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Stellungnahme der ZKBS zur Risikobewertung von Vacciniavirus DIs 

als Spender- oder Empfängerorganismus 

gemäß § 5 Absatz 1 GenTSV 

 

Allgemeines 

Das Vacciniavirus DIs stammt vom Stamm DIE ab, einem an die Chorioallantoismembran des 

Huhnes angepassten Dermovacciniavirusstamm, der bis 1981 in Japan zur Pockenimpfung 

genutzt wurde [1–3]. DIE selbst wurde vom Stamm Dairen I abgeleitet, der 1942 aus einer an 

Pocken erkrankten Person in Japan isoliert worden war. DIE wurde durch 35 Passagen auf 

Kaninchenhautzellen, einer Zwischenpassage auf Kaninchenhodenzellen und einer 72-

stündigen Kultivierung auf der Chorioallantoismembran zwölf Tage alter Hühnereier gewonnen 

[1]. Der Stamm DIs entstand durch 13 serielle Passagen von jeweils einem Tag in Hühnereiern 

[2]. DIs ist durch die Passagierung im Vergleich zu DIE deutlich attenuiert [3, 2]. Auf primären 

Affenleberzellen zeigte DIs einen moderaten zytopathischen Effekt. Auf L-Zellen 

(Mausfibroblasten) replizierte sowohl DIs als auch DIE, sofern eine große Menge viraler 

Partikel zur Infektion verwendet worden war [2]. In weiteren Studien wurde gezeigt, dass DIs 

auf Hühnerembryofibroblasten (CEF) repliziert, nicht jedoch auf den Säugerzelllinien HeLa, 

CV-1 (Affennierenzellen), RK13 (Kaninchennierenzellen) und CHO (Hamsterovarienzellen) 

[3]. In vivo zeigte DIs keine Pathogenität in Kaninchen, Hühnern, Mäusen und 

Meerschweinchen [2, 4]. Bei Inokulation von Javaneraffen (zwei Tiere) über die Haut (mittels 

Skarifikation, Multiple-Pressure-Methode oder intradermal, 1,5 x 105 plaque forming units, pfu) 

war DIs immunogen und es kam zur Pustelbildung an der Einstichstelle und leichtem Fieber 

an Tag fünf bis sechs nach Inokulation (p. i.). Ein mit DIE inokulierte Affe hatte ebenfalls 

Pusteln und zeigte an Tag vier bis sechs p. i. Fieber [4]. Bei intrathalamischer Inokulation von 

DIs in drei verschiedenen Dosierungen (2 x 108, 2 x 107 oder 2 x 106 pfu) an neun Javaneraffen 

blieben die meisten Tiere klinisch unauffällig. Zwei Tiere, die die höchste Dosis erhalten hatten, 

zeigten an Tag sechs und sieben p. i. reversible Lähmungen und Augenzittern. Tiere, die mit 

den Stämmen CV1, Ikeda, Lister (Elstree), EM63 und HYBH inokuliert worden waren, starben 

nach einem bis drei Tagen. Die mit DIs inokulierten Tiere wurden nach zehn bis 14 Tagen 

euthanasiert und wiesen leichte bis moderate Läsionen der Hirnhaut und des Plexus 

choroideus auf [5]. In einer weiteren Studie war DIs nach intrazerebraler Inokulation in 

Javaneraffen nicht pathogen, während mit Lister (Elstree), Ikeda oder IHD inokulierte Tiere 

starke Symptome zeigten und nach wenigen Tagen starben. Histologisch waren jedoch auch 

bei den mit DIs inokulierten Tieren leichte Anzeichen einer Entzündung der weichen Hirnhaut 

zu erkennen, virale Partikel konnten aus dem Gehirn und Rückenmark jedoch nicht isoliert 

werden [6]. 

Die Attenuierung von DIs geht auf eine Deletion von insgesamt 15,4 kbp zurück, wodurch 19 

potentielle open reading frames (ORF) partiell oder komplett deletiert werden. Die Deletion 

betrifft die linke terminale Region des Genoms mit den Genen C9 bis K5L und ist vermutlich 

durch eine homologe Rekombination zwischen zwei 16 bp langen, fast identischen 
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Nukleinsäureabschnitten entstanden. Unter den deletierten Genen sind zwei für Proteine mit 

bekannter Funktion für den Wirtstropismus (C7L und K1L) und das Gen K3L, ein Interferon-

Resistenzgen [3, 7]. Die 15,4 kbp Deletion wurde in vier Regionen aufgeteilt (D1 = 3,1 kbp; D2 

= 5,9 kbp; D3 = 3,3 kbp; D4 = 5,1 kbp), die anschließend einzeln oder in Kombination wieder 

in DIs eingebracht wurden. Dabei zeigte sich, dass C7L keine Rolle für den Wirtstropismus 

von DIs zu spielen scheint, während K1L und weitere Bereiche aus der Deletionsregion 2 für 

den Wirtstropismus verantwortlich sind. Wurden alle vier Deletionsregionen wieder in DIs 

eingefügt, replizierte das entstandene Virus gut in CEF sowie in den Säugerzelllinien HeLa, 

CV-1 und RK13, jedoch mit etwas geringeren Titern als DIE. Es ist allerdings nicht 

auszuschließen, dass im Genom von DIs noch weitere attenuierende Mutationen vorliegen [3]. 

Die D2-Region enthält die Gene C3L und N1L. Diese sind für die Virulenz des Vacciniavirus 

von Bedeutung. C3L kodiert für das complement control protein, welches an die 

Komplementproteine C3b und C4b bindet und so den klassischen und den alternativen 

Komplement-Signalweg inhibiert, während die genaue Funktion des N1L-Genprodukts nicht 

klar ist [8, 9]. Die Deletion in DIs ist größer als die host range gene region-Deletion von NYVAC, 
einem der Risikogruppe 1 zugeordneten Copenhagen-Stamm. In NYVAC sind die Gene C7L 

bis K1L deletiert. Zusätzlich sind im Genom von NYVAC die sechs Gene J2R, I4L, A56R, A26L 

und B13R/B14R deletiert [10]. Im Genom des Modified Vacciniavirus Ankara (MVA), einem 
durch Passagierung gewonnenen apathogenen Vacciniavirus der Risikogruppe 1, ist das 

Gen K1L ebenfalls deletiert, während das Gen C7L noch vorhanden ist. K1L ist in MVA jedoch 

nicht alleine für dessen Tropismus verantwortlich [3]. MVA weist insgesamt Deletionen von 31 

kbp auf, die Attenuierung beruht jedoch nicht allein auf diesen Deletionen [3, 11, 12]. 

 

Empfehlung 

Nach § 5 Absatz 1 GenTSV i. V. m. den Kriterien im Anhang I GenTSV wird das Vacciniavirus 
DIs als Spender- und Empfängerorganismus für gentechnische Arbeiten der Risikogruppe 1 

zugeordnet. 

 

Begründung 

Das Vacciniavirus DIs ist im Vergleich zum Ausgangsstamm DIE stark attenuiert und repliziert 

nicht in den meisten Säugerzelllinien. Im Tiermodell wurden keine oder leichte und 

selbstlimitierende Symptome beobachtet, die im Vergleich zu Wildtypstämmen oder dem 

Ausgangsvirus DIE deutlich attenuiert waren. 

 

Hinweis 

Um eine mit dem Ausgangsstamm DIE vergleichbare Vermehrungsfähigkeit 

wiederherzustellen, müssen mehrere der deletierten Gene/Regionen in DIs eingeführt werden. 

Die für die Attenuierung von DIs verantwortlichen viralen Funktionen sowie die zellulären 

Funktionen, die die Virusreplikation in permissiven Zellen ermöglichen, sind nur teilweise 

bekannt. Aus diesem Grund ist bei gentechnischen Arbeiten mit DIs als Empfängerorganismus 

analog zur „Stellungnahme der ZKBS zur Risikobewertung des rekombinanten Vacciniavirus 

MVA“ (aktualisierte Fassung vom November 2018, Az. 6790-10-74) zu prüfen, ob sich die 

Insertion von Nukleinsäureabschnitten bei der Herstellung eines rekombinanten DIs auf die 

Attenuierung auswirkt.  

Daher empfiehlt die ZKBS, die Risikobewertung rekombinanter DIs wie für rekombinante MVA 

beschrieben (Az. 6790-10-74) vorzunehmen.  

Auf folgende Stellungnahmen wird hingewiesen: 



 

      3 

B
V

L_
FO

_
0

5
_

4
1

0
0

_
4

0
2

_
V

1
.6

 

 Stellungnahme der ZKBS zur Risikobewertung des rekombinanten Vacciniavirus MVA 

(aktualisierte Fassung vom November 2018, Az. 6790-10-74) 

 Stellungnahme der ZKBS zum Umgang mit rekombinanten Vacciniaviren (aktualisierte 
Fassung vom April 2014, Az. 6790-10-04) 

 Stellungnahme der ZKBS zur Einstufung gentechnischer Arbeiten, bei denen Gene für 
immunmodulierende Proteine in das Genom replikationskompetenter 
Mikroorganismen integriert werden (Aktualisierung von April 2019, Az. 6790-03-05) 
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