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Material und Methoden

1 Material und Methoden

Biologische Materialien:

o PT Zellen (epitheliale Nierenzellen (Ursprung: Schaf) in Zellkultur)
e Bovines Coronavirus

Alle Experimente, die Arbeiten mit dem aktiven bovinen Coronavirus (bCoV) beinhalteten,
wurden im BSL-2 Labor des Fraunhofer IZI durchgefthrt. Das bovine Coronavirus dient als
Surrogat fur SARS-CoV-2, das strukturell vergleichbare Eigenschaften aufweist.

Die Versuche wurden in Duplikaten oder Triplikaten und in drei unabhangigen Experimenten
durchgefuhrt.

Vorbereitung:

C6Power stellte mehrere Mund-Nasen-Schutz (MNS)-Exemplare der Variante 2 zur
Verfugung, zusammen mit mehreren Kunststoffrahmen zum Einspannen des Filtermaterials
und einem Versuchsaufbau zur Detektion der elektrostatischen Spannung. Pro Messung
wurden 2 Stlcke Filterpapier (je eines fur Referenz und Probe) im Format von etwa 40 mm
x 60 mm zugeschnitten und Uber UVC-Bestrahlung in einer Sicherheitswerkbank sterilisiert.
Die MNS-Varianten wurden ebenfalls Uber Bestrahlung mit UVC einer Sicherheitswerkbank
sterilisiert. Im Anschluss wurden die Filter und die MNS-Varianten verschlossen und steril
gelagert. Die Oberflachen des Kunststoffrahmens wurden mit 70 % Ethanol sterilisiert und
anschlieBend ebenfalls steril verpackt gelagert.

Durchfihrung:
Tag 1:

1. Aussaen von PT Zellen in 96-Well Platten: 25.000 Zellen / well in 200 pl / well

DMEM +10% FCS und +1% P/S
Tag 2:

1. BCoV-haltiger Zellkulturtiberstand (ca. 1,7*107A9 TCID50 / ml) wurde im
Klhlschrank aufgetaut.

2. Das Filtermaterial wurde in den Tragerrahmen eingespannt.

3. 100pl virushaltiger Zellkulturtberstand wurde gleichmaBig auf das Filtermaterial
aufgetragen.

4. Die Stoffschichten des MNS wurden getrennt und das Vorhandensein eines
elektrischen Felds mit dem bereitgestellten Versuchsaufbau sichergestellt.

5. Der Tragerrahmen wurde in den einseitig geoffneten MNS zwischen die
Stoffschichten mittig eingefihrt.

6. Der MNS wurde durch mehrmaliges zusammen- und auseinanderziehen der
Seiten bewegt um die Trennung/Verbindung der Stoffschichten zu ermoglichen
und weiterhin ein elektrisches Feld zu erzeugen, es erfolgte eine erneute
Uberprifung des Vorhandenseins des elektrischen Felds, welches im
Allgemeinen schwacher ausfiel.

7. Fur die Referenz wurde der vorbereitete Tragerrahmen mit der Viruslosung nicht
in den MNS eingefuhrt.

8. Der Tragerrahmen wurde anschlieBend entnommen und das Filtermaterial in ein
steriles Kunststoffgefa gegeben.

9. 900pl Zellkulturmedium wurde in das GefaB zugegeben und die virushaltige

Suspension aus dem Filterpapier durch Mischen herausgewaschen.
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10.
11.
12.
1:3:

14.

Ergebnisse

Die Rohrchen wurden kurz zentrifugiert um das Filtermaterial im unteren Teil
des Rohrchens zu sammeln.

100pl des Uberstandes wurden flr die Titration eingesetzt (resultierende
Verdinnung: 1:100)

Es folgte davon ausgehend eine serielle 1:10-Verdinnung.

Das Kulturmedium wurde von 96-well Vero E6 Platten abgenommen und
anschlieBend 200 pl / well der Virusverdinnung transferiert, eine Reihe nur mit
Medium diente als Negativkontrolle.

Die Zellkulturplatten wurden ca. 5 Tage bei 37 °C inkubiert.

Tag 6: Fixierung und Farbung

18.
19.

Nach 5 Tagen erfolgte die Fixierung der Zellen mit 200ul 70% Ethanol pro well
far ca. 20 min bei Raumtemperatur (RT).

Nach Abnehmen des Ethanols folgte die Zugabe von 50 pl pro well
Kristallviolett-Losung und Inkubation fur ca. 20 min bei RT.

Nach Ausklopfen der Kristallviolett-Losung wurden die Platten mit H20
gewaschen.

Die Platten wurden getrocknet und die infizierten wells abgelesen.

Die Berechnung der Tissue-culture infectious dose 50% (TCID50) in
ruckgewonnener Losung von Probe vs. Referenz erfolgte mit der Methode nach
Reed & Muench.

2 Ergebnisse

Die bCoV-Viruskonzentration wurde in den rlickgewonnenen Proben durch Titration auf PT-
Zellen in drei unabhangigen Experimenten bestimmt. Die Zellen wurden wie oben
beschrieben, nach 5 Tagen fixiert und gefarbt und die Virustiter mithilfe der Reed & Muench-
Methode berechnet.

Experimentserie MNS-Variante 2:

Experiment/Replikat | Virustiter (TCID50/ml)
Referenz MNS-Variante 2

11 1,58E+08 5,00E+07
172 5,00E+08 2,32E+08
1/3 1,58E+08 1,08E+08
2/1 1,08E+09 2,32E+09
2/2 2,32E+08 1,58E+08
3/1 5,00E+09 5,00E+08
3/2 1,08E+09 5,00E+08
Mittelwert (n=7) 1,17E+09 5,53E+08
SD 1,90E+09 8,76E+08

Tabelle 1: BCoV Titer nach Rickgewinnung aus dem Filtermaterial fur Variante 2 des Mund-
Nasen-Schutzes, Zusammenfassung der Daten aus drei unabhangigen Experimenten

Fraunhofer IZI



Referenz Probe

Verdlinnung

2 R

>

-1
Nicht infiziert

AEitAy 2o foubt ALY ]

o ©®

190000006

— S —

Ergebnisse

Abbildung 1: Reprasentative
Darstellung einer 96-well Platte
nach Fixierung und Farbung der
fixierten Zellen mit Kristallviolett.
In den weilen Bereichen sind
keine Zellen mehr vorhanden
(Virusaktivitat) in den dunklen
Bereichen sind angefarbte Zellen
zu sehen. Es wurden pro
Verdunnung 4 wells fur die
Titerbestimmung infiziert um die
Endpunktverdinnung bzw. die
TCID50 bestimmen zu konnen.
Pro Experiment wurde eine 96-
well-Platte verwendet.

Zusammenfassung der drei Experimente fir MNS-Variante 2:
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Abbildung 2: Zusammenfassung der Mittelwerte von je drei unabhangigen Experimenten
(n=7), fur die getesteten MNS-Variante 2, sowie die dazugehorigen Referenzmessungen.
Dargestellt sind die einzelnen Versuchsreplikate (Einzelwerte siehe Tabelle 1) sowie das
geometrische Mittel aus den Replikaten.

Vorangegangene Experimentserie (siehe Abschlussbericht Teil 1) mit MNS-Variante 2,
allerdings ohne Referenzmessung:

Experiment/Replikat

unbehandelt

MNS-Variante 2

171

1,08E+09

1,58E+06
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1/2 2,32E+09 1,08E+04
Mittelwert 1,70E+09 7,95E+05
SD 8,77E+08 1,11E+06

Beurteilung

Tabelle 2: BCoV Titer nach Ruckgewinnung aus dem Filtermaterial fur Variante 2 und des
Mund-Nasen-Schutzes, Zusammenfassung der Daten aus einem Einzelexperiment in
Duplikaten. Bei diesem Versuch wurde keine Referenzmessung durchgefuhrt, sondern nur
der Titer der Ausgangslosung bestimmt (unbehandelt).
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Abbildung 2: Zusammenfassung der Mittelwerte von je drei unabhangigen Experimenten
(n=7), sowie den beiden Messpunkten aus der vorangegangenen Messung (n=2) fur die
getesteten MNS-Variante 2, sowie die dazugehorigen Referenzmessungen. Dargestellt sind
die einzelnen Versuchsreplikate (Einzelwerte siehe Tabelle 1 und Tabelle 2) sowie das
geometrische Mittel aus den Replikaten.

3 Beurteilung

Leider zeigte sich fur MNS Variante 2 nur ein geringer Unterschied zwischen den Virustitern
der jeweiligen Referenz und der MNS-Variante. Flr die MNS-Variante 2 ergibt sich in der
aktuellen Experimentserie eine logarithmische Titerreduktion von 0,33, was ungefahr einer
Reduktion um 52,84% gegenuber der Referenz entspricht (Tabelle 3).

MNS- Referenz MNS Log Log Differenz | % Reduktion
Variante 2 Referenz | MNS

Mittelwert | 1,17E409 | 5,53E+08 | 9,07 8,74 |-0,33 52,84

(n=7)

Tabelle 3: Prozentuale Reduktion der Logstufen des gemessenen Virustiters fur MNS-
Variante 2
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Beurteilung

Bezieht man die zwei vorangegangenen Messungen mit der gleichen MNS-Variante aus
Tabelle 2 mit ein, ergibt sich eine Reduktion des Virustiter von 0,44, was ungefahr einer
Reduktion von 63,30% gegenuber der Referenz entspricht (Tabelle 4).

MNS- Referenz MNS Log Log Differenz | % Reduktion
Variante 2 Referenz | MNS

Mittelwert | 1,17E+09 | 4,30E+08 | 9,07 8,63 |-044 63,30

(n=9)

Tabelle 4: Prozentuale Reduktion der Logstufen des gemessenen Virustiters fur MNS-
Variante 2 unter Einbeziehung der vorangegangenen Messungen aus Tabelle 2.

Basierend auf der Anzahl der Messpunkte und deren Verteilung ist bei MNS-Variante 2 bei
dem einzelnen Messpunkt mit einem Titer von 1,08E+04 (Tabelle 2 und Abbildung 2) von
einem experimentellen Ausreier auszugehen. Durch die Wiederholung des Versuchs konnte
nur ein geringer Unterschied zur Referenz gemessen werden. Dieser Effekt ist nicht statistisch
signifikant (p=0,4, t-test, 2-seitig, gepaart).

Ein Problem lag in zu Beginn in der Etablierung eines geeigneten Versuchsaufbaus.
Medizinische MNS oder sog. OP-Masken werden nach DIN EN 14683 fur medizinische
Gesichtsmasken getestet und durchlaufen folgende Prifungen: bakterielle Filterleistung
(BEF), Atmungsaktivitat, Spritzwiderstand und Mikrobiologische Reinheit (Keimbelastung).
Die bakterielle Filterleistung wird dann in Form der Aerosole angegeben, die das Material der
medizinischen Maske durchdrungen haben. Eine Filterleistung von 95 % sagt
dementsprechend aus, dass nur 5 % der Aerosol-Einheiten die Schutzmaske durchdringen
konnten. Allerdings ist diese Testnorm flr die hier vorliegenden MNS-Varianten nicht
anwendbar, da es sich hier nicht um medizinische MNS handelt und zudem eine potentielle
antivirale Aktivitat vorliegt. Auch die Richtlinien der Verordnung EU 2016/425 Uber
personliche Schutzausristung (PSA) zum Eigenschutz und die dazugehorige Norm flr
Schutzausristung und Atemschutzgerate (EN 149) ist hier nicht anwendbar, da hier ebenfalls
die Anzahl an Partikel gemessen wird, die das Material der FFP (,,filtering face piece”)Maske
durchdringen.

Auch eine Testprozedur nach I1SO 18184 zur Testung der antiviralen Wirkung von textilen
Produkten kann hier nicht angewendet werden, da hier von einer antiviral wirkenden
Beschichtung der Fasern ausgegangen wird.

Somit wurde hier ein eigener Versuchsaufbau entwickelt, um gezielt die antiviralen
Eigenschaften zu Uberprifen. Dieser experimentelle Aufbau unterliegt keiner offiziell
standardisierten Testmethodik und orientiert sich an im Labor etablierten Testprozeduren
und -bedingungen. Mdéglicherweise ware ein Aufbau, in dem gezielt die antivirale Wirkung
fur virushaltige Aerosole Uberprift wird, besser geeignet. Dieser Aufbau konnte allerdings
nicht realisiert werden.

Im Allgemeinen wird fur einen antiviralen Effekt von einer Titerreduktion von mindestens 2
Logstufen (-2, entspricht 99%) bzw. 3 Logstufen (-3, entspricht 99,9%) angestrebt. Ein
Effekt in dieser GroBenordnung konnte hier nicht beobachtet werden, die Reduktion des
Virustiters fir MNS-Variante 2 ist mit 52,84% bzw. 63,3% deutlich geringer.

Es ist allerdings anzumerken, dass die Inaktivierungszeit weniger als eine Minute betrug
(Trennen der Stoffschichten, Messung des elektrischen Feldes, EinfUhren des
filterbespannten Testrahmens und Bewegen der Maske fir ca. 10 Sekunden). Wird die
Maske getragen, ware von einem langer andauernden Effekt auszugehen.
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