Abb. I:
Blutungen in
verschiedenen
Organen, hier in
der Lunge und
der Luftrohre,
sind typische
Symptome der
Hiimorrhagi-
schen Kanin-
chenkrankheit.
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egen Infektionskrankheiten, die durch Viren verursacht werden, gibt es keine oder

nur unzureichende Behandlungsmiglichkeiten. Daher ist die Entwicklung von Impf-

stoffen, die vorbeugend eingesetzt werden, eine der Hauptaufgaben virologischer
Forschung. Die aktive Immunisierung von Tier und Mensch erfolgt entweder mif Impf-
stoffen aus vermehrungsfihigen Erregern (sog. ,Lebendvakzinen”) oder inaktivierten
Erregern (, Totvakzinen”). Seit einigen Jahren werden sowohl Lebend- als auch Totvak-
zinen unter Einsatz gentechnologischer Verfahren hergestellt.

Die gezielte Inaktivierung von Ge-
nen, die fir die krankmachenden Ei-
genschaften der Erreger verantwort-
lich sind, fihrt zu biologisch sicheren
lebendvakzinen. Dariber hinaus be-
steht die Maglichkeit, Gene anderer
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Erreger in das genefische Material
eines Virus einzubaven und  so
gleichzeitig gegen mehrere Infekfio-
nen zu schiitzen [,Vekiorvakzinen”).
Immunogene Proteine von viralen Er-
regern koénnen auch biotechnolo-
gisch in Bakterien oder in Zellkulturen
hergestellt und nach der Reinigung
fur eine Impfung verwendet werden
[, SubunitVakzinen”). Die neueste Ent-
wicklung beruht auf der Immunisie-
rung mit ,nackter” DNA (DNA-Vakzi-
nen).

Gentechnologisch  produzierte
Vakzinen bieten gegeniber konven-
tionell hergestellten Impfstoffen meh-
rere Vorteile. Durch die gezielte Mo-
nipulation ist eine hohe biologische
Sicherheit von lebendvakzinen ge-
geben. Zweitens kann ein hoher
gleichbleibender Reinheitsgrad der
Impfstoffe gewdhrleistet werden. Drit-
fens erlaubt die Gentechnologie die
Schaffung sogenannter ,Markerimpf-

stoffe” und damit die Maglichkeit,
zwischen geimpften und infizierten
Tieren zu unterscheiden.

Im folgenden wird anhand von
Beispielen auf die Mglichkeiten der
Beké&mpfung von viralen Infektions-
krankheiten bei Tieren durch gen-
technologisch produzierte Impfstoffe
eingegangen.

HAMORRHAGISCHE
KANINCHENKRANKHEIT

Im Jahr 1984 trat in China bei
Angorakaninchen, die zwei Monate
zwvor aus Deutschland  importiert
worden waren, eine hochanstecken-
de Viruserkrankung auf, an der nahe-
zu alle betroffenen Tiere in kurzer
Zeit verendeten. Die Kaninchen hat-
fen massive leberschéden und Blu-
tungen (= Hamorrhagien| in verschie-
denen Organen (Abb.1). Dieses
Krankheitsbild fihrte zu dem Namen
'Hamorrhagische  Kaninchenkrank-
heit' (engl. Rabbit Hemorrhagic Di-
sease, RHD). Die Seuche breitete
sich in der Folgezeit sehr rasch aus
und wurde ein Jahr spdfer auch in
Korea festgestellt.



Beginnend mit dem Jahr 1986
wurde bis 1990 nahezu der gesam-
fe europdische Kontinent erfaPt. Seu-
chenausbriche wurden auch aus
Mexiko, Nordafrika und dem Nahen
Osfen gemeldet. Der grobte Seu-
chenherd existiert gegenwartig in
Australien, wo der Erreger im Rah-
men eines wissenschafilich und
ethisch umstrittenen Programms zur
Bekampfung der  Wildkaninchen-
plage freigesetzt wurde.

In Deutschland wurden erste RHD-
Falle im 2. Halbjohr 1988 festge-
stell. Trotz des Einsatzes von Impf-
stoffen sind seit 1989 jahrlich zwi-
schen 1000 und 2000 Seuchenaus-
briiche zu verzeichnen.

Die RHD ist ein Beispiel daftr, dal®
sténdig mit dem plétzlichen Aufirefen
never Erkrankungen gerechnet wer
den mub. In diesen Féllen ist es von
besonderer Wichtigkeit, sehr schnell
alle notwendigen Werkzeuge fir
Diagnose und Bekampfung verfig-
bar zu machen.

Der Erreger der Hamorrhagischen
Kaninchenkrankheit wird den Calici-
viren zugeordnet. Die gesamte gene-
fische Information ist in einem einzi-
gen RNA-Strang lokalisiert, der circa
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7.500 Nukleotide (Einzelbausteine
der RNA|] umfafBt. Die Viruspartikel
bestehen im wesentlichen aus einem
einzigen Protein, dem VP60. Dieses
Protein 16st im Tier die Bildung von vi-
rusneutralisierenden, das heift vor ei-
ner Erkrankung schitzenden Antikr-
pern aus. Alle Anstrengungen zur Ent-
wicklung eines Impfstoffes zielen also
letztlich darauf ab, im geimpften Tier
Antikérper gegen dieses Profein zu
erzeugen.

Bis heute 168t sich der Erreger
nicht in Zellkultur ziichten, so daf alle
eingesetzten Impfstoffe gegen die

Baculoviren. Die-
ser Virentyp kann
sich in Warmbli-
tern nicht ver-
mehren und er
fillt so bereits
wesentliche For-
derungen an die
Biosicherheit. Ty-
pisch fur diese Vi-
ren ist, daf im
Uberschu®  ein
Profein  (Polyhe-
drin)  gebildet

wird, in das die

Kaninchenseuche aus der leber ex-  reifen Viruspartikel eingeschlossen  y Fermenten
perimentell infizierter Tiere gewon-  werden, wodurch sie mit einer bes  kgnnen

nen werden missen. Dies ist nicht nur  seren Uberlebensféhigkeit in der frei- nevartige
sehr aufwendig, sondern auch aus  en Natur ausgestattet sind. Diese Impfstoffe mit
Griinden des Tierschutzes langerfri-  UberschuBproduktion  macht  man  Hilfe von
stig nicht tolerierbar. Unsere Arbeiten  sich zunuize, indem man DNA-Ab-  pakterien
haben daher das Ziel, auf gentechni- - schnitte, die fiir das Polyhedrin ko pergestellt
schem Wege einen Impfstoff zu ent-  dieren, gegen die des gewinschten  werden

wickeln, der Kaninchen einen wirk-
samen Schutz verleiht.

Dazu wurde die genefische Infor-
mation fir das VP60 in ein anderes
Virus verbracht, das Kaninchen nicht
befallen kann. Solche Erreger sind
zum Beispiel Insektenviren wie die

Profeins austauscht. Auf diese Weise
wird ansfelle des Polyhedrins zum
Beispiel VPOO produziert.

Zu diesem Zweck haben wir den
fur das VP60 kodierenden Genab-
schnitt in Baculoviren eingefigt. Die-
se Viren produzieren nun im Rahmen

Abb. 2: Prinzip der Herstellung von Subunit-Vakzinen mit Hilfe von Baculo-
viren. Die genetische Information fiir ein schutzerzeugendes Protein wird in
das Erbgut der Baculoviren integriert und das Fremdgen nach Infektion von
Insektenzellen exprimiert. Nach Avfreinigung wird das Protein zur Immuni-
sierung verwandf.
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ihres eigenen Vermehrungszyklusses
in  kultivierten  Insekfenzellen  das
VPOO in grofer Menge (Abb. 2 und
3). Dieses Material wurde dann zur
Impfung von Kaninchen verwendet.
Nach einmaliger Impfung  bildeten
die Tiere Antikérper, die sie vor einer
ansonsten fodlich verlaufenden RHD-
Virus-nfektion schitzten. Der Schutz
frat innerhalb von 6-10 Tagen ein
und war mit dem durch herkémmili-
che Impfstoffe vermittelten vergleich-
bar (Abb. 4).

Auf diesem VWege ist es gelungen,
eine neuartige Vakzine zu ent-
wickeln, die in Zukunft die Verwen-
dung von Tieren zur Herstellung von
Impfstoffen gegen RHD iberfliissig
machen sollte.

SCHWEINEPEST

Die Klassische oder Europdische
Schweinepest (KSP) verursacht hohe
wirtschaftliche Verluste in der Land-
wirtschaft.  Durch  verschiedene
Bekampfungsmabnahmen konnte die
KSP-Verseuchung beim Hausschwein
im europdischen Raum  zuriickge-
dréingt werden, wobei lange Zeit ein

héchst  wirksamer  Lebendimpfstoff
eingesefzt wurde. Mit der Internatio-
nalisierung des Marktes war es not-
wendig, die Schweinepestimpfung
einzustellen, damit lebende Schwei-
ne und Fleischprodukte in und aus
der Europdischen Union uneinge-
schrénkt gehandelt werden kénnen
(Hintergrund: Um  eine Verbreitung
der Krankheit zu verhindern, dirfen
nur KSP-negative Schweine gehan-
delt werden, was durch das Fehlen
von Anfikérpern gegen KSP definiert
ist. Geimpfte Tiere bilden aber eben-
so wie latent infizierte Schweine An-
tikdrper, so daf® eine Unterscheidung
nicht maglich ist).

Die Bekampfung der Schwei-
nepest erfolgt daher zur Zeit durch
Tétung infizierter und ansteckungsver-
déchtiger  Tierbesténde  einschlief-
lich  Quarantgne- und  Hygiene-
maBnohmen sowie intensiver dia-
gnostisch-epidemiologischer Untersu-
chungen. Die auf der Richtlinie
80/217/EWG basieren-
de SchweinepestVerordnung  vom
24.10.1994 erlaubt jedoch unter
besonderen  Seuchenbedingungen
die Impfung. Impfungen mit einem
konventionellen und daher unmar
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Abb. 3: Expression von VP60 des RHD-
Virus in Insekten-Zellkulturen, die mit
gentechnisch veriinderten Baculoviren
infiziert worden sind. Nachweis des
Proteins mittels eines VP60-spezifischen
Antikérpers in der Immunflvoreszenz.

kierten Impfstoff fihren allerdings zu
umfangreichen Handelsrestrikfionen,
die ebenfalls groPe wirtschaftliche
Verluste nach sich ziehen.
Schweinepestausbriche haben in
Deutschland, Belgien und den Nie-
derlanden enorme  wirtschaftliche
Schaden  verursacht. So  kam es
1997 allein in Deutschland  zu
44 Ausbrichen, bei  denen
39.000 Schweine gekeult werden
muften; dariber hinaus wurden in
351 Kontakibetrieben 36.700 Tiere
vorbeugend gekeult. Um hier Abhilfe
zu schaffen wird infensiv an der Ent-
wicklung eines Markerimpfstoffes ge-
gen die Schweinepest gearbeitet. An
einen solchen markierten Impfstoff
sind hinsichtlich seiner Unschadlich-
keit und Wirksamkeit hohe Anforde-
rungen zu stellen, wie
1.Schutz gegeniber einer natir
lichen Kontakfinfektion;
2.keine Ubertragung von Feldvirus
durch geimpfte Schweine auf Kon-
fakitiere;
3.keine Ubertragung des Schwei-
nepestvirus von geimpften Sauen
auf die Nachkommen;
4. effekiiver Langzeitschutz maglichst
nach einmaliger Impfung;

5. eindeutige Unterscheidung von in-
fizierten und geimpften Tieren;
6.keine Handelsbarrieren fir die

geimpften Schweine.

Bei der Entwicklung von Schwei-
nepestMarkervakzinen wurden meh-
rere Wege beschritten. Schweine bil-
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den nach natirlicher Infektion Anti-
kérper gegen verschiedene Viruspro-
teine, vor allem gegen die Strukiur-
profeine E™ und E2 sowie das Pro-
tein NS3 (Abb. 5). Besonders die
gegen E2 gerichteten Anfikdrper
fihren zu einem Immunschutz, so
dab dieses Protein in einem Impfstoff
enthalten sein muB. Bisher wurde vor
allem an der Entwicklung von Subu-
nitVakzinen sowie rekombinanten
Vektorvakzinen mit Erfolg gearbeitet.
Wahrend der SchweinepestMarke-
rimpfstoff der ersten Generation, die
SubunitVakzine, vor der Zulassung
steht, dirfren zur Einfohrung rekom-
binanter vermehrungsféhiger Vekior-
vakzinen noch umfangreiche Unter-
suchungen erforderlich sein.

Subunit-Vakzine

Bei der SubunitVakzine wird das
Gen fur das E2-Protein in das Ge-
nom eines genefisch verdnderfen Bo-
culovirus integriert [Abb. 5; in Zu-
sammenarbeit mit der Universitét
Giefen). Gereinigtes E2 dient dann
als Totimpfstoff, wobei Antikérper nur
gegen dieses Virusprotein gebildet
werden. Werden zusatzlich Antikor-
per gegen weitere Profeine des
SchweinepestVirus  gefunden,  so
liegt eine Infektion mit Feldvirus vor.
Das Tier muB dann geschlachtet und
unschédlich beseitigt werden. Fine
solche Unterscheidung laBt  sich
durch  Blutuntersuchungen  durch-
fihren. Laboruntersuchungen haben
gezeigt, daB ein derartiger Impfstoff
geeignet ist, nach zweimaliger Imp-
fung eine Schweinepestinfektion bei
Lauferschweinen und Sauen sowie
eine Feldvirusausscheidung wirksam
zu verhindem. Da es sich bei der
SubunitVakzine um einen Totimpfsfoff
handelt, der zudem nur auf einem
einzelnen Protein — dem E2 — basiert,
wird der Schutz im Vergleich zur kon-
ventionellen Lebendvakzine, bei der
ja sémiliche Proteine des Schwei-
nepestvirus vorliegen, spdter ausge-
bildet. Wichtige zellvermittelte Im-
munmechanismen werden ebenfalls
nicht geniigend in Gang gesetzt. Da-
her dirfte dieser Impfstoff, dessen

Abb. 5: Genom-Organisation des KSP-Virus. Das schutzvermittelnde E2-Gly-
koprotein wird mittels gentechnisch veréinderter Baculoviren exprimiert und
zur Immunisierung der Schweine verwandt. Nach Immunisierung mit E2 wer-
den nur Antikorper gegen dieses Protein gebildet (rot dargestellte Antikor-
per). Die Inmunantwort von infizierten Tieren ist gegen alle Proteine gerich-
tet, vor allem gegen E™, E2 und NS2/3 (blav dargestellte Antikérper). Wenn
in Schweinen nur Antikorper gegen E2 nachzuweisen sind, handelt es sich um
geimpfte Tiere, bei Nachweis von Antikdrpern sowohl gegen E2 als auch ge-
gen E™ und/oder NS2/3 um infizierte Tiere.

Struktur des Schweinepestvirus
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Herstellung auch relativ tever ist, nur
bedingt fir einen Einsatz geeignet
sein. Dennoch sfellt er ein wichtiges
Instrument bei der kinftigen Beherr-
schung der Schweinepest dar.

Rekombinante
Vektorvakzinen

Arbeiten zur Entwicklung von Mar-
kervakzinen auf der Grundlage von
vermehrungsfahigen Viren als Trager
(Vektoren) KSP-Virus-spezifischer Anti-
gene wurden bisher sowohl in
Deutschland  (BFAV,  Universitét
GieBen) als auch im Ausland durch-
gefihrt. Grundlagen hierfir bildeten
genetisch vercinderte Viren, wie bei-
spielsweise das Virus der Aujeszky’-
schen Krankheit, in dessen genefi-
sches Material das Gen fir E2 infe-
griert wurde. Vakzinen auf der Basis
vermehrungsféhiger Vektoren haben
enischeidende Vorteile gegeniber

a | -

SubunitVakzinen: Neben der Antikér
perlmmunitdt wird auch die zellver-
mittelte Immunitdt stimuliert, was zu ei-
ner hoheren und friheren Schutzwir-
kung fihrt. Gerade letzteres ist zum
Beispiel fir Schweinebestiande von
Bedeutung, die unmittelbar Kontak
zum Seuchenbetrieb hatten. Ein wei-
ferer Vorteil einer solchen Vakzine er-
gibt sich aus der Tatsache, daf nicht
nur effizient gegen Schweinepest im-
munisiert werden kann, sondern auch
gegen den Erreger, der als Vektor ge-
nutzt wird {z. B. Schweinepest und
Aujeszky'sche Krankheit).

ANImALE HERPESVIREN
ALS MARKER- UND
VEKTORIMPFSTOFFE

Herpesviren  sind  bedeutende
Krankheitserreger bei Mensch und
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Abb. 6: Prinzip der
DNA-Immunisie-
rung: Das virale
Gen, welches fiir
ein schutz-
erzeugendes Pro-
tein kodiert, wird
in ein Plasmid
unter Kontrolle
starker Promo-
toren eingefiigt
und in Bakiterien
vermehrt. Die
Plasmid-DNA wird
nach Aufreinigung
in Schweine inji-
ziert. Nach der
Impfung kommt es
Zv einer Immun-
reaktion im Tier
gegen das entspre-
chende Protein.
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Tier und verursachen erhebliche dko-
nomische Verluste in der Nutztierhal-
tung. Die zur Zeit verfigbaren Impf-
stoffe fir Rinder, Schweine und Ge-
fligel missen meist mehrmals ange-
wendet werden, um einen sicheren
Schutz vor den jeweiligen Erkrankun-
gen zu gewdhrleisten. Ein weiterer
Nachteil klassischer Impfstoffe ist,
dab diese im allgemeinen keine Un-
terscheidung  zwischen  geimpften
und infizierten Tieren erlauben. Des-
halb sind auch hier Markerimpfstoffe
winschenswert, um  Bekémpfungs-
programme effizient durchfihren zu
kénnen. Weiterhin werden Herpesvi-
rus-Vektoren entwickelt, die zur Immu-
nisierung gegen mehrere Krankheits-
erreger verwendet werden konnen.

In den Llabors der Bundesfor-
schungsanstalt fir Viruskrankheiten
der Tiere (BFAV) ist bereits ein solcher
Impfstoff auf der Basis eines Herpes-
virus hergestellt worden, der Rinder
gegen zwei verschiedene Viruskrank-
heiten gleichzeitig schitzt. Dariber
hinaus sollen die immunisierenden Ei-
genschaften der Impfstoffe so erhoht
werden, da  nach  einmaliger
Anwendung bereifs ausreichender
Schutz vorhanden ist.
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Derartige kostengiinstige Impfstof-
fe kénnten vor allem in Staaten der
Dritten Welt die Durchfihrung von
Impfprogrammen wesentlich erleich-
tern.

Die Genome von Herpesviren ent-
halten eine Vielzahl von Genen (zwi-
schen 60 und 200), von denen fast
die Halfte fir die Virusvermehrung
nicht bendtigt wird. Einige von die-
sen konnen durch andere Gene er-
setzt werden, ohne dafB die Virusver-
mehrung in der Zellkultur und die
schutzvermittelnden Eigenschaften im
Tier wesentlich beeinfrachtigt werden
— beides eine Voraussetzung fir die
Entwicklung effizienter Vektorimpfstof-
fe der néchsten Generation.

DNA-VAKZINIERUNG
GEGEN DIE AUJESZKY'SCHE
KRANKHEIT

Bei konventionellen Llebend- und
Totvakzinen wird mit Protein (=Anti-
gen) geimpft. Es ist allerdings auch
moglich, durch direkte Verabrei-
chung eines Gens, das fir ein immu-
nogenes Protein kodiert, einen Impf-
schutz zu erzeugen. Hierbei entféillt

die zum Teil aufwendige Reinigung
des Antigens. Dariiber hinaus wer-
den durch die DNA-Immunisierung
beide Seifen des Immunsystems, die
Antikérper- und die zellvermittelte Im-
munitdt, gleichermaBen stimuliert.

Fir die DNAdmmunisierung wird
das virale Gen in ein Plasmid (ring-
formiges Stick Bakferien-DNA] ein-
gefigt und unter die Kontrolle eines
starken Promotors gebracht, also ei-
nes genetischen Elements, das spater
fir eine hohe Synthese des Proteins in
den Scugetierzellen sorgt. Das Plas-
mid wird in Bakferienkultur vermehrt.
Wir haben diese Maglichkeit bei der
Immunisierung gegen die Aujeszky’-
sche Krankheit der Schweine unter-
sucht. Das Prinzip ist in Abbildung 6
dargestelll. Wurde den Versuchstie-
ren die entsprechende Plasmid-DNA
in die Haut injiziert, konnte ein be-
lastbarer Impfschutz gegen eine In-
fektion mit dem Aujeszky-Virus her-
vorgerufen werden. Die Wirksamkeit
lag zwischen der einer Tot- und einer
lebendvakzine.

I Neue CHANCEN

Die dargestelllen Beispiele zei-
gen, wie mit gentechnischen Metho-
den effektive und sichere Impfstoffe
entwickelt werden kénnen. Den Nut
zen haben nicht nur Landwirte, auch
unter dem Blickwinkel des Tier-
schutzes ergeben sich Vorteile: Spek-
takulare Toétungsakfionen wie im Fal-
le der Schweinepest waren vermeid-
bar, dariber hinaus erdffnen sich
Méglichkeiten, Impfstoffe (z. B. ge-
gen die Hamorrhagische Kaninchen-
krankheit] vermehrt in Zellkulturen zu
produzieren, wodurch sich die Ver
wendung von Llabortieren deutlich re-
duzieren laBt. =
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