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Stellungnahme der ZKBS zur Einstufung rekombinanter Rabies- und

Vesikulare-Stomatitis-Viren

1. Einfiihrung

Die Familie der Rhabdoviridae (Ordnung Mononegavirales) umfasst Viren mit breitem
Wirtsspektrum, die z. T. ernsthafte Erkrankungen bei Menschen und Tieren hervorrufen kén-
nen. Die Prototypen der Rhabdoviren sind das Indiana vesiculovirus (VSV; friher: Vesicular
stomatitis indiana virus, Vesicular stomatitis virus) aus der Gattung Vesiculovirus und das Ra-
bies lyssavirus (RABV) aus der Gattung Lyssavirus [1].

Rhabdoviren besitzen ein unsegmentiertes, einzelstrangiges und negativ orientiertes RNA-
Genom mit einer Gesamtlange von ca. 12 kb, das folgendermallen aufgebaut ist: 3‘ — leader
— Nukleoprotein (N) — Phosphoprotein (P) — Matrixprotein (M) — Glykoprotein (G) — grof3e Un-
tereinheit der RNA-abhangigen RNA-Polymerase (L) — trailer — 5°. Die Replikation der Rhab-
doviren findet vollstandig im Zytoplasma der Wirtszelle statt [1].

VSV infiziert Pferde, Rinder, Schweine und eine Vielzahl weiterer Saugetiere, darunter auch
den Menschen [1; 2]. Die Symptome bei Tieren umfassen Ulzerationen an den Schleimhauten
des Mauls, am Euter und am Koronarband der Hufe und &hneln bei Rindern stark der Maul-
und Klauenseuche. VSV-Ausbriche in Viehzuchten fuhren zu einer verringerten Produktion
und signifikanten wirtschaftlichen Einbuf3en. Die Erkrankung klingt meistens innerhalb von
zwei Wochen ab. Eine medikamentdse Therapie existiert nicht. Die Einddammung basiert auf
Hygiene- und Quarantanemafnahmen. Humane VSV-Infektionen verlaufen zumeist asympto-
matisch, gelegentlich kommt es zu leichten, Grippe-ahnlichen Symptomen und selten zu
Mundblaschen und geschwollenen Lymphknoten.

Bei Ausbriichen verbreitet sich VSV schnell durch den direkten Kontakt der Tiere untereinan-
der, beispielsweise tUber Speichel und Haut- bzw. Schleimhautverletzungen. Aber auch Insek-
ten spielen eine signifikante Rolle bei der Ubertragung, die derzeit noch genauer untersucht
wird [3].

Da das Glykoprotein von VSV sowohl einen breiten Wirtsbereich als auch einen breiten Zell-
tropismus vermittelt, nimmt V§V eine zentrale Rolle in der Molekularbiologie ein, beispiels-
weise in Impfvektoren, fur die Ubertragung genetischen Materials in Zellen oder als Antitumor-
Agens.

Gemal § 5 Abs. 6 GenTSV ist VSV als Spender- und Empfangerorganismus fur gentechni-
sche Arbeiten der Risikogruppe 2 zugeordnet.

RABYV ist weltweit verbreitet und zeichnet sich durch ein breites Wirtsspektrum aus. So kénnen
neben Hunden und Flichsen auch Marderhunde, Stinktiere und Flederméause infiziert werden.
Die Ubertragung von RABV erfolgt in der Regel Uiber Bissverletzungen, da im Speichel infizier-
ter Tiere hohe Viruskonzentrationen vorliegen [4]. Aber auch kleinste Verletzungen der Haut
oder Schleimhaute kénnen ein Eindringen des Virus per Kontaktinfektion ermdglichen. Dar-
Uber hinaus sind Einzelfalle dokumentiert, bei denen eine Luftiibertragung des Virus als Infek-
tionsroute angenommen wird, da die Patienten vor der Erkrankung hohen Konzentrationen an
aerosolisiertem Virus ausgesetzt waren [5]. RABV repliziert in den Speicheldriisen und im
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zentralen Nervensystem (ZNS) infizierter Menschen und Tiere und I6st bei ihnen Tollwut aus.
Diese geht mit einer akuten Enzephalitis einher, die selbst bei intensivmedizinischer Betreuung
fast ausnahmslos tédlich endet [6].

Weitere Vertreter des Genus Lyssavirus sind das Lagos bat lyssavirus (LBV), Mokola lyssavi-
rus (MOKYV), Duvenhage lyssavirus (DUVV), European bat 1 lyssavirus (EBLV-1), European
bat 2 lyssavirus (EBLV-2) und das Australian bat lyssavirus (ABLV). Mit Ausnahme von MOKV
zirkulieren all diese Viren in Fledermausen und 16sen bei Mensch und Tier ebenfalls eine Toll-
wut-ahnliche neurologische Erkrankung aus.

Zur aktiven Immunisierung von Mensch und Tier stehen verschiedene Impfstoffe zur Verfu-
gung. Diese verleihen jedoch keinen Schutz gegen eine Infektion mit LBV oder MOKY [7, 8].
Mit den fir die Anwendung am Menschen zugelassenen Impfstoffen kann auch eine Postex-
positionsprophylaxe durchgefiihrt werden, die eine hohe Schutzwirkung aufweist, wenn sie
unverzlglich nach der Exposition verabreicht wird [9]. Eine Therapie mit wissenschaftlich
nachgewiesener Wirksamkeit steht nicht zur Verfugung.

Gemal § 5 Abs. 6 GenTSV sind RABV, DUVV, EBLV-1, EBLV-2 und ABLV als Spender- und
Empfangerorganismen flr gentechnische Arbeiten der Risikogruppe 3** zugeordnet. LBV
und MOKY sind der Risikogruppe 3 zugeordnet.

2. Einstufung replikationsdefizienter VSV und Lyssaviren

Replikationsdefiziente Lyssaviren werden beispielsweise zur Erforschung neuronaler Netz-
werke oder zur Entwicklung von Impfstoffvektoren eingesetzt. Replikationsdefiziente VSV sind
ebenfalls flir die Forschung, als Impfstoffvektoren oder Vektoren der Tumortherapie von Be-
deutung [2].

Im Genom dieser Viren ist ein essenzielles Gen (wie z. B. das Gen fur das Glykoprotein G)
deletiert; dafur wird in der Regel ein Transgen inseriert, wie z. B. ein Reportergen oder ein Gen
fur ein heterologes, immunogenes Protein. Die Herstellung der Viruspartikel erfolgt auf kom-
plementierenden Zelllinien. Die entstehenden Partikel sind infektids, aber replikationsdefizient.
Das Genom der defekten Viruspartikel wird im Zytoplasma der transduzierten Wirtszelle ampli-
fiziert, und das Transgen wird exprimiert. Es erfolgt keine Integration in das Genom der Wirts-
zelle, und es werden keine neuen Viruspartikel gebildet. Sofern das Ubertragene Transgen
kein eigenes Gefahrdungspotenzial besitzt oder den Replikationsdefekt komplementiert, ist
trotz der Amplifikationsfahigkeit des Genoms kein Gefahrdungspotenzial im Falle einer akzi-
dentellen Infektion zu erwarten. Daher hat die ZKBS rekombinante, replikationsdefiziente
Lyssaviren (Az. 6790-01-1562 vom Marz 2007 und Az. 6790-01-1631 vom Juli 2009) und auch
replikationsdefiziente, ggf. rekombinante VSV (Az. 45110.1894 vom Dezember 2015 und Az.
45110.1911 vom Juli 2016) der Risikogruppe 1 zugeordnet.

Besitzt das Ubertragene Transgen ein eigenes Gefahrdungspotenzial oder kann es mdglicher-
weise den Replikationsdefekt komplementieren, so ist fir Lyssaviren immer, und fir VSV so-
fern keine Vergleichbarkeit mit vorherigen Arbeiten besteht, eine Einzelfallbewertung der gen-
technischen Arbeiten durch die ZKBS erforderlich.

3. Einstufung des RABV-Stammes SAD B19 und davon abgeleiteter reckombinanter Ra-
biesviren

SAD B19 ist ein attenuierter RABV-Stamm, der durch in vivo- und in vitro-Passagierung eines
1935 in Nordamerika aus einem Hund gewonnenen Isolats hergestellt wurde [10, 11]. Eristin
Deutschland unter dem Namen Fuchsoral® zur Immunisierung von wildlebenden Fiichsen zu-
gelassen. Es wird davon ausgegangen, dass die Attenuierung vor allem auf Mutationen im
Gen flr das Glykoprotein G beruht [12]. SAD B19 besitzt unter experimentellen Bedingungen
eine Restpathogenitat fir Nagetiere [13]. Im Rahmen der Postvakzinierungsiberwachung wur-
den zudem vereinzelt SAD B19-assoziierte Tollwutfalle bei Flichsen beschrieben (3 Falle nach
Verteilung von ca. 97 Mio Impfkédern) [11]. Obwohl sich der Impfstamm auch fir Primaten als
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ungefahrlich erwies [15, 16], kann ein Restrisiko fur den Menschen nicht ausgeschlossen wer-
den. Gemal § 5 Abs. 6 GenTSV ist der RABV-Stamm SAD B19 als Spender- und Empfange-
rorganismus fur gentechnische Arbeiten der Risikogruppe 2 zugeordnet. Die Weltgesund-
heitsorganisation und die Stéandige Impfkommission des Robert Koch-Instituts empfehlen die
Durchflihrung einer Postexpositionsprophylaxe fur den Fall eines akzidentellen Kontakts mit
dem Impfvirus ab Expositionsgrad Il (Kontakt der Impffllissigkeit eines beschadigten Impfstoff-
kdders mit nicht intakter Haut).

Das rekombinante Rabiesvirus ORA DPC leitet sich vom RABV-Stamm SAD L16 ab, welcher
ein cDNA-Klon von SAD B19 ist [17]. Zur Herstellung von ORA DPC wurden im Genom von
SAD L16 drei gentechnische Veranderungen vorgenommen. Im Gen fur das Glykoprotein G
wurde eine Mutation eingefihrt, die zu dem Aminosaureaustausch Arg333—Asp333 fihrt. Be-
reits dieser Aminosaureaustausch resultiert in einer weiteren Attenuierung von SAD L16 [18].
Im Gen fur das Phosphoprotein P wurden zudem die Kodons fur die Aminosauren 143 - 149
deletiert. Dieser Teil des P-Proteins umfasst ein Motiv zur Interaktion mit dem zellularen Pro-
tein dynein light chain LC8, welches mdglicherweise am retrograden Transport von RABV zum
ZNS beteiligt ist [19]. Zusatzlich wurde das Gen fiir das Glykoprotein G vom RABV-Wildtyp-
stamm CVS inseriert. Auch dieses Gen wurde so modifiziert, dass das resultierende Glykopro-
tein den Aminosaureaustausch Arg333—Asp333 aufweist. ORA DPC ist genetisch stabil und
apathogen flr immunsupprimierte Mause und Hunde. Das Restrisiko fiir den Menschen im
Falle eines akzidentellen Kontakts mit dem Virus kann jedoch nicht abgeschatzt werden. Die
ZKBS hat das rekombinante Rabiesvirus ORA DPC somit der Risikogruppe 2 zugeordnet
(Az. 45110.1774 vom Marz 2013).

Das rekombinante Rabiesvirus SPBN GASGAS leitet sich vom RABV-Stamm SPBN ab,
welcher wiederum ein Derivat des Impfstammes SAD B19 ist. SPBN unterscheidet sich von
SAD B19 durch die Deletion des Pseudogens y und die Einfihrung von vier Erkennungsse-
qguenzen fir Restriktionsenzyme. Bei der Konstruktion von SPBN GASGAS wurde das Gen flr
das Glykoprotein G gegen das entsprechende Gen des SAD B19-Derivats SN10-333 ausge-
tauscht. Das G-Protein von SN10-333 enthalt den Aminosaureaustausch Arg333—Glu333,
auf dem die Attenuierung dieses Stammes beruht. In das Gen wurde dartber hinaus eine
zweite Mutation eingeflhrt, die zu dem Aminosaureaustausch Asn194—Ser194 fuhrt und die
Mutation an Position 333 stabilisiert [20]. Das so veranderte Glykoproteingen wurde dupliziert.
Durch die Duplikation des Gens ist die Wahrscheinlichkeit einer reversion to pathogenicity re-
duziert, da die attenuierte Variante des Glykoproteins phanotypisch dominant ist [21]. Auch
konnte gezeigt werden, dass das rekombinante Rabiesvirus genetisch stabil ist. SPBN GAS-
GAS ist unter naturlichen Bedingungen der (Impfstoff-)aufnahme apathogen fir immunkom-
petente Ziel- und Nichtzieltiere einschliel3lich nicht-humaner Primaten. Da, nach oraler Verab-
reichung an betdubte Mause diese jedoch vereinzelt an Tollwut erkrankten, entschied die
ZKBS im Jahr 2016, SPBN GASGAS vorerst in der Risikogruppe 2 zu belassen (Az.
45242.0129 vom Oktober 2016). Ende 2017 wurden mit einem Antrag auf eine Impfstoff-Zu-
lassung fur wildlebende Fichse umfangreiche, weitere Daten zur Sicherheit von SPBN GAS-
GAS bei der European Medicines Agency (EMA) eingereicht. Auf Empfehlung der EMA er-
folgte diese durch Beschluss der Europaischen Kommission und SPBN GASGAS wurde in
Europa unter dem Namen Rabitec zugelassen. Unter der Voraussetzung, dass die im Antrag
beschriebenen Herstellungsbedingungen eingehalten werden (Anzahl der Passagierungen,
verwendete Zellkulturen fur die Virusvermehrung), wird der Rabies virus-Impfstamm SPBN
GASGAS gemal § 5 Abs. 1 i. V. m. den Kriterien des Anhangs | GenTSV als gentechnisch
veranderter Organismus in die Risikogruppe 1 herabgestuft
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