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Stellungnahme der ZKBS zur Risikobewertung von gentechnischen Arbeiten
mit rekombinanten Influenza-A-Viren

Influenza-A-Viren (FLUAV) gehdren zur Familie der Orthomyxoviridae. Sie verfligen Uber ein
negativ orientiertes RNA-Genom, welches sich auf 8 Segmente verteilt. Urspriinglich wurde
angenommen, dass das virale Genom fir 10 Proteine kodiert, allerdings wurden in den letzten
Jahren weitere 7 Translationsprodukte beschrieben, die aus der Verwendung alternativer
Startkodons bzw. Leserahmen oder durch alternatives SpleiBen entstehen. Die biologische
Relevanz und die Funktion dieser Translationsprodukte sind jedoch noch nicht vollsténdig ge-
klart [1]. Innerhalb der Spezies FLUAV werden die Viren anhand ihrer Oberflachenproteine
Hamagglutinin (HA) und Neuraminidase (NA) in Subtypen unterteilt. Aktuell sind 18 HA- und
11 NA-Subtypen bekannt, die in verschiedenen Kombinationen auftreten kénnen (Bezeich-
nung HxNy) [2, 3]. Die Viren weisen ein breites Wirtsspektrum auf und kénnen sowohl Sauge-
tiere als auch Vogel infizieren, wobei Wasservégel wahrscheinlich das natirliche Reservoir
(mit Ausnahme der Fledermaus-Influenzaviren H18 und H17) darstellen. FLUAV weisen ein
hohes zoonotisches Potenzial auf und sind in der Lage, die Speziesbarriere zu Uberwinden
und sich auch dauerhaft an neue Wirte anzupassen [2]. Die hohe Anpassungsféahigkeit beruht
zum einen auf einer vergleichsweise hohen Mutationsfrequenz, zum anderen auf der Fahig-
keit, ganze genomische Segmente zwischen verschiedenen FLUAV austauschen zu kénnen
(Reassortierung) [2, 4]. Das durch FLUAYV induzierte Krankheitsbild kann je nach Subtyp und
Wirt variieren und kann sich von weitgehend asymptomatisch bis hin zu einer schweren Er-
krankung mit toédlichem Verlauf erstrecken. Daher werden FLUAV differenziert nach Subtyp
und Stamm der Risikogruppe 2, 3 oder 4 zugeordnet, wobei es sich bei FLUAV der Risiko-
gruppe 4 bislang ausschlieBlich um Viren handelt, die im Rahmen von Forschungsvorhaben
erzeugt wurden [5, 6]. Bezlglich des Genomaufbaus unterscheiden sich die Viren der ver-
schiedenen Risikogruppen jedoch nur geringfligig. Es gibt keine Gene, welche ausschlieBlich
bei FLUAV einer bestimmten Risikogruppe vorzufinden sind. Die unterschiedlichen Eigen-
schaften und Gefahrdungspotenziale ergeben sich durch Mutationen und Sequenzvariationen
in multiplen viralen Genen. Dabei ist zu beachten, dass die fir das Gefahrdungspotenzial re-
levanten Eigenschaften bei FLUAV meist durch mehrere virale Gene definiert werden (poly-
genisch determinierte Virulenz). Innerhalb verschiedener Gene wurden dabei Mutationen und
Sequenzmotive identifiziert, die mit einer erhdhten Virulenz assoziiert sind [7]. Allerdings ist
hier zu beachten, dass die biologische Bedeutung solcher Mutationen/Sequenzmotive in Ab-
hangigkeit des FLUAV-Subtyps, Virus-Stamms und der Wirtsspezies betrachtlich variieren
kann [7, 8].

Aufgrund der polygenisch determinierten Virulenz, der genetischen Variabilitat sowie dem brei-
ten Wirtsbereich ergeben sich Besonderheiten, die sowohl bei der Antragsstellung als auch
bei der Bewertung von gentechnischen Arbeiten mit FLUAV zu berticksichtigen sind. Im Fol-
genden werden allgemeine Hinweise und Bewertungskriterien zu haufig durchgefiihrten gen-
technischen Arbeiten zusammengefasst.

1. Hinweise zur Angabe der verwendeten Spenderorganismen

Fir eine differenzierte Bewertung einer gentechnischen Arbeit mit FLUAV ist die genaue An-
gabe der verwendeten Spender- und Empféngerorganismen notwendig. Im Fall von FLUAV
ist dies die Angabe der verwendeten Subtypen. Die Angabe der Risikogruppe allein (z. B.
,Influenzaviren der Risikogruppe 2) reicht nicht aus. Gibt es innerhalb der verwendeten Sub-
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typen zudem Varianten oder Stdmme mit abweichenden Risikogruppen (z. B. HIN1: Spani-
sche Grippe von 1918 vs. saisonale Viren), ist kenntlich zu machen, welche Varianten oder
Stamme verwendet werden. Bei der Bewertung von FLUAV unterscheidet die ZKBS zudem
zwischen humanen, humanpathogenen, avidaren und Sauger-adaptierten Viren.

= humane FLUAV:
FLUAYV, die in der menschlichen Population zirkulieren, bzw. bei denen der Mensch den
Hauptwirt darstellt.

= humanpathogene FLUAV:
FLUAV, die bereits im Menschen nachgewiesen wurden bzw. dort eine Erkrankung verur-
sacht haben. Dabei kann es sich sowohl um humane als auch um animale Viren handeln.

= an Siuger adaptierte FLUAV:
FLUAV, deren Hauptwirt ein Saugetier darstellt oder die durch Passage oder durch gen-
technische Veranderungen an die Replikation im Sauger angepasst wurden.

= aviare FLUAV:
Viren, bei denen Végel den natirlichen Wirt darstellen. Innerhalb der avidren Viren der Sub-
typen H5 und H7 wird zudem zwischen niedrig- und hochpathogenen aviaren Viren unter-
schieden (LPAIV und HPAIV) [9].

2. Kriterien fur die Bewertung in das FLUAV-Genom eingefligter Mutationen und
subgenomischer Nukleinsaureabschnitte

Bereits das Einfligen von wenigen Mutationen bzw. kurzen Nukleinsdureabschnitten kann das
Gefahrdungspotenzial von FLUAYV signifikant veréandern. Dies flhrt dazu, dass bestimmte gen-
technische Arbeiten mit FLUAV vorsorglich einer héheren Sicherheitsstufe zugeordnet wer-
den. Bislang sind nicht alle molekularen Faktoren bekannt, die das Gefahrdungspotenzial von
FLUAV definieren, jedoch werden die Gene des Polymerasekomplexes (PB2, PB1, PA und
ggf. ihre akzessorischen Genprodukte) sowie das Oberflachenprotein Hamagglutinin (HA) als
die Faktoren angesehen, die maBgeblich das Gefédhrdungspotenzial bestimmen.

2.1. Veranderungen an Genen des Polymerasekomplexes

Der trimere Polymerasekomplex spielt eine entscheidende Rolle bei der Auspragung der Viru-
lenz sowie bei der Adaptation an einen neuen Wirt. Veréanderungen an diesen Genen kénnen
somit das Gefahrdungspotenzial und die daraus resultierende Sicherheitsstufe entscheidend
beeinflussen.

2.1.1. Veranderungen an Genen des Polymerasekomplexes von FLUAV der Risiko-
gruppe 2

Werden die Gene des Polymerasekomplexes von FLUAV der Risikogruppe 2 verandert, wird
grundsatzlich eine vorsorgliche H6herstufung der Arbeiten in die Sicherheitsstufe 3 empfoh-
len. Kann jedoch dargelegt werden, dass nachfolgende Punkte eingehalten werden, wird eine
Einstufung in die Risikogruppe 2 empfohlen:

(a.) Es werden keine subgenomischen Nukleinsdureabschnitte von Genen von FLUAV einer
héheren Risikogruppe eingefugt.

(b.) Es werden die Polymerase-Gene eines niedrigpathogenen aviaren FLUAV (LPAIV) der
Risikogruppe 2 verandert, aber die Veranderungen vermitteln keine weitgehende Adapta-
tion an die Replikation im Menschen.
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(c.) Es werden die Polymerase-Gene von an Sauger adaptierten FLUAV der Risikogruppe 2
verandert, aber die Veranderungen flhren nicht zu einer Steigerung der Virulenz im S&u-
ger.

(d.) Es werden die Polymerase-Gene von humanpathogenen FLUAV der Risikogruppe 2 ver-
andert, aber die Veranderungen fuhren nicht zu einer signifikanten Erh6hung der Replika-
tionseffizienz in humanen Zellen.

Hinweis

Bei der Beschreibung der geplanten gentechnischen Arbeit sind die erwarteten Auswirkungen
der genetechnischen Veranderungen bezlglich der Punkte 2.1.1 (a) - (d) mit Verweis auf die
Fachliteratur und/oder experimentellen Daten darzulegen. Sind die Auswirkungen der gen-
technischen Veranderungen beziglich der oben genannten Punkte unklar oder werden diese
im Antrag nur unzureichend dargestellt, werden fir Arbeiten mit FLUAV der Risikogruppe 2, in
welche Veranderungen in die Gene des Polymerasekomplexes eingefligt werden, geman § 7
Abs. (1a) GenTG vorsorglich MaBnahmen der Sicherheitsstufe 3 empfohlen. Ausgenommen
hiervon ist das Einfligen von Reportergenen oder technischen Sequenzen (z. B. tags), da da-
von auszugehen ist, dass das Einfligen dieser Elemente das Gefédhrdungspotenzial nicht er-
héht.

Weiterhin wird darauf hingewiesen, dass bei einer vorsorglichen Einstufung der gentechni-
schen Arbeiten in die Sicherheitsstufe 3 experimentelle Daten nachgereicht werden kénnen,
die zu einer Neubewertung und ggf. Herabstufung der gentechnisch veranderten Viren fihren
kdénnen.

2.1.2. Veranderungen an Genen des Polymerasekomplexes von FLUAV der Risiko-
gruppe 3

Werden die Gene des Polymerasekomplexes von FLUAV der Risikogruppe 3 verandert, sind
grundsatzlich MaBnahmen der Sicherheitsstufe 3 einzuhalten. Werden Veranderungen einge-
flgt, die gezielt die Virulenz steigern sollen, kdnnen ggf. zuséatzliche SicherheitsmaBnahmen
wie z. B. das Duschen und der Kleidungswechsel bei Verlassen des Labors erforderlich sein.
Ist das Ziel der Veranderung eine Attenuierung, wird im Einzelfall geprift, ob ggf. eine gerin-
gere Sicherheitsstufe ausreichend ist.

2.2. Veranderungen des Hamagglutinin-Gens

Das Oberflachenprotein HA hat entscheidenden Einfluss auf Wirtsbereich, Zelltropismus und
Transmissibilitat. Veranderungen am HA kénnen daher das Geféahrdungspotenzial von FLUAV
beeinflussen. Daher wird empfohlen, diese im Einzelfall durch die ZKBS bewerten zu lassen.

2.2.1. Veranderungen des Hamagglutinin-Gens von FLUAV der Risikogruppe 2

Wird das HA von FLUAV der Risikogruppe 2 verandert, wird in nachfolgenden Féllen eine
vorsorgliche Héherstufung der gentechnischen Arbeiten in die Sicherheitsstufe 3 empfohlen:

(a.) Es werden basische Aminosauren an der Spaltstelle des HA eingefligt, so dass dieses
von ubiquitaren Wirtszellproteasen gespalten werden kann (unabhangig vom Subtyp oder
Stamm des zu verdndernden Virus).

(b.) Es wird das HA eines humanpathogenen FLUAV der Risikogruppe 2 verandert und es
werden Veranderungen eingefugt, die den Zell- oder Organtropismus der Viren signifikant
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erweitern kénnen (z. B. Insertion von vollstandigen oder partiellen Oberflachenproteinge-
nen von anderen Viren).

(c.) Es handelt sich um animale FLUAV der Risikogruppe 2, in die Veranderungen eingefligt
werden, die eine Adaptation an den Menschen darstellen oder die Transmissibilitat zwi-
schen Menschen erhdhen (z. B. signifikante Erh6hung der Bindungsaffinitat an solche
Rezeptoren, die im menschlichen Respirationstrakt dominant sind).

(d.) Es werden subgenomische Nukleinsaureabschnitte von humanpathogenen FLUAV der
Risikogruppe 3 eingeflgt.

2.2.2. Veranderungen des Hamagglutinin-Gens von FLUAV der Risikogruppe 3

Arbeiten, bei denen das HA von FLUAV der Risikogruppe 3 gentechnisch verandert wird, wer-
den wie folgt bewertet:

(a.) Bei Veranderungen des Hamagglutinin-Gens von FLUAV der Risikogruppe 3 werden ge-
nerell SicherheitsmaBnahmen der Stufe 3 empfohlen. Handelt es sich bei den zu veréan-
dernden Viren um HPAIV oder um das neuartige aviare Virus des Subtyps H7N9, ist zu-
dem Punkt 2.2.2.(b.) zu beachten. Ist das Ziel der Veranderung eine Attenuierung, wird
im Einzelfall gepruft, ob ggf. eine geringere Sicherheitsstufe ausreichend ist.

(b.) Einige Stamme der hochpathogenen aviaren Influenza-A-Viren (HPAIV) sowie das neu-
artige aviére Influenza-A-Virus vom Subtyp H7N9 kénnen schwere Erkrankungen im Men-
schen verursachen. Diese Viren weisen in der Regel keine oder nur eine sehr geringe
Transmissibilitdt zwischen Menschen auf. Gentechnische Arbeiten, die eine Erhdhung der
Transmissibilitét dieser Viren zwischen S&ugern zum Ziel haben, werden daher vorsorg-
lich der Sicherheitsstufe 4 zugeordnet [6, 9].

2.3. Veranderung an sonstigen Genen

Die Gene des Polymerasekomplexes sowie des HA werden als die Faktoren angesehen, die
maBgeblich das Gefédhrdungspotenzial von FLUAV definieren. Daher wird davon ausgegan-
gen, dass Veranderungen in den Ubrigen Genen von FLUAV i. d. R. nicht zu einer Erhéhung
der erforderlichen SicherheitsmaBnahmen gegentber dem unveranderten Ausgangsvirus fih-
ren. Wenn die Veréanderung jedoch eine gezielte Erhéhung der Virulenz oder eine Resistenz-
vermittlung gegendber humanen antiviralen Effektoren darstellt, wird im Einzelfall geprift, ob
eine hdhere Sicherheitsstufe erforderlich ist.

3. Kriterien fiir die Bewertung von Reassortanten

Der Austausch von genomischen Segmenten zwischen verschiedenen FLUAV fihrt zum Ent-
stehen von Reassortanten, die sich in ihren Eigenschaften und ihrem Geféhrdungspotenzial
von ihren Ausgangsviren unterscheiden kdnnen. Daher wird bei der Bewertung von
Reassortanten die Risikogruppe der Spenderviren zwar bertcksichtigt, stellt jedoch nicht das
alleinige Bewertungskriterium dar. Vielmehr sind fir die Bewertung die Art des ausgetauschten
Segmentes sowie die biologischen Eigenschaften der Spenderviren von entscheidender Be-
deutung.

3.1.1. Reassortierung zwischen FLUAV der Risikogruppe 2

Bei der Reassortierung zwischen FLUAV der Risikogruppe 2 kann es ggf. zur Bildung von
Reassortanten kommen, die ein erhéhtes Geféahrdungspotenzial (Risikogruppe 3) aufweisen.
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Dies kann insbesondere dann der Fall sein, wenn durch Reassortierung ein Wirtswechsel (von
Tier zu Mensch) ermdglicht wird. Daher wird empfohlen, nachfolgend aufgefihrte Reassortie-
rungen durch die ZKBS im Einzelfall bewerten zu lassen:

(a.) Es werden Reassortanten zwischen humanpathogenen und animalen FLUAV der Risiko-
gruppe 2 gebildet, wobei eines oder mehrere der Segmente PB1, PB2, PA und/oder HA
ausgetauscht werden.

(b.) Es werden Reassortanten zwischen unterschiedlichen FLUAV der Risikogruppe 2 gebil-
detundes  werden Segmente ausgetauscht, die in identischer Form auch bei Viren der Ri-
sikogruppe 3 vorzufinden sind.

3.1.2. Reassortierung mit FLUAV der Risikogruppe 3

Werden Reassortanten hergestellt, bei denen auch FLUAV der Risikogruppe 3 als Spender
verwendet werden, werden diese wie folgt bewertet:

(a.) Werden Reassortanten zwischen unterschiedlichen FLUAV der Risikogruppe 3 gebildet,
sind die gentechnischen Arbeiten grundsatzlich der Sicherheitsstufe 3 zuzuordnen.

(b.) Werden Reassortanten zwischen FLUAV der Risikogruppe 3 und FLUAV der Risiko-
gruppe 2 gebildet, werden die Arbeiten vorsorglich der Sicherheitsstufe 3 zugeordnet,
wenn in der entstehenden Reassortante eines oder mehrere der Segmente PB1, PB2,
PA und/oder HA vom Virus der Risikogruppe 3 stammen.

Enthalt die Reassortante keines der oben genannten Segmente eines Spenders der Ri-
sikogruppe 3 oder findet der Austausch zwischen Viren ohne Humanpathogenitat statt,
kann im Einzelfall gepruft werden, ob SicherheitsmaBnahmen der Stufe 2 ausreichend
sind. Hierflr ist im Antrag kenntlich zu machen, welche Segmente ausgetauscht werden.

Hinweis

Ist das Ziel einer gentechnischen Arbeit die Bildung von Reassortanten zwischen FLUAV der
Risikogruppen 2 und 3, und werden im Antrag nicht die Art und Anzahl der ausgetauschten
Segmente definiert (z. B. ,Herstellung von 6+2-Reassortanten’), werden alle entstehenden
Reassortanten vorsorglich der Risikogruppe 3 zugeordnet.
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