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Empfehlung der ZKBS
zur Einstufung von gentechnischen Arbeiten mit
hochpathogenen aviaren Influenza A-Viren (HPAIV), d ie das Potenzial einer
effizienten Luftibertragbarkeit zwischen Saugetiere n besitzen

Anlass

Hochpathogene aviare Influenzaviren (HPAIV) sind Influenza A-Viren der Subtypen H5 und H7,
die multiple basische Aminoséuren an der Spaltstelle des Hamagglutinins (HA) besitzen und
einen intravendsen Pathogenitétsindex von mindestens 1,2 bei 6 Wochen alten Hihnern
aufweisen [1]. HPAIV treten meist bei Gefligelbestanden auf und verursachen dort durch ihre
hohe Letalitat einen grof3en wirtschaftlichen Schaden. Seit 1997 kam es jedoch auch zu uber
600 laborbestatigten humanen Infektionen mit HSN1 mit einer Letalitét von ca. 60 %. Bisherige
Ausbriiche von H7N7 beim Menschen waren mit einer deutlich geringeren Letalitdt assoziiert
(ca. 0,2 %) [2]. Humane Infektionen mit HPAIV treten zumeist infolge einer Ubertragung des
Virus von infiziertem Gefligel auf den Menschen auf. Daneben gibt es auch vereinzelte Félle,
die auf eine Mensch-zu-Mensch-Ubertragung zuriickgehen; dauerhafte humane Infektions-
ketten sind jedoch nicht bekannt. HPAIV der Subtypen H5 und H7 sind gem&R § 5 Abs. 1
GenTSV der Risikogruppe 3 zugeordnet.

Im September 2011 wurden auf der 4. Tagung der European Scientific Working Group on
Influenza Experimente vorgestellt, bei welchen ein H5N1-Virus durch gentechnische
Modifikationen in Kombination mit serieller Passagierung im Frettchen so verandert wurde, dass
es auf dem Luftweg zwischen den Tieren Ubertragbar war [3]. Das Frettchen wird als bestes
Tiermodell fur die Vorhersage der Transmissibilitdt von Influenzaviren beim Menschen
angesehen. Die Presse sowie die Fachoffentlichkeit reagierten auf diese Verdffentlichung mit
einer breiten Diskussion tber Nutzen und Risiko der Experimente. Es wurden Befirchtungen
geadulRert, dass die gentechnisch veranderten Viren missbrauchlich verwendet werden oder
unbeabsichtigt aus dem Labor entweichen kénnten. Andererseits wurde angefuhrt, dass die
Experimente essentiell fir die Bewertung des pandemischen Potenzials zirkulierender HPAIV
sowie zur Entwicklung von Impfstoffen seien. Mit Ricksicht auf die dffentliche Diskussion wurde
im Januar 2012 von einer international besetzten Gruppe von Influenzavirologen ein 60tagiges
Moratorium zur Aussetzung der Experimente zur Transmission von HPAIV beschlossen [4]. Im
Mai bzw. Juni 2012 wurden die der Diskussion zugrundeliegenden experimentellen Daten von
den Arbeitsgruppen um Ron Fouchier, Erasmus Medical Center, Rotterdam, und Yoshihiro
Kawaoka, University of Wisconsin-Madison, USA, vollstandig veroéffentlicht [5,6]. Kirzlich wurde
nun ein Ende des Moratoriums verbunden mit einer Wiederaufnahme der Arbeiten angekindigt
[7]. Damit stellt sich die Frage, wie gentechnische Arbeiten mit HPAIV kinftig zu bewerten sind.
In den Niederlanden wurden Sicherheitsmallnahmen entsprechend biosafety level 3+ (z. B.
Verwendung von Mikrobiologischen Sicherheitswerkbanken der Klasse Il bzw. Isolatoren der
Klasse 1l zusatzlich zu den SicherheitsmaRnahmen der Stufe 3) von der Commission on
Genetic Modification (COGEM) als ausreichend fir diese Arbeiten angesehen. In Kanada
wurde von der Public Health Agency of Canada die Sicherheitsstufe 4 fir Arbeiten mit HSN1-
Viren, die das Potenzial einer effizienten Mensch-zu-Mensch-Ubertragung besitzen, festgelegt.

In Deutschland gibt die ZKBS gemalR 8§ 5 GenTG gegenuber der Bundesregierung oder den
zustandigen Behorden der Bundeslander Stellungnahmen zu sicherheitsrelevanten Fragen der
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Gentechnik ab, insbesondere zur Sicherheitseinstufung gentechnischer Arbeiten und zu den
erforderlichen Sicherheitsmalinahmen in gentechnischen Anlagen. Gemal des in 8 7 Abs. la
GenTG formulierten Vorsorgeprinzips sind dabei gentechnische Arbeiten der héheren
Sicherheitsstufe zuzuordnen, wenn Zweifel dartiber bestehen, welche Sicherheitsstufe fir die
vorgeschlagene gentechnische Arbeit angemessen ist. Ferner stuft die ZKBS Mikroorganismen
(Wildtyp) gemadll 8§ 5 Abs. 1 GenTSV als Spender- oder Empfangerorganismen fur
gentechnische Arbeiten in Risikogruppen ein. GemalR § 5 Abs. 6 GenTSV verdffentlicht das
Bundesministerium fir Ernahrung, Landwirtschaft und Verbraucherschutz regelméafRig nach
Anhdrung der ZKBS eine Liste mit Legaleinstufungen von Mikroorganismen. Bei den bislang
publizierten Studien zu potenziell luftibertragbaren HPAIV handelt es sich um gentechnische
Arbeiten [5,6]. Die ZKBS sieht sich durch konkrete Anfragen von Landesbehérden veranlasst,
eine Allgemeine Stellungnahme zur Einstufung von HPAIV, die das Potenzial einer effizienten
Luftiibertragbarkeit zwischen Saugetieren besitzen, abzugeben. Ferner wird eine
Risikobewertung der Arbeiten mit Frettchen-adaptierten HPAIV durch die ZKBS von der
Gesellschaft fur Virologie ausdricklich befurwortet [8].

Wissenschatftlicher Hintergrund

Ziel der Arbeiten von Ron Fouchier und Yoshihiro Kawaoka war es, aufzuklaren, wie grof3 das
evolutiondare Potenzial von HPAIV fur eine effiziente aerogene Ubertragung ist. Es wurde
untersucht, wie viele und welche Mutationen ndétig sind, um HPAIV luftibertragbar im
Frettchenmodell zu machen. Beide Forschergruppen verfolgten dazu unterschiedliche
experimentelle Ansatze.

Die Gruppe um Ron Fouchier fihrte zunéchst mithilfe reverser Genetik zwei Mutationen in das
HA eines H5N1-Isolats ein (Q222L/G224S, Nummerierung gemafll Aminosaureposition im
maturierten HA), fir die ein Zusammenhang mit einem switch in der Rezeptorspezifitdt vom
aviaren (a2,3-verknipfte Sialinsdure) zum humanen Typ (a2,6-verknipfte Sialinsaure) bereits
bekannt ist [5]. Zuséatzlich wurde in der PB2-Untereinheit der viralen Polymerase die ebenfalls
bereits bekannte Mutation E627K eingeflihrt, welche mit einer héheren Replikationseffizienz in
Saugetieren assoziiert ist. Erst nach zehnmaliger Passagierung im Frettchen unter selektiven
Bedingungen fiir eine aerogene Ubertragung war das so veranderte H5N1 jedoch auf dem
Luftweg von Frettchen zu Frettchen Ubertragbar. Bei den so generierten luftiibertragbaren Viren
wurden zwei weitere Mutationen im HA festgestellt - H103Y in der Trimerisierungsdomane und
T156A, die zum Verlust einer Glykosylierungsstelle fuhrt. Frettchen, die auf dem Luftweg mit
dem rekombinanten H5N1 infiziert wurden, zeigten Lethargie, Appetitsverlust und ein
zerzaustes Fell, verstarben jedoch nicht an der Infektion.

In den Experimenten von Yoshihiro Kawaoka wurden zunachst willkirliche Mutationen in den
globularen Kopf des HA eines H5N1-Isolats eingefiihrt und anschlieRend auf Adsorption an
a2,6-verknupfte Sialinsaure gescreent [6]. Es wurden zwei Mutationen identifiziert
(N220K/Q222L), die einen switch in der Rezeptorspezifitat vom aviaren zum humanen Typ
bewirken. Anschlie@end wurde mithilfe reverser Genetik ein reassortantes Virus mit dem
rekombinanten H5N1 HA und den Ubrigen sieben Genomsegmenten von H1N1v (PB2 enthalt
zwei Mutationen zur Adaptation an die Replikation in Saugetieren) hergestellt. Durch
Passagierung im Frettchen unter selektiven Bedingungen fiir eine aerogene Ubertragung
akquirierte das reassortante Virus zwei weitere Mutationen im HA - N154D, die ebenfalls zum
Verlust der Glykosylierungsstelle fihrt und T314l, welche die Stabilitat von HA beeinflusst. Das
so verdnderte Virus wurde zwischen Frettchen effizient auf dem Luftweg Ubertragen. Die
infizierten Frettchen zeigten eine Gewichtsabnahme von < 10 % und Lasionen in der Lunge,
verstarben jedoch nicht an der Infektion.

Empfehlung

Nach 8§ 5 Absatz 1 GenTSV i. V. m. den Kriterien im Anhang | GenTSV werden HPAIV der
Subtypen H5 und H7, die ein erhdhtes Potenzial fur eine effiziente Luftibertragbarkeit zwischen
Saugetieren besitzen, als Spender- und Empfangerorganismen fir gentechnische Arbeiten der
Risikogruppe 4 zugeordnet.

Gentechnische Arbeiten, bei denen unter Verwendung von HPAIV (Risikogruppe 3 ) als
Spender- oder Empfangerorganismen Viren mit einer effizienten Luftibertragbarkeit zwischen
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Saugetieren erzeugt werden, sowie der Umgang mit den so erzeugten Viren sind gemal3 § 7
Abs. 1, Abs. 3 Nr.4 und Abs. 4 Nr. 4 GenTSV i. V. m. § 7 Abs. 1a GenTG der Sicherheits-
stufe 4 zuzuordnen. Solche gentechnischen Arbeiten kdnnen beispielsweise die gezielte
Einfuhrung von Mutationen in das Genom von HPAIV, die zu einer effizienten
Luftiibertragbarkeit zwischen Saugetieren fihren, oder die Einflhrung eines Teils dieser
Mutationen in Kombination mit einer Adaptation der rekombinanten Viren an geeignete
Tiermodelle (z. B. Frettchen oder Meerschweinchen) durch serielle Passagierung mit
Selektionsdruck auf effiziente Luftlibertragbarkeit beinhalten.

Begriindung

Die oben beschriebenen Experimente von Ron Fouchier und Yoshihiro Kawaoka zielten darauf
ab, ein zwischen Frettchen luftibertragbares HPAIV herzustellen. Das Frettchen ist das beste
bislang bekannte Tiermodell fiir die Vorhersage der Transmissibilitat von Influenzaviren beim
Menschen. Somit muss vorsorglich davon ausgegangen werden, dass die gentechnisch
veranderten Viren effizient auf dem Luftweg von Mensch zu Mensch Ubertragbar sind. Fir
HPAIV der Subtypen H5 und H7 gibt es keine praexistierende Immunitat, da sie nicht in der
Bevolkerung zirkulieren [5]. Ein rekombinantes HPAIV mit dem Potenzial einer effizienten
Mensch-zu-Mensch-Ubertragung wiirde somit auf eine immunologisch naive Bevolkerung
treffen. Die durchschnittliche Letalitat bei humanen H5N1-Infektionen liegt bei ca. 60 %. Auch
wenn in den bislang durchgefihrten Studien die Luftibertragbarkeit im Frettchenmodell mit
einer Abschwachung der Pathogenitat assoziiert war [5], kann nicht beurteilt werden, ob (i) dies
auch fur andere HPAIV zutrifft und (ii) diese Viren auch beim Menschen weniger pathogen
waren. Somit ist eine hohe Pathogenitat der gentechnisch veranderten Viren fir den Menschen
nicht auszuschlieen. Ob eine Impfung mit einem prapandemischen Impfstoff gegen H5N1
auch einen Immunschutz gegen die rekombinanten Viren verleiht und ob die antiviralen
Therapeutika gegen Influenzaviren auch gegen die rekombinanten Viren wirksam sind, ist nicht
bekannt. Es wurde zwar gezeigt, dass Seren von Menschen oder Frettchen, die mit einem
prapandemischen H5N1-Impfstoff immunisiert worden waren, mit Reassortanten reagierten, bei
welchen das HA und ggf. auch PB2 von H5N1 stammte und die oben beschriebenen
Mutationen aufwies (dartber hinaus ggf. Einfihrung einer monobasischen Spaltstelle im HA)
und die Ubrigen Genomsegmente vom Laborstamm A/Puerto Rico/8/34 stammten [5,6]. Zudem
waren die rekombinanten HPAIV in ersten in vitro-Tests sensitiv gegeniber Oseltamivir [5,6].
Eine Prophylaxe oder Therapie mit medizinisch belegter Wirksamkeit ist jedoch nicht
vorhanden.

Hinweis

Auch fir Arbeiten mit Wildtyp-HPAIV, die eine effiziente Luftiibertragbarkeit zwischen
Saugetieren zum Ziel haben, jedoch keine gentechnischen Arbeitsschritte enthalten, erachtet
die ZKBS aus den oben genannten wissenschaftlichen Griinden die Einhaltung von Sicherheits-
mafnahmen der Schutzstufe 4 gemalf} BioStoffV als notwendig.
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