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me Verluste bei Hithnern und anderen Nutzvégeln, wodurch vor allem den Bewohnern drmerer Lander eine

S eit Ende 2003 verursacht der erneute Ausbruch der klassischen Gefliigelpest oder Vogelgrippe in Asien enor-

wichtige Existenzgrundlage entzogen wird. Dariiber hinaus bedrohen die Viren in zunehmendem MaBe auch

unmittelbar Gesundheit und Leben des Menschen. Auch in Europa ist die Vogelgrippe auf dem Vormarsch. Eine zu-
verldssige Impfung des Gefliigels gegen die Seuche ist problematisch, aber nicht unmaéglich. Herkémmliche Impf-
stoffe, die aus abgetoteten Grippeviren gewonnen werden, haben zahlreiche Nachteile, die durch so genannte
Marker-Vakzine iiberwunden werden kénnten. Zur Entwicklung solcher Impfstoffe wurden am Friedrich-Loeffler-
Institut auf der Insel Riems andere, weniger gefahrliche Gefliigelviren gentechnisch veréndert und als Trager (Vek-
toren) fiir immunogene Proteine der Gefliigelpesterreger genutzt. Erste Tierexperimente zeigen, dass diese neue
Art von Lebendvirusimpfstoffen geeignet sein kdnnte, gefdhrdete Hiihnerbestinde vor drohenden Ge-

fliigelpestepidemien zu schiitzen.

Seit der ersten wirksamen Pockenschutz-
impfung durch Edward Jenner im Jahre
1798 konnten viele Viruskrankheiten von
Mensch und Tier durch Schutzimpfungen
zuriickgedrangt werden. Bei einigen In-
fektionskrankheiten lieBen sich bislang al-
lerdings keine dauerhaften Erfolge erzie-
len. Dies gilt unter anderem fiir die durch
Influenzaviren hervorgerufenen Krankhei-
ten, zu denen die Grippe beim Menschen

——

und die neuerdings oft als Vogelgrippe be-
zeichnete klassische Gefliigelpest geho-
ren. Letztere wiitet nun schon seit dem
Jahr 2003 in Ostasien, ohne dass ein na-
hes Ende der Seuche absehbar ware. Mitt-
lerweile wurden die Erreger bis Europa
verbreitet; seit Februar 2006 treten sie
auch in Deutschland auf.

Anders als die meisten friiher aufgetre-
tenen Gefliigelpestviren kann der Erreger

des gegenwartigen Seuchenzuges auch
fur den Menschen gefdhrlich sein. Bis
Mérz 2006 wurden in asiatischen Landern
rund 180 Infektionen bestatigt, etwa die
Halfte mit todlichem Ausgang. Alle Opfer
hatten direkten Kontakt zu krankem Ge-
fliigel; eine Ausbreitung des Virus von
Mensch zu Mensch wurde bislang nicht
beobachtet. Dennoch kann nicht véllig
ausgeschlossen werden, dass sich dieses
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aviare Influenzavirus (AIV) durch geneti-
sche Veranderungen an den Menschen an-
passen und damit zum Ausldser einer neu-
en Grippe-Pandemie werden konnte.

Hohe Variabilitat von
Grippeviren

Hauptursache fiir diese Gefahr und die
Probleme bei der Bekampfung von Influ-
enzaviren ist deren ungewohnlich hohe
Variabilitat. Diese beruht auf zwei unter-
schiedlichen Mechanismen. Zum einen ist
die Erbinformation der Grippeviren nicht
wie bei den meisten anderen Viren auf ei-
nem einzigen Nukleinsduremolekiil ge-
speichert, sondern auf 8 RNS-Molekiile
verteilt, von denen die meisten fiir jeweils
ein virales Protein kodieren (Abb. 1). Tref-
fen zwei verschiedene Influenzaviren in ei-
ner Zelle aufeinander, konnen durch Neu-
kombination der Genomsegmente Virus-
varianten entstehen, die Eigenschaften
der beiden , Elternviren” in sich vereinen.
Daneben verandern sich die Viren auch
auf Grund fehlerhafter Vervielfaltigung
des Genoms. Infolge solcher Mutationen
verandern sich die Proteine allmahlich so
sehr, dass sie von den wahrend friiherer
Infektionen oder Impfungen gebildeten
Antikérpern des Wirtes nicht mehr erkannt
werden und dieser deshalb gegen die neu-
en Virustypen nicht mehr geschiitzt ist.

Die groBte Variabilitat zeigen die bei-
den in die Hillmembran der Influenzavi-
ren eingelagerten Proteine, Hamaggluti-
nin (HA) und Neuraminidase (NA)
(Abb. 1), von denen bei den Influenza A Vi-
ren inzwischen 16 bzw. 9 verschiedene
Subtypen bekannt sind. Durch Mutationen
kénnen sich aber auch der Wirtshereich
und die krankmachenden Eigenschaften
(Pathogenitét) erheblich verdndern. Eine
Schliisselrolle spielt dabei das Hémag-
glutinin, welches vor dem Einbau in die
Viruspartikel durch Wirtsenzyme in zwei
Untereinheiten gespalten werden muss,
damit die Viren neue Zellen infizieren kon-
nen.

Fir Gefliigel nur gering pathogene
Stdmme weisen ein Hamagglutinin auf,
das nur von Enzymen der oberen Atemwe-
ge gespalten werden kann. Diese Infektio-
nen bleiben folglich lokal begrenzt. Be-
stimmte Veranderungen in der Aminosau-
resequenz konnen jedoch zur Spaltung in
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einer Vielzahl von Geweben fiihren, wo-
durch das Virus alle Organe seines Wirts
befallen und zerstéren kann. Bislang tra-
ten solche Veranderungen, die zur Entste-
hung hoch pathogener Gefliigelpestviren
fihrten, nur bei avidren Influenzaviren der
HA-Subtypen H5 und H7 auf.

Probleme mit
konventionellen
Impfstoffen

Gegen die meist tddlich verlaufende Ge-
fligelpest konnen die Tiere prinzipiell
durch prophylaktische Impfung mit Viren
des jeweils entsprechenden HA-Typs wirk-
sam geschiitzt werden. Da jedoch der Ein-
satz gering pathogener H5- oder H7-Viren
als Lebendimpfstoffe wegen der Mutati-
onsrisiken ausscheidet, werden zur Immu-
nisierung nur abgetétete Influenzaviren
verwendet, was die Produktion groBer Vi-
rusmengen erforderlich macht. Zudem
muss jedes einzelne Tier individuell durch
Injektion geimpft werden.

Neben dem hohen Zeit- und Kostenauf-
wand hat die Immunisierung mit abgetd-
teten Influenzaviren weitere schwerwie-

gende Nachteile. Zum einen wird dadurch
die Entstehung und Ausbreitung resisten-
ter Virusstamme begiinstigt, zum anderen
die Entdeckung von Influenzavirus-Infek-
tionen in den geimpften Besténden er-
schwert. Aus diesen Griinden wurde die
Gefliigelpest bislang fast ausschlieBlich
durch die rasche Totung betroffener Be-
stande und begleitende QuarantanemaB-
nahmen bekampft. Diese Methode erwies
sich in der Vergangenheit meist als du-
Berst wirkungsvoll. Allerdings sind ver-
gleichbare MaBnahmen in armeren Regio-
nen der Erde weder technisch durchfiihr-
bar noch sozial vertrethar. Auch bei uns
wird iiber Alternativen, zumindest fiir aku-
te Gefahrensituationen, nachgedacht.

Neue Wege durch
Gentechnik

Die neuen Mdglichkeiten der Gentechnik
konnen dazu beitragen, einige der er-
wahnten Risiken und Nachteile einer
Schutzimpfung gegen die klassische Ge-
fliigelpest zu beseitigen. Hiihner kénnen
z.B. mit so genannten Spalt- oder Nuklein-
saure-Vakzinen, die nur das Hdmaggluti-

Vektorimpfstoffe gegen die Gefliigelpest

Abb. 1: Schemazeichnung des Vogelgrippe-Virus (AlV). Zwei der acht RNS-Molekule (HA
und NA) codieren fir Proteine, die in der Hillmembran eingelagert sind. Zur Herstellung
von Vektorimpfstoffen wurden die HA-Gene hoch pathogener AlV-Isolate in die Erbsub-
stanz apathogener ILTV- (links) oder NDV-Stdmme (rechts) eingefiigt. Um die Eignung der
daraus resultierenden Viren fiir die Impfung zu testen, wurden Hihner per Augentropfen

immunisiert.
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nin bzw. die dafiir kodierende Erbinforma-
tion enthalten, gegen Gefliigelpest ge-
schiitzt werden. Inaktivierte Influenzavi-
ren waren dann nicht mehr nétig. Leider
ist aber die Produktion dieser Impfstoffe
relativ aufwandig und der Impfstoff miiss-
te weiter individuell verabreicht werden.
Andere Infektionskrankheiten des Ge-
fliigels, wie die Gefliigelpocken, die atypi-
sche Gefllgelpest (,Newcastle disease”)
oder die infektidse Laryngotracheitis der
Hihner, werden hingegen seit langem mit

Schutz vor Belastungsinfektionen:
ILTV-WT

AIV H7N1

Lebendvirus-Impfstoffen bekampft. Da die
durch zahlreiche Zellkulturpassagen oder
mittels Gentechnik entstandenen Impfvi-
ren zwar nicht mehr krankmachend, aber
durchaus noch vermehrungsfahig sind,
konnen sie bereits in relativ geringen Do-
sen eine schiitzende Immunitat vermit-
teln. Deshalb liegt es nahe, solche Impfvi-
ren so zu verandern, dass sie auch das Ha-
magglutinin des Influenzavirus produzie-
ren. Auf diese Weise konnte sowohl ein
Immunschutz gegen die entsprechende

Krankheit als auch ein Schutz gegen die
Gefliigelpest erreicht werden.

In Mittelamerika und Ostasien wurden
bereits Impfstoffe entwickelt und im Feld
eingesetzt, die aus abgeschwachten Ge-
fliigelpockenviren bestehen, in die das Ha-
magglutinin H5 eines aviaren Influenzavi-
rus eingefiigt wurde. Die Arbeiten am
Friedrich-Loeffler-Institut ~ konzentrieren
sich dagegen auf die Nutzung von Impfvi-
ren gegen ,Newcastle disease” (NDV)
und infektidser Laryngotracheitis (ILTV),

Beispiel fiir das DIVA-Prinzip:
(A) ILTV-AULOH7

(B) AIV H7N1
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Abb. 2: Huhner, die mit einer Hdmagglutinin-exprimierenden
ILTV-Mutante geimpft wurden, waren sowohl gegen den ILTV-
Virus als auch gegen den Gefligelpestvirus (AIV H7N1) gut ge-
schiitzt (obere Bilder, links und rechts), wahrend nicht immunisier-
te Kontrolltiere schwer erkrankten bzw. starben (untere Bilder).
Der in den Diagrammen dargestellte klinische Index beschreibt die
lber einen Zeitraum von 10 Tagen nach Infektion beobachteten
Krankheitssymptome (linkes Diagramm: ILTV; rechtes Diagramm:
AIV. N.I. = nicht immunisiert). AuBerdem sind die Mortalitdtsraten
bezogen auf die Gesamttierzahl angegeben.

= K-

Abb. 3: Mit dem neu entwickelten Markerimpfstoff ILTV-AULOH7
immunisierte Hahner (links) bilden neben ILTV-spezifischen Anti-
kérpern (griin) nur solche gegen das Himagglutinin von AlV (rot).
Diese kénnen durch Hemmtests nachgewiesen werden. Dagegen
bilden mit Gefltgelpestviren (AlV H7N1) infizierte Tiere zusatzlich
Antikérper gegen weitere Influenzavirus-Proteine wie NA (gelb)
und NP (blau).

Die Diagramme zeigen die durchschnittlichen Antikdrpertiter von
je 20 infizerten Tieren, wobei die Messwerte als Vielfaches einer
Negativkontrolle (= 1) dargestellt sind.

FORSCHUNGSREPORT 1/2006



| Gentechnik L

da diese Viren fiir eine schnelle Applikati-
on Uber Augentropfen, Aerosol oder Trink-
wasser geeignet sind. Dazu wurden die
Gene fiir die Hamagglutinine der Subty-
pen H5 und/oder H7 so in die Genome der
jeweiligen Viren integriert, dass die Virus-
vermehrung nicht signifikant beeintrach-
tigt wurde (Abb. 1). Wéhrend fiir NDV ein
gebrauchlicher Impfstamm verwendet
wurde, wurde die Pathogenitdt des ver-
wendeten ILTV-Vektors durch gezieltes
Entfernen eines Virulenzgens veringert.
Durch das Vorschalten geeigneter Promo-
tor-Sequenzen wurde auBerdem gewahr-
leistet, dass die Fremdgene in Proteine
ubersetzt wurden.

Tierversuche zeigten, dass Hiihner, die
mit den hergestellten Virus-Rekombinan-
ten geimpft wurden, gegen Infektion mit
pathogenen NDV- oder ILTV-Stammen ge-
schiitzt waren und nicht erkrankten. Da-
riber hinaus waren die geimpften Tiere
auch gegen Geflligelpestviren der ent-
sprechenden HA-Typen weitestgehend
immun (Abb. 2). Somit konnten bei der Be-
kampfung der Gefliigelpest gentechnisch
veranderte NDV- oder ILTV-Vektor-
vakzinen eine Alternative zu inaktivierten
Influenzavirus-Impfstoffen darstellen.

Unterscheidung
zwischen Impfung
und Infektion moglich

Die neuen Impfstoffe zeichnen sich durch
einen weiteren, entscheidenden Vorteil
aus. Kein bisher verfligharer Grippeimpf-
stoff verhindert die Infektion, die Ver-
mehrung des Virus oder die Virusaus-
scheidung — sie verhindern lediglich eine
klinische Erkrankung der Tiere. So kdnnen
geimpfte Tiere zu Virustragern werden und
das Virus verbreiten. Um solche Tiere zu
eliminieren, ist eine sichere Unterschei-
dung zwischen geimpften und infizierten
Tieren notwendig.

Waéhrend konventionell geimpfte Tiere
Antikorper gegen mehrere Influenzavirus-
proteine bilden, induzieren die Marker-
Impfstoffe ausschlieBlich Antikorper ge-
gen das Hamagglutinin (Abb. 3). Dies er-
moglicht die gewiinschte Unterscheidung
durch Einsatz geeigneter Antikorper-
Nachweistests (‘DIVA" = Differenzierung
infizierter von vakzinierten Tieren). In ei-
nem Hamaggluatinations-Hemmtest wer-
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H5N1 in Deutschland — eine kurze Chronologie e

Nachdem Anfang 2006 in Siideuropa erste Félle von Vogelgrippe
aufgetreten waren, erreichte der Erreger Mitte Februar Deutschland: |
Am 16.2.2006 bestatigte das FLI, dass zwei auf der Insel Riigen tot
aufgefundene Schwéne mit dem hoch pathogenen Influenzavirus |
H5N1/Asia infiziert waren. Die Falle mehrten sich, und einige Tage

spater erreichte die Vogelgrippe das angrenzende Festland. Bis An- [
fang Mérz wurde H5N1 in toten Wildvégeln in sechs Bundeslandern =

gefunden (Mecklenburg-Vorpommern, Schleswig-Holstein, Baden-

Wirttemberg, Bayern, Brandenburg und Niedersachsen). Infiziert waren vor allem
Schwane, Wildenten und Kanadaganse, aber auch Greifvogel, eine Silbermowe und ein
Kormoran. Seit dem 17.2.2006 gilt fiir Hausgefliigel bundesweit eine Stallpflicht. Am
28.2. bestatigte das FLI eine H5N1-Infektion bei einer auf Riigen verendeten Katze, An-
fang Mérz kamen zwei weitere Katzen — ebenfalls aus dem Zentrum des Seuchenge-
schehens auf Riigen — hinzu. Am 9.3. wurde der Erreger bei einem Steinmarder von der
Insel Riigen festgestellt — weltweit der erste Fall. Anfang April ist der Erreger erstmals in
Deutschland in einem séchsischen Gefliigelbetrieb aufgetreten.

Aktuelle Informationen finden Sie auf den Seiten des FLI unter www.fli.bund.de

den HA-spezifische Antikérper nach-
gewiesen. Dieser Test beruht darauf, dass
Influenzaviren — bedingt durch die na-
mensgebende Eigenschaft des Himagglu-
tinins — eine Verklumpung roter Blutzellen
bewirken. Durch die Bindung von HA-spe-
zifischen Antikérpern an das Virus geht
diese Eigenschaft verloren, was mit blo-
Bem Auge erkennbar ist (Abb. 3A).

Der spezifische Nachweis von Antikor-
pern gegen andere Influenzavirusprotei-
ne, zum Beisopiel das Nukleoprotein (NP),
gelingt mit einem anderen Testverfahren
(ELISA). Hierbei bindet gentechnisch her-
gestelltes Influenza-Nukleoprotein  NP-
spezifische Antikorper, was durch eine En-
zymreaktion nachgewiesen werden kann
(Abb. 3B).

Hithner, die mit unseren Marker-
impfstoffen immunisiert wurden, bildeten
erwartungsgemaB nur Antikdrper gegen
Influenza-HA (Abb. 3A). Nach Infektion
mit Influenzaviren traten dagegen zusatz-
lich auch NP-spezifische Antikérper auf
(Abb. 3B). Somit wiirde die Erkennung In-
fluenzavirus-infizierter Tiere durch eine
Schutzimpfung gegen die Gefliigelpest
nicht mehr beeintrachtigt, da Infektionen
mit Influenzaviren auch in geimpften Be-
standen nachweisbar blieben.

Dieser Nachweis ware auBerdem unab-
hangig vom HA- und NA-Typ des Erregers,
da die Aminosauresequenz des Nukleo-
proteins innerhalb der Influenza A Viren
stark konserviert ist.

Praxistests
stehen noch aus

Bevor diese Vektor-Impfstoffe zugelassen
und auf den Markt gebracht werden kon-
nen, sind noch umfangreiche Tierexperi-
mente unter praxisnahen Bedingungen né-
tig. Insbesondere bleibt die Eignung zur
Massenanwendung zu priifen. Hier sehen
wir durch die Méglichkeit der Impfung Gber
Spray, Augentropfen oder das Trinkwasser
eine leichte Erreichbarkeit der Tiere auch in
groBen Haltungen — ein entscheidendes
Plus fiir die praktische Anwendung.

Weiterhin ist zu Gberprifen, ob auch an-
dere fiir die Gefliigelpest empféngliche Vo-
gelarten auf diese Weise immunisiert wer-
den konnen. Da sich die Aminosdurese-
quenz des Hamagglutinins der aktuellen
H5N1 Viren aus Asien an einigen Positionen
von der des von uns verwendeten H5-Pro-
teins unterscheidet, konnte hier der Impf-
schutz geringer ausfallen. Daher sind wir
gegenwartig dabei, das HA-Gen aktueller
asiatischer Gefliigelpestviren in unsere Vek-
toren einzufiigen.
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