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Empfehlung der ZKBS zur Risikobewertung von
Human alphaherpesvirus 1 5d11.2
als Spender- oder Empfangerorganismus
gemal § 5 Absatz 1 GenTSV

Allgemeines

Das Human alphaherpesvirus 1 (auch Herpes simplex virus 1, HSV-1) ist ein Vertreter der
Familie Herpesviridae und ein global verbreitetes obligates Pathogen des Menschen. Experi-
mentell kdnnen jedoch auch andere Spezies wie Hasen und Nagetiere infiziert werden.

Das Virus hat ein doppelstrangiges DNA-Genom mit einer Lange von 152 kbp mit einer langen
und einer kurzen einmalig vorkommenden Region (unique long, UL, und unique short, US),
die jeweils von invertierten Einheiten wiederholter Sequenzen (repeat) flankiert sind [1].

Das Virus wird meistens bereits in der Kindheit Gber direkten Kontakt oder Tropfchen akquiriert
[1, 2]. Aber auch schon in der Schwangerschaft oder wahrend der Geburt ist eine Ubertragung
moglich. Eine weitere Ansteckungsquelle sind sexuelle Kontakte junger Erwachsener [1].
Dementsprechend liegt die Seropravalenz fur HSV-1 bei Erwachsenen in Deutschland bei
uber 90 % [3]. Das Virus verbleibt nach der Erstinfektion latent in den dorsalen Hinterwur-
zelganglien und kann reaktiviert werden. Haufigstes Symptom der Infektion sind Lippenblas-
chen; daneben kénnen auch Lasionen der Haut, Augen und Genitalschleimhaute auftreten. In
seltenen Fallen kann es zu einer systemischen Ausbreitung kommen, wobei eine Replikation
im zentralen Nervensystem schwere neurologische Schadigungen wie die HSV-Enzephalitis
zur Folge haben kann [1]. Bei Neugeborenen kann es zu einer disseminierten Herpesinfektion
oder einer Herpesinfektion des Zentralen Nervensystems kommen. Diese Erkrankungen ge-
hen auch bei Behandlung mit hoch dosiertem Aciclovir mit einer Letalitat von 29 bzw. 4 %
einher [4]. GemaR § 5 Abs. 6 i. V. m. Anhang | GenTSV ist HSV-1 als Spender-und Empfan-
gerorganismus fur gentechnische Arbeiten in die Risikogruppe 2 eingestuft.

Die Deletionsmutante 5d11.2 basiert auf dem Wildtypstamm KOS. Aus seinem Genom wurden
der Promotor, der Transkriptionsstart sowie die 786 5’-terminalen Nukleotide des Gens UL54
durch eine 1,2 kb grofRe Deletion des BamHlI-Sall-Fragments (bp 113.323 — 114.518) entfernt.
Dem durch UL54 kodierten infected cell protein 27 (ICP27) fehlen somit 262 Aminosauren (aa)
des N-Terminus sowie die transkriptionsaktivierenden Elemente [5].

ICP27 wurde zunachst als Transaktivator viraler und zellularer Promotoren beschrieben, wird
jedoch seit einiger Zeit eher als Faktor bei der posttranskriptionellen Regulation von RNA-
Spleilken, -Export, -Stabilitat und -Translation beschrieben [6]. ICP27 weist mehrere Kernloka-
lisationssignale auf, deren starkstes die aa 110-137 umfasst. Zudem enthalten die aa 110-152
des N-Terminus von ICP27 ein Nukleoluslokalisationssignal. HSV-1-Mutanten, in deren Ge-
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nom eines der beiden Motive deletiert wurde, replizierten nicht effizient in Vero-Zellen [7]. Zu-
dem enthalt der N-Terminus von ICP27 ein Kernexportsignal und eine Arginin- und Glyzin-
reiche Region (aa 138-152), die eine Anlagerung an die RNA ermdglicht [8]. Diese Domanen
wurden durch die Deletion der ersten 262 aa entfernt. Diese Deletion fihrt dazu, dass ICP27
nicht mehr gebildet wird. In der Folge ist die Expression weiterer Gene von 5dI1.2 verandert:
Die Expression der frihen Gene fir ICP6 und ICP8 ist verstarkt, wahrend die der spaten
(y1-)Gene fur pgB, gB, ICP5 und ICP25 reduziert ist. Die sehr spaten (y2-)Genprodukte ICP19
und ICP20, welche durch das Gen UL47 exprimiert werden und Bestandteil des Teguments
sind, werden nicht exprimiert. Zudem ist die DNA-Synthese von 5dI1.2 im Vergleich zum Wild-
typ um 82 % reduziert [5].

5d11.2 repliziert nicht in Vero-Zellen. 18 Stunden nach Infektion mit 2,5 plaque forming units
(pfu) pro Zelle konnten < 10 pfu/ml nachgewiesen werden, wahrend der Wildtyp 1,8 x 108
pfu/ml produzierte [5]. Bei einer hohen multiplicity of infection (MOI) von 10 und zu einem
spaten Zeitpunkt zeigten mit 5dI1.2 infizierte Vero-Zellen Anzeichen zytopathischer Effekte
(Zellrundung und -ablésung) [9]. Ein zytopathischer Effekt (Verlust von unterstutzenden Zellen,
Verklumpen von neuronalen Zellkérpern und Rickzug der neuronalen Prozesse) wurde auch
fur andere ICP27-deletierte HSV-1-Viren, in deren Genom zusatzlich UL55 ganz und UL56
teilweise deletiert worden waren, bei einer MOI von 10 und einer langer andauernden Infektion
von sieben Tagen in Zellkulturen von Hinterwurzelganglien gezeigt [10]. In Zellkulturen von
Cochlea-Neuronen zeigte eine MOI von 0,045 bis 4,5 jedoch keinen zytopathischen Effekt
[11]. In einem weiteren Paper wurde die Zytotoxizitat von 5dI1.2 fir Zellkulturen von kortikalen
Neuronen anhand der Aktivitdt der Laktatdehydrogenase (LDH) im Kulturmedium bestimmt.
Diese nimmt zu, wenn Zellen lysieren, war jedoch fur 5dI1.2 minimal [12]. Die Infektion mit
5dI1.2 verbessert in Zellkulturen von Cochlea- und kortikalen Neuronen das Uberleben der
Zellen, wahrend sie bei kultivierten Astrozyten und nicht-neuronalen Zellen der Cochlea eher
dazu fuhrt, dass die Zellen absterben [13]. Ebenso wie der Wildtyp hemmt 5dI1.2 den Natri-
umstrom in kultivierten Neuronen [14].

In der Forschung wird 5d11.2 als Helfervirus zur Verpackung von HSV-Amplikons genutzt, wo-
bei der entstehende Uberstand sowohl Amplikon- als auch 5dI1.2-Partikel enthalt. Zellkulturen
von Neuronen, die mithilfe 5dI1.2-verpackter Amplikons infiziert wurden, zeigten keine mor-
phologischen Unterschiede im Vergleich zu nicht infizierten Neuronen [15]. Bei Mausen, denen
ein 5dI1.2-verpacktes Amplikon in das Gehirn injiziert wurde, wurden keine Toxizitaten be-
schrieben [9]. Ratten, denen 4 x 10* pfu eines 5dI1.2-verpackten, LacZ-exprimierenden Ampli-
kons ins Gehirn injiziert wurden, wiesen nur minimale Schaden an der Injektionsstelle auf, die
mit denen einer 10 % Saccharose-Injektion (Negativkontrolle) vergleichbar waren [16]. In einer
anderen Studie hingegen wies das Gehirn von Ratten, denen 9 x 10° pfu eines 5dI1.2-verpack-
ten, LacZ-exprimierenden Amplikons ins Gehirn injiziert worden waren, Gewebeschaden in
der Nahe der Injektionsstelle auf, die nicht auf den Vorgang der Injektion zurlickzufuhren wa-
ren [17].

Empfehlung

Nach § 5 Absatz 1 GenTSV i. V. m. den Kriterien im Anhang | GenTSV wird Human alphaher-
pesvirus 1 5d/1.2 als Spender- und Empfangerorganismus flr gentechnische Arbeiten der Ri-
sikogruppe 1 zugeordnet.

Begriindung

Das ICP27-defiziente Human alphaherpesvirus 1 5dI1.2 repliziert nicht auf Vero-Zellen und
hat keinen bzw. nur einen minimalen zytopathischen Effekt auf neuronale Zellen. Bei Mausen
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und Ratten, denen das Virus direkt ins Gehirn injiziert wurde, waren weitestgehend keine An-
zeichen fiir eine Neurotoxizitat erkennbar. Uberdies ist nicht davon auszugehen, dass im Rah-
men von Laborarbeiten fir den Experimentator die Gefahr einer intrakranialen Infektion be-
steht.

Hinweis

Bei der Herstellung der Deletionsmutante 5dI1.2 auf ICP27-komplementierenden Zelllinien be-
steht die Moglichkeit der Entstehung replikationskompetenter HSV-1-Partikel durch homologe
Rekombination. Es ist somit sicherzustellen, dass diese Zelllinien nur den UL54-Leserahmen,
nicht jedoch den UL54-Promotorbereich enthalten.
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