deutsch/10_Zellbio-
logie/Nukleinsaeuren_mit_onkogenem Potenzial 2016.pdf? _blob=publicationFile&v=2

Empfehlung der EFBS: Risk assessment of activities with oncogenic and cytokine-encoding sequences,
https://www.efbs.admin.ch/en/recommendations/recommendations-of-the-secb/ .

Allgemeine Stellungnahme der ZKBS zur Risikobewertung der Expression von Tat-Fusionsproteinen, https://www.zkbs-on-

line.de/ZKBS/SharedDocs/Downloads/01_Allgemeine%20Stellungnahmen/11_Zellbiologie/Tat-Fusionspro-
tein_2006.pdf? _blob=publicationFile&v=4
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Einstufung einer Tatigkeit mit Zellen in eine Klasse

Generelle Bemerkung: Die Einstufung der Tatigkeit mit menschlichen oder tierischen Zellen in
die Klasse 1 sollte nur erfolgen, wenn die Zellen aufgrund ausreichender Informationen zu
ihren Eigenschaften sicher der Gruppe 1 zugeordnet werden kdnnen und mit den Zellen unter
sicherer, steriler Arbeitspraxis (Abschnitt 4) umgegangen wird.

Tabelle 2: Einstufung von Tatigkeiten mit Zellen in Klassen

Tatigkeit

Klasse

Kulturen von charakterisierten Zellen der Gruppen 1 -3

Klasse gemadss
Gruppe der Zellen,
bzw. des pathogenen
Mikroorganismus

lymphotrope Virus (HTLV-1, Gruppe 3) produzieren kann.

Beispiele:

- Kultivierung gut charakterisierter und negativ auf pathogene Mikroorganismen geteste- | Klasse 1
ter, primarer menschlicher Gewebezellen mit Wachstumsfaktoren zur Bildung von Kno-
chentransplantaten.

- Kultivierung von Zellen zur anschliessenden (z.B biochemischen) Analyse, die einen Klasse 2
Organismus der Gruppe 3 enthalten (kdnnen), sofern keine explizite Vermehrung die-
ser Organismen angestrebt wird.

- Kultivierung von CESS, einer etablierten, humanen Lymphoblasten-Zelllinie, welche Klasse 2
das gesamte Genom von Epstein Barr Virus (EBV, Gruppe 2) besitzt und EBV produ-
zieren kann.

- Ko-Kultivierung menschlicher primarer Zellen (Gruppe 2), die Cytomegalovirus Klasse 2
(Gruppe 2) enthalten, mit SPF-Schweinezellen (Gruppe 1).

- Kultivierung priméarer Hundezellen (Gruppe 2) infiziert mit Staupevirus (Canine Distem- | Klasse 2
per Virus, Gruppe 2).

- Kultivierung von ScGT-1, einer Maus-Neuroblastom-Zelllinie, die mit Scrapie (Gruppe | Klasse 2
2) infiziert ist.

- Kultivierung von HuT 102, einer humanen T-Lymphozyten-Zelllinie, die das Humane T- | Klasse 3

Produktion von Viren oder viralen Vektoren auf Zellkulturen?2

Klasse gemadss

tion mit pathogenen Mikroorganismen

Beispiele: Gruppe des Vektors
oder Virus
- Produktion von replikations-defizienten, ecotropen, retroviralen Vektoren (Gruppe 1) Klasse 1
auf etablierten murinen Zelllinien (Gruppe 1).
- Produktion von infektidsen, replikations-defizienten lentiviralen Vektoren (Gruppe 2) auf | Klasse 2
Zelllinien der Gruppe 1, wenn dabei keine nativen Viren oder replikations-kompetente
Vektoren entstehen.
- Produktion VSV-G pseudotypisierter, replikations-inkompetenter viraler Vektoren mit Klasse 3
den Sequenzen des humanen endogenen Retrovirus HERV (Gruppe 3) auf etablierten
Zelllinien (Gruppe 1).
- Produktion von HIV auf Zelllinien der Gruppe 1. Klasse 3
Kultur von Zellen mit unzureichender Charakterisierung oder mit Verdacht auf Infek- | Klasse 2

Klasse 3 (bei Ver-
dacht auf Mikroorga-

Beispiele: nismen der Gruppe
3)
- Kultivierung verschiedener primarer humaner Tumorzellen (RG2) zur Analyse von Mu- | Klasse 2
tationen in spezifischen, fiir die tumorigenen Eigenschaften verantwortlichen Sequen-
zen mittels DNA-Hybridisierungstests.
- Kultivierung von Leberkarzinomzellen von HBV-seropositiven Personen. Klasse 3

22 Empfehlung der EFBS: Classification of work with genetically modified viral vectors, https://www.efbs.admin.ch/en/recom-

mendations/recommendations-of-the-secb/
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Tatigkeit Klasse

Zellen mit gentechnischen Veranderungen?? Klasse gemdss Be-
wertung des Risikos
der Zellen, Vektoren
und Inserts

- Eigenschaften der Wirtszelllinien (bei Hybridomen sind die Eigenschaften beider Zellen zu beachten),
- Vektor, der fiir die Transformation verwendet wird (Plasmide, virale Vektoren),

- Transfer viraler Sequenzen, Transfer von Virulenzfaktoren,

- Versuche zur Aktivierung endogener Retroviren,

- Expression rekombinanter Genprodukte, Vorhandensein von Helferviren.

Zu bericksichtigen gilt auch, dass gewisse Gene (z.B. Tumorigenitat) erst mit zunehmendem Alter, d.h. Passagen-
zahl einer Zellkultur oder nur unter spezifischen Kulturbedingungen (pH, Nahr- und Zusatzstoffe) exprimiert werden
(z. B. inserierte retrovirale Sequenzen).

Beispiele:

- Expression von nicht funktionellem, menschlichem Interleukin in kommerziell erhaltli- Klasse 1
chen, zertifizierten Insektenzelllinien (Spodoptera frugiperda), die mit nicht infektidsen,
kommerziell erhaltlichen, gut charakterisierten Vektoren (Baculovirus) transfiziert wur-
den.

- Expression humaner Wachstumsfaktoren in gut charakterisierten Insekten- und Maus- | Klasse 1
zelllinien der Gruppe 1 sowie etablierten, gut charakterisierten menschlichen Zelllinien
der Gruppe 1.

- Uberexpression von DNA-Repair-Proteinen in gut charakterisierten priméren Zellen der | Klasse 1
Gruppe 1.

- Transfektion primarer muriner neuronaler Zellen von Mausen, die unter FELASA-Be- Klasse 2
dingungen gehalten werden (Gruppe 1), mit attenuierten Pseudorabies Vektoren
(Gruppe 2).

- Transfektion primarer humaner Beta-Zellen aus der Leber (Gruppe 2) mit adenoviralem | Klasse 2
Vektor (Gruppe 2) mit siRNA fiir Diabetes Gene.

Arbeit mit Zellen (Gruppe 1) fiir biochemische Untersuchungen, ohne Kultivierung Anforderungen der
SAMV zum Schutz
vor Exposition ge-
geniiber potentiell in-
fektiosem Material
befolgen

Arbeit mit Zellen (auch Blut, Biopsien), die keine Vermehrung der Zellen, bzw. der allfallig vorhandenen pathogenen
Mikroorganismen beinhaltet und die nicht die Identifikation pathogener Mikroorganismen bezweckt, gilt nicht als
Umgang mit pathogenen Mikroorganismen und fallt daher nicht unter den Geltungsbereich der ESV.

Es wird empfohlen, die SUVA-Empfehlungen zur Verhitung blutibertragbarer Infektionen in medizinischen Labora-
torien (1997, Bestellnummer: 2869/19.d) einzuhalten.

Beispiele:
Extraktion von Proteinen aus primdrem menschlichem Probenmaterial zur Aufklarung der Kristallstruktur der Prote-
ine.

23

Public Health Agency of Canada, 2015, Canadian Biosafety Standards and Guidelines, Second edition, https://www.can-
ada.ca/en/public-health/services/canadian-biosafety-standards-guidelines/second-edition.html.
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4 Sichere, sterile Arbeitspraxis

Kontaminationen von Zellkulturen mit pathogenen Mikroorganismen oder Kreuzkontaminatio-
nen mit anderen Zellen kdnnen durch das Einhalten einer sicheren, sterilen Arbeitspraxis sig-
nifikant reduziert oder sogar vermieden werden.*

Die Kontamination von Zellen wahrend der Arbeit entsteht durch:

- bereits vorhandene Kontamination beim Erwerb der Zellen;

- kontaminierte Materialien wie Medien (z. B. Bovine Viral Diarrhoea Virus in Bovine Se-
rum Albumin) und Additive zur Zellkultivierung;

Kreuzkontaminationen mit anderen, im selben Labor verwendeten Zellen, die bekannter-
oder unbekannterweise kontaminiert sind, oder durch andere mikrobiologische oder
molekularbiologische Arbeiten im selben Labor;

unabsichtliche Kontamination der Personen, die die Zellen handhaben (dokumentierte
Beispiele sind: keine Handschuhe, Sprechen, Niesen, verstaubter Armel in der Bi-
osicherheitswerkbank);

die Luftzufuhr oder anderweitig aus der Umwelt.

Zur Vermeidung dieser Kontaminationen stehen folgende Methoden zur Verfiigung?:

Einhalten bzw. Uberprifen guter Laborpraxis: Verwenden steriler, zertifizierter Medien
und Verbrauchsmaterialien, persdnliche Hygienemassnahmen (Handschuhe, Laborman-
tel), regelmassige Dekontamination der Werkbanke und Gerate, Arbeit in einer biolo-
gischen Sicherheitswerkbank der Klasse I, die nicht Uberfullt ist;

- Masterzellbanken sicher verwenden und strategisch verwalten, Aufteilen der Zellen in
Master- und Arbeitszellbanken mit tiefen seriellen Uberimpfungszahlen (Passagen);

- so0 wenig wie mdglich Antibiotika verwenden;

Testen der verwendeten Zelllinien zum Nachweis von Kontaminationen, bzw. zur
Bestatigung des Fehlens von Kontaminationen.

Tests zur Identifikation oder Kontamination von Zelllinien kbnnen bei den meisten kommerzi-
ellen Zelllinien-Lieferanten entweder bezogen oder durchgefiihrt werden.

Im Falle einer Kontamination wird empfohlen, die Zelllinie sachgemass zu entsorgen und wenn
moglich mit einer frischen Kultur aus der Masterzellbank weiterzuarbeiten. Eine Kontamination
z.B. mit Mykoplasmen oder Viren zu entfernen ist sehr aufwandig oder fast unmdglich.

Anstatt Zelllinien routinemassig zu testen, kénnen auch héhere Sicherheitsmassnahmen ge-
troffen werden. Falls aber in einem Betrieb hohe Qualitatsstandards und Qualitatsprogramme
vorhanden sind, kann die Tatigkeit unter Umstanden in einer tieferen Risikoklasse durchge-
fuhrt werden.

2 WHO, 2013, Recommendations for the evaluation of animal cell cultures as substrates for the manufacture of biological me-
dicinal products and for the characterization of cell banks, Annex 3, TRS No 978, https://www.who.int/publications/m/item/an-
imal-cell-culture-trs-no-978-annex3

% Corning Incorporated 2017, Understanding and managing cell culture contamination, https://www.chemie-
brunschwig.ch/documents/suppliers-information/CLS-AN-020-cell-culture-contamination-quide-A4.pdf
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