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Empfehlung der ZKBS zur Risikobewertung  

des Chikungunya virus, Stamm 181/clone 25 

als Spender- oder Empfängerorganismus 

gemäß § 5 Absatz 1 GenTSV 

 

Allgemeines 

Das Chikungunya virus (CHIKV) gehört zur Familie Togaviridae (Gattung Alphavirus). Wie alle 
Alphaviren ist es umhüllt und besitzt ein lineares, einzelsträngiges RNA-Genom positiver Pola-
rität. CHIKV gehört zur Gruppe der Arboviren und wird von Mücken der Gattung Aedes über-
tragen. Zu seinen natürlichen Wirten zählen der Mensch, Affen, Nagetiere und Vögel. Charak-
teristische Krankheitssymptome einer CHIKV-Infektion beim Menschen sind abrupt einsetzen-
des Fieber, Ausschlag und Gelenkschmerzen, wobei letztere über Monate anhalten können. 
In seltenen Fällen kann eine CHIKV-Infektion vor allem bei Neugeborenen und Personen mit 
Vorerkrankungen zum Tod führen (Letalitätsrate 0,1 %). 5 – 15 % der Infektionen verlaufen 
asymptomatisch [1; 2]. CHIKV ist in der Liste risikobewerteter Spender- und Empfängerorga-
nismen für gentechnische Arbeiten der Risikogruppe 3**  zugeordnet. 

Der Stamm 181/clone 25 (181/25) wurde 1985 vom US-Militär als Impfstoffkandidat entwickelt. 
Hierzu wurde zunächst das Feldisolat AF15561 (Thailand, 1962) zehnmal in primären Nieren-
zellen der Grünen Meerkatze passagiert. Anschließend erfolgten 18 weitere Plaque-
Passagierungen in humanen embryonalen Lungenzellen (MRC-5). Einer der resultierenden 
Virusklone zeichnete sich durch die Bildung stark verkleinerter Plaques und einen vollständi-
gen Verlust der Letalität in 1 – 3 Tage alten Mäusen bei intrakranieller Infektion aus. Ebenso 
zeigten Rhesusaffen bei einer intramuskulären Gabe von 103,5 

‒ 105,5 plaque forming units 
(pfu) des Impfstoffkandidaten keine oder nur eine leichte, transiente Virämie, welche um den 
Faktor 100 geringer war als die von Viren, die nach einer Passage des Ausgangsisolats ge-
wonnen worden waren. Hinsichtlich der Stabilität der erfolgten Attenuierung wurde auch nach 
weiteren vier Passagen in MRC-5-Zellen keine Veränderung der Plaque-Morphologie in Zell-
kultur und der Letalität in Mäusen festgestellt. Ebenso war die aus den Rhesusaffen isolierte 
Viruspopulation hinsichtlich ihrer Plaque-Morphologie und -Homogenität nicht von der von Vi-
ren zu unterscheiden, die zur Infektion der Rhesusaffen genutzt worden waren [3].  

Die Ergebnisse von zwei Phase-I/II-Studien zur Wirksamkeit einer Immunisierung mit 181/25 
(Name des Prüfprodukts TSI-GSD-218) wurden bisher veröffentlicht. Bei diesen wurde insge-
samt 114, überwiegend Alphavirus-naiven Freiwilligen eine Impfdosis von 104,4 oder 105 pfu 
subkutan verabreicht. In Folge der Impfung entwickelten sechs Probanden (5 %) die für eine 
CHIKV-Infektion typischen Gelenkschmerzen, welche allerdings nur höchstens einen Tag an-
hielten und als moderat beschrieben wurden. Bei weiteren lokalen oder systemischen Reakti-
onen, wie Fieber, Ausschlag, Kopf- und Muskelschmerzen, wurde kein signifikanter Unter-
schied zu den Placebogruppen festgestellt [4; 5]. 

In einer Studie zur Untersuchung der Grundlage der Attenuierung wurden basierend auf ei-
nem Sequenzvergleich von 181/25 mit seinem Ausgangsisolat AF15561 zehn Punktmutatio-
nen identifiziert, welche alle innerhalb kodierender Bereiche liegen. Fünf dieser Mutationen 
führen zu einem Aminosäureaustausch, wobei jeweils eine Mutation im Nichtstrukturprotein 
nsP1 (T301I) und in den Strukturproteinen E1 (A404V) und 6k (C42F) auftritt. Die anderen 
zwei Mutationen betreffen das Strukturprotein E2 (T12I und G82R). Nach dem gezielten Ein-
bringen dieser fünf Mutationen, einzeln und in Kombination, beeinflussten lediglich die Mutati-
onen in E2 die Virämie und die Überlebensrate von subkutan oder intradermal infizierten Mäu-
sen. Bei diesen lag der durchschnittliche Virustiter im Blut, wie auch bei 181/25, 100- bis 
1000-fach unterhalb des Titers von AF15561. Das Einbringen von jeweils einer der beiden 
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Mutationen führte zu einer Reduktion und das gleichzeitige Einbringen beider Mutationen zum 
vollständigen Verlust der Letalität in Mäusen. Die Attenuierung von 181/25 kann daher voll-
ständig auf die Mutationen E2/T12I und E2/G82R zurückgeführt werden. Der Erwerb von zu-
sätzlichen positiven Ladungen der Glykoproteine wird bei der Kultivierung von Alphaviren in 
Zellkultur häufig beobachtet und korreliert oftmals mit einer Attenuierung, da er möglicher-
weise die Virusausbreitung dadurch behindert, dass die Viren vermehrt an negativ geladene 
extrazelluläre Komponenten binden. E2/G82R ist außerdem ursächlich für die verringerte 
Plaquegröße von 181/25 [6]. 

Zur Untersuchung der genetischen Stabilität der beiden Mutationen in E2 wurde virale RNA 
von 181/25 drei Tage nach der Infektion aus dem Blut infizierter Mäuse isoliert. Die entspre-
chende cDNA wies bei allen acht Tieren, die mit der Doppelmutante infiziert waren, die erwar-
teten Mutationen auf. Im Fall der Einzelmutanten wurde hingegen in zwei von acht (E2/T12I) 
bzw. in neun von neun (E2/G82R) Tieren eine Mischpopulation bestehend aus der erwarteten 
Mutante und Revertanten nachgewiesen [6]. Ähnlich hierzu zeigte sich in einer anderen Studie 
nach einer fünfmaligen intrakraniellen Passage von 181/25 in Mäusen die Reversion zu 
E2/R82G oder es traten Mutationen auf, welche zum Verlust von positiven Ladungen in E2 
führten. Diese Mutationen gingen mit einer Vergrößerung der Plaques sowie mit einer wieder-
erlangten 100%igen Letalität in Mäusen einher [7]. Die E2/R82G-Reversion wurde auch in ei-
nem der Probanden der Phase-I/II-Studien nachgewiesen [8]. 

 

Empfehlung 

Nach § 5 Absatz 1 GenTSV i. V. m. den Kriterien im Anhang I GenTSV wird der Chikungunya 
virus-Stamm 181/clone 25 als Spender- und Empfängerorganismus für gentechnische Arbei-
ten der Risikogruppe 3**  zugeordnet. 

 

Begründung 

Aufgrund des geringen Umfangs der für die Attenuierung verantwortlichen Mutationen und de-
ren Tendenz zur Reversion ist davon auszugehen, dass der Stamm 181/clone 25 ein ähnlich 
hohes Gefährdungspotenzial wie andere Chikungunya virus-Stämme besitzt und somit eben-
falls der Risikogruppe 3** zugeordnet werden muss.  
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