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VORWORT Zoonosen-Forschung

Vorwort

Zoonosen, also vom Tier auf den Menschen iibertragbare Infektionskrankheiten,
haben in den vergangenen Jahrzehnten stark zugenommen. Nahezu zwei Drittel
aller bekannten humanpathogenen Erreger werden vom Tier zum Menschen weiter-
gegeben. Das schnelle Wachstum der Weltbevolkerung und die gestiegene Mobilitat
der Menschen, aber auch die Verdnderungen in der Nutztierzucht und -haltung
haben bedrohliche Folgen: Einerseits hat sich das Expositionsrisiko des Menschen
gegeniiber zoonotischen Erregern deutlich erh6ht. Andererseits begiinstigen
schnelle Reisemoglichkeiten die rasche Ausbreitung von Epidemien.

Bei fast allen gefdhrlichen neuen Erregern von Infektionskrankheiten - wie etwa
SARS, Vogelgrippe oder Ebola — handelt es sich um Zoonosen. Um diese Infektions-
krankheiten besser bekdmpfen zu kénnen, brauchen wir dringend ein besseres
Verstdndnis des Ubergangs der Erreger auf einen neuen Wirt und der fiir sein Uber-
leben notwendigen Anpassungsvorgange.

Dabei miissen Human- und Veterindrmedizin eng zusammenarbeiten. Bislang ver-

lauft die veterinadr- und die humanmedizinische Forschung zu diesem Thema zu oft
nebeneinander her. Der Aufbau geeigneter Strukturen fiir die Zusammenarbeit kann
erhebliche Synergien mobilisieren und Prévention, Diagnose und Therapie von zoonotischen Infek-
tionskrankheiten langfristig verbessern.

Vor diesem Hintergrund hat die Bundesregierung im Jahre 2006 ressortiibergreifend Forderinitia-
tiven zum Thema Zoonosen gestartet. Auf dem vom Bundesministerium fiir Bildung und Forschung
initiierten Workshop am 24. und 25. September 2007 in Berlin werden die Projekte vorgestellt.
Gleichzeitig sollen mégliche verbundiibergreifende Aktivitdten und eine Plattform zur Koordina-
tion der Zoonosen-Forschung in Deutschland entwickelt werden. Unser Ziel ist eine breite Abstim-
mung und Zusammenarbeit der verschiedenen Aktivitdten, um die Kooperation von Human- und
Veterindrmedizinern nachhaltig zu starken.

bush ot

Dr. Annette Schavan, MdB
Bundesministerin fiir Bildung und Forschung
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Zoonosen-Forschung TAGUNGSPROGRAMM

1 Tagungsprogramm

ZOONOSEN-FORSCHUNG

Workshop am 24. und 25.09.2007 in Berlin

Montag, 24.09.2007

12.00-13.00 Uhr

13.00-13.15 Uhr
13.15-16.50 Uhr

13.15-13.35 Uhr
13.35-13.55 Uhr
13.55-14.15 Uhr
14.15-14.25 Uhr
14.25-14.45 Uhr
14.45-15.05 Uhr
15.05-15.25 Uhr

15.25-16.00 Uhr

16.00-16.20 Uhr
16.20-16.30 Uhr
16.30-16.50 Uhr

16.50-20.00 Uhr
16.50-17.10 Uhr

17.10-18.00 Uhr

18.00-20.00 Uhr

20.00-22.00 Uhr

Anreise und Mittagsimbiss

BegriiBung und Ziel des Workshops: Dr. Hausdorf, BMIBF
Vorstellung der geforderten Projekte (BMBF, BMELV) zu
zoonotischen Infektionskrankheiten

(BMBEF-Verbiinde: 10 Min. Vortrag, 10 Min. Diskussion,
BMELV-Einzelprojekte: 5 Min. Vortrag, 5 Min. Diskussion)

Bakterien und Parasiten - Moderation: Prof. Wagner und Prof. Gareis

BMBEF-Verbund: FBI-Zoo (Prof. Wieler)
BMBF-Verbund: BOTULINUM (Prof. Bohnel)
BMBF-Verbund: ZooMAP (PD Dr. Goethe)
BMELV-Vorhaben: MAP bei Rindern (Prof. Biilte)
BMBF-Verbund: Zoonotische Chlamydien (Dr. Sachse)
BMBF-Verbund: Coxiella - Q-Fieber (Prof. Neubauer)
BMBF-Verbund: TOXONETO1 (Prof. Liesenfeld)

Kaffeepause

Viren - Moderation: Prof. Erfle

BMBF-Verbund: Arbovirusinfektionen (Prof. Hufert)
BMELV-Projekt: West-Nil-Virus (Dr. Ulbert)
BMBF-Verbund: SARS (Prof. Drosten)

Moderation: Prof. Tanner

Vorstellung und Diskussion der Ideen fiir verbundiibergreifende Projekte
Vorstellung der Telematikplattform fiir Medizinische
Forschungsnetze e. V. (TMF) (Schiitt)
Vorstellung von Ideen fiir verbundiibergreifende Projekte
* Hochdurchsatz-DNA-(Re)Sequenzanalyse zur Typisierung von Zoonose-Erregern
firvergleichende standardisierte epidemiologische Studien (Prof. Harmsen)
* Prospektive Studie zur Gefdhrdung von Menschen durch Zoonosen
in der Landwirtschaft (Prof. Drosten)
* Neuartige Bioinformatik-Tools zur Analyse von Genomen
von Zoonose-Erregern (Dr. Blocker)
* Hochdurchsatz-Genotypisierung von Zoonose-Erregern (Dr. Pawlita)
* Mikrosystemforschung und deren Anwendung in der Zoonose-Forschung (Prof. Hufert)
Diskussion und Priorisierung der Projekte

Gemeinsames Abendessen, Zeit fiir Diskussionen
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Dienstag, 25.09.2007

9.00-10.50 Uhr
9.00-9.20 Uhr
9.20-10.00 Uhr

10.00-10.20 Uhr

10.20-10.50 Uhr

10.50-11.20 Uhr

11.20-12.30 Uhr
11.20-11.35 Uhr

11.35-11.50 Uhr

11.50-12.30 Uhr

12.30-13.15 Uhr

13.15-14.30 Uhr

14.30-16.30 Uhr

14.30-14.50 Uhr

14.50-16.30 Uhr
16.30 Uhr

Ende spétestens um 17.00 Uhr

Moderation: Prof. Ackermann

Influenza-Forschung in Deutschland
BMBF-Verbund: FLURESEARCHNET (Prof. Ludwig)
Forschungs-Sofortprogramm Influenza des Bundes (RKI, PEI, FLI)
9.20-9.35 Uhr Projekte am RKI (PD Dr. Wolff)
9.35-9.50 Uhr Projekte am FLI (Prof. Mettenleiter)
9.50-10.00 Uhr  Projekte am PEI (Prof. Sutter)
Vorstellung der BMELV-Projekte zur avidren Influenza

* Entwicklung eines Markerimpfstoffs fiir Gefliigel (Dr. Apfel)

* Entwicklung innovativer Therapieverfahren (Prof. Schubert)
Diskussion einer moglichen Koordination und Zusammenarbeit
der Influenza-Forschung in Deutschland

Kaffeepause
Moderation: Dr. Ammon

Ist-Zustand: Ressortaufgaben (BMG, BMELV)
Humanmedizin (PD Dr. Krause, RKI):

Uberwachung der Zoonosen (z. B. Datenbanken, Meldepflicht)
Zoonosen-Forschung im RKI

Veterindrmedizin (Dr. Schneider, BMELV):

Uberwachung der Zoonosen (z. B. Datenbanken, Meldepflicht)
Zoonosen-Forschung im FLIund im BfR

Plenumsdiskussion mit RKI, FLI, BfR: Moglichkeiten der Koordination und Zusammenarbeit
zwischen Human- und Veterindrmedizin auf institutioneller Ebene

Mittagsimbiss

Moderation: Prof. Tanner

Verbundiibergreifende Aktivitdten (BMBF-Verbiinde)
(Plenumsdiskussion mit Koordinatoren der BMBF-Verbiinde)

Zusammenfassung der Diskussion vom Abend, Ansdtze und weiteres Vorgehen

Forschungsplattform fiir Zoonosen
(Plenumsdiskussion mit Koordinatoren, FLI, RKI, PEI, BfR)

Nationale TSE-Forschungsplattform - ein Modell: Erfahrungen, Ansatzpunkte

und Entwicklungsmaéglichkeiten (Prof. Groschup)

Diskussion und Konsensfindung fiir die Anforderungen an eine Forschungsplattform fiir Zoonosen

Weiteres Vorgehen (BMBF, BMG und BMELV)
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2 BMBF-Verbiinde zu zoonotischen Infektionskrankheiten
im Rahmen des Gesundheitsforschungsprogramms der

Bundesregierung

Einleitung

Bei praktisch allen neuen Erregern der letzten Jahre (wie SARS)
wie auch bei vielen aktuellen Infektionskrankheiten handelt es
sich um Zoonosen. Dies sind Infektionskrankheiten, die von Tie-
ren auf Menschen und Menschen auf Tiere tibertragen werden.
Daher ist ein besseres Verstandnis des Ubergangs eines Erregers
auf einen neuen Wirt von zentraler Bedeutung fiir die Bekamp-
fung von Infektionskrankheiten. Um das Themenfeld der zoonoti-
schen Infektionserkrankungen erfolgreich bearbeiten zu kénnen,
istdie Zusammenarbeit von Human- und Veterindrmedizin eine
grundlegende Voraussetzung. Bislang verlaufen veterinar- und
humanmedizinische Forschungen zu diesem Thema in Deutsch-
land - wie auch international - jedoch meist unabhéngig vonein-
ander; es gibt zu wenige Schnittstellen. Der Aufbau geeigneter
Kooperationsstrukturen kénnte erhebliche Synergien mobilisie-
ren. Mit der FérdermaBSnahmen soll daher neben dem inhaltli-
chen Fokus, der Starkung der bisher defizitiren Zusammenarbeit
zwischen Human- und Veterindrmedizinern, auch ein wesentli-
cher struktureller Impuls gesetzt werden.

Eswerden neun interdisziplindre, nationale Forschungsver-
biinde zu zoonotischen Infektionskrankheiten mit mindestens
funf Arbeitsgruppen unter obligater Beteiligung von Veterinar-
und Humanmedizin gefoérdert. In jedem Verbund sollen die in
Deutschland vorhandenen Kompetenzen aus Human- und Vete-
rindrmedizin zu einem relevanten zoonotischen Erreger oder zu
Erregergruppen zusammengefithrt werden.

Inhaltlich werden sich die Verbiinde darauf konzentrieren,
die Transmission relevanter zoonotischer Erreger vom Tier auf
den Menschen zu erforschen. Dabei sollen Projekte von der
Grundlagenforschung bis zur klinischen Forschung auf folgen-
den Gebieten bearbeitet werden:

+ Atiologie und Pathogenese
+ Diagnostik/Typisierung
+ Epidemiologie/Surveillance

Eine wichtige Komponente dieser FordermaBnahme sind ver-
bundiibergreifende Aktivitaten, fiir die ebenfalls Mittel beantragt
werden konnen. Eine Diskussion dariber soll im Rahmen des
Workshops gefiihrt werden. Mogliche tibergreifende Forschungs-
aktivitaten betreffen:

+ die Harmonisierung und Standardisierung der Methoden
zur Diagnostik/Typisierung der Erreger,
+ die Koordination der Datenerfassung und Entwicklung

zielgerichteter biometrischer Auswertungsstrategien der
Daten, ggf. Zusammenfiihrung der Daten aus Human- und
Veterindrmedizin in einer zentralen Datenbank (Fir den
Aufbau einer Datenbank st ein nachhaltiges Finanzierungs-
und Nutzungskonzept auch nach Ablauf der Férderung
darzustellen.),

+ eine Ubersicht und Koordinierung der bestehenden
Depositorien (z. B. DNA, Stamme) fiir zoonotische Erreger
in Human- und Veterindrmedizin,

+ Methoden der Surveillance von Infektionskrankheiten
bei Tier und Mensch.

Die FérdermafBnahme wird zundchst mit etwa 20 Mio. Euro
fiir drei Jahre gefordert. Der Bekanntmachungstext des BMBF
vom 1.4 2006 istim Anhang (S. 64-67) abgedruckt.

2.1 FBI-Zoo - Lebensmittelbedingte zoonotische
Infektionen beim Menschen

Verbundkoordination

Prof. Dr. Lothar H. Wieler

Institut fir Mikrobiologie und Tierseuchen
Fachbereich Veterindrmedizin, Freie Universitat Berlin
PhillipstraBe 13, 10115 Berlin

Tel.: 030 2093-6300, Fax: 030 2093-6067

E-Mail: wieler.lothar@vetmed.fu-berlin.de

Laufzeit: 1.10.2007-30.9.2010

In diesem Verbund sollen die fiir Europa humanmedizinisch
bedeutsamen bakteriellen Zoonoseerreger, Escherichia coli,
Salmonella enterica, Yersinia enterocolitica und Y. pseudotuberculo-
sis sowie Campylobacter-Spezies hinsichtlich ihrer 6kologischen,
epidemiologischen und infektiologischen Leistungen und Eigen-
schaften untersucht werden. Diese Erreger konnen entweder auf
direktem Weg vom Tier auf den Menschen bzw. von Mensch zu
Mensch ibertragen werden oder indirekt iiber Tierprodukte (vor
allem Lebensmittel) oder kontaminierte Pflanzen. Trotz zahlrei-
cher antiepidemischer und hygienischer MaBnahmen, die unbe-
stritten in der Vergangenheit erfolgreich waren, gehoren diese
Erreger besonders in ihrer lebensmittelbedingten epidemischen
Verbreitung zu den haufigsten bakteriellen Ursachen von Infek-
tionskrankheiten weltweit, auch in Deutschland. Dartiber hinaus
verursachen sie beim Menschen extraintestinale Komplikationen
wie reaktive Arthritiden, das hdmolytisch-urdmische Syndrom
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(HUS) oder das Guillain-Barré Syndrom (GBS). Nicht nur die 6kono-
mischen Verluste durch Sperrung von Lebensmittelchargen (viele
Mrd. Euro pro Jahr) sondern auch die Gesundheitskosten (z. B.
allein fiir Salmonellosen werden in Deutschland mehr als eine
Mrd. Euro direkte Kosten pro Jahr geschétzt, dabei sind die durch
Hospitalisierung aufgetretenen Mehrkosten nicht eingerechnet)
sind unvertretbar hoch.

Um den wachsenden Herausforderungen durch die zuneh-
mende Globalisierung und Industrialisierung der landwirtschaft-
lichen Produktion und des Handels mit entsprechenden Produk-
ten sowie der damit verbundenen Risiken einer Verbreitung und
Ubertragung alter und neuer Zoonoseerreger auf den Menschen
wirksam begegnen zu kénnen, haben sich in diesem Netzwerk
Wissenschaftler aus der Human- und Veterindrmedizin mit dem
Ziel zusammengeschlossen, wissenschaftlich begriindete MaB-
nahmen zu ihrer Bekdmpfung und Zuriickdrangung zu ent-
wickeln und dem 6ffentlichen Gesundheitswesen zur Einfiihrung
vorzuschlagen. Aber auch Auswirkungen 6kologischer Tierhal-
tung auf das Vorkommen und die Verbreitung humanpathoge-
ner Pathotypen sollen untersucht werden. Dazu sollen die Erreger
hinsichtlich ihrer Genomvariabilitat (Pathotyp, Klonalitét), der
Transkriptomvariabilitat (virulenter Phanotyp), ihrer Umwelt-
adaptation, ihrer natiirlichen Reservoirs und Adaptationsmecha-
nismen sowie ihrer Interaktion mit dem Wirt untersucht werden.
Gleichzeitig sollen durch Fall-Kontroll-Studien die Risikofaktoren
fiir ihre Ubertragung ermittelt werden. Die Grundlagen fiir die
Beantwortung der Frage, ob es Transmissionen von Zoonose-
Erregern als aktiven (intrinsische biol. Eigenschaften der Erreger,
z. B. Biofilmbildung, VBNC etc.) oder nur passiven Prozess (Konta-
minationen) gibt, bestimmen die Ergebnisse aus analytischen
Vergleichen der Isolate aus der Umwelt (natiirliches Reservoir),
von landwirtschaftlichen Nutztieren (mégliches transientes
Reservoir), aus Lebensmitteln (transientes Reservoir) und vom
Menschen. Dabei muss davon ausgegangen werden, dass sich
die einzelnen Erreger diesbeziiglich unterschiedlich verhalten.

Fur die Diagnostik und Typisierung der Enteritiserreger sollen
insbesondere DNA-Sequenz-basierte Verfahren aufgrund der
quantifizierbaren Datenqualitét, der hohen Portabilitdt und
Reproduzierbarkeit der Daten sowie deren einfacher Organisa-
tion in Datenbanken ausgewahlt und fiir die Belange der Human-
und Veterindrmedizin evaluiert, standardisiert sowie routine-
tauglich gestaltet werden. Sobald die genetische Information -
unabhdngig von der Sequenzanalyse-Technik - in Form ihrer
DNA-Sequenz vorliegt, verliert sie nicht mehr ihre Giiltigkeit und
Vergleichbarkeit, wie es sonst haufig bei einem Methodenwech-
sel geschieht (,data for eternity”). Zudem ist eine einheitliche
Nomenklatur aufgrund der Datenstruktur (,ACGT”) leicht mog-
lich und vereinfacht den Informationsaustausch zwischen ver-
schiedenen Laboratorien. Weitere genetische Zielregionen
konnen jederzeit problemlos zu alten Datensdtzen anderer Gene
hinzugefiigt und gemeinsam ausgewertet werden (,additiver”
Charakter). Durch den im Rahmen des Projekts durchgefiihrten
Vergleich der Ergebnisse aus den sequenzbasierten Verfahren mit
klassischen Methoden (Serotypie, Lysotopie) und bandenbasier-
ten Methoden (PFGE, MLVA) sollen die verschiedenen Typisie-

rungsverfahren hinsichtlich ihrer Durchfiihrbarkeit (Validitét,
Schnelligkeit, Okonomie etc.) und in ihrer Diskriminierungs-
potenz evaluiert werden.

Fur vergleichende Genomanalysen wird iiberwiegend die
Mikroarray-Technologie (syn. Chip-Technologie) angewendet,
mit der es moglich ist, innerhalb eines Reaktionsansatzes viele
Tausende Gene parallel zu analysieren. Noch fehlende partielle
Genomsequenzdaten, wie bei den dominierenden européischen
Yersinia enterocolitica O3 Serotyp-Isolaten, sollen erganzt werden.
Die Erstellung einer ,Pathogenitats-Matrix“ der Zoonoseerreger
und die Entwicklung eines DNA-Chips (Pathochips), auf dem die
pathogenitétsrelevanten Gene der o. g. Erreger vereint sind, soll
zu einer deutlich verbesserten Risikoabschatzung fithren. Durch
das Monitoring von relevanten Umweltisolaten auf potenzielle
Virulenzgene kénnen zukiinftig sowohl das Auftreten als auch
die Verbreitung von charakteristischen Determinanten frithzeitig
erkannt werden.

Des Weiteren sollen die molekularen Leistungen und Eigen-
schaften der groBen Persistenzfdhigkeit dieser Erregergruppen
im landwirtschaftlichen Nutztier und in bestimmten biotischen
und abiotischen Habitaten erfasst werden. Neuere Untersuchun-
gen weisen darauf hin, dass ganz andere Reservoirs oder das
eigentliche (natiirliche) Reservoir dieser Erregergruppen aufer-
halb des Bereichs der Landwirtschaft zu suchen sein miissen und
dass laufend Transmissionen zwischen belebten (z. B. Insekten,
Nager, Pflanzen, Vogel) und unbelebten (z. B. Boden, Ober-
flachenwasser) Umwelthabitaten auf der einen Seite und der
landwirtschaftlichen Produktion (verschiedene Formen der Stall-,
und Produktionsbedingungen sowie der unterschiedlichen Tier-
arten) auf der anderen Seite erfolgen. Die Verbreitung der Erreger
auf den Menschen via Lebensmittel oder direktem Kontakt und
der damit verbundenen Moglichkeit des Auftretens von Infek-
tionskrankheiten sowie 6ffentlicher und gesundheitspolitischer
Aufmerksamkeit stellt letztendlich 6kologisch nur die Spitze des
Eisbergs dar. Da diese Erreger in der Regel unauffallig (quasi
attenuiert) in den Bereichen der landwirtschaftlichen Produktion
vorkommen, ggf. auch attenuiert im originalen Reservoir (Pflan-
zen, Insekten, Nagern, Vogel, Boden etc.), bleiben sie im Reservoir
und auf ihren Transmissionswegen weitgehend unerkannt
(»-Black Box”).Im Okosystem Lebensmittel konnen die Zoonose-
erreger wahrend der Herstellung, Verarbeitung und Lagerung
erneut verschiedenen Stressbedingungen ausgesetzt sein, wie
z.B. Nahrstoffmangel, Temperaturunterschieden, unterschied-
lichen pH-Werten, oxidativem oder osmotischem Stress, Druck,
Antibiotika, Konservierungsmitteln sowie dem Wettbewerb mit
anderen Mikroorganismen. Die Bedingungen in der Matrix
Lebensmittel und deren Auswirkung auf die Infektionsdosis und
Virulenz, die Modulation durch horizontalen Gentransfer, die
Umweltresistenz der Erreger sowie genetische Verdnderungen
und die Vorbereitung auf die Infektion sind bisher nicht fiir alle
Erreger hinreichend bekannt und sollen in diesem Projekt unter-
sucht werden. Erst wenn die Zoonoseerreger Krankheiten beim
Menschen erzeugen und in Surveillance-Programmen aufféllig
werden, erlangen sie infektiologisches, epidemiologisches und
offentliches Interesse.
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Teilprojekt 1

Wirtsspezifische Kolonisation von entero-
pathogenen Yersinia spp. und Persistenz in
Lebensmitteln

Projektleitung

Prof. Dr. Petra Dersch

Institut fir Mikrobiologie, Technische Universitdt Braunschweig
SpielmannstraBe 7, 38106 Braunschweig

Tel.: 0531391-5803, Fax: 0531391-5854

E-Mail: p.dersch@tu-bs.de

Zusammenfassung

In diesem Projekt sollen wirtsspezifische Kolonisationsmechanis-
men von enteropathogenen Yersinia-Isolaten von Mensch und
Tier charakterisiert werden, um bakterielle Strategien zu definie-
ren, die bei klinisch inapparenten (Schwein) bzw. bei symptoma-
tischen Infektionen (Mensch) eine tragende Rolle spielen und/
oder zur Persistenz in Lebensmitteln beitragen. Dafiir sollen i) die
Fahigkeit verschiedener Yersinia-Subtypen, bestimmte tierische
und menschliche Zellen/Gewebe zu kolonisieren, mit in vitro-, in
vivo- und ex vivo-Modellen untersucht, ii) ihre Fahigkeit in Lebens-
mitteln zu persistieren getestet, iii) bedeutende wirtsspezifische
Yersinia-Kolonisationsfaktoren identifiziert und evaluiert, iv) die
Expression dieser Faktoren unter entsprechenden Bedingungen
bestimmt und v) die wirtsspezifische Inmunantwort auf verschie-
dene Yersinia-Isolate untersucht werden. Erkenntnisse tiber wirts-
spezifische Kolonisationsfaktoren kénnen zur Identifikation und
Typisierung von Yersinien und zur Herstellung von Diagnostika
genutzt werden. Zudem stellen sie die Grundlage dar, um neue
Strategien und antimikrobielle Agenzien zu entwickeln, die eine
Besiedelung mit zoonotischen Erregern verhindern.

Teilprojekt 2

Molekulare Charakterisierung der Pathogenitat
von Yersinia enterocolitica Serotyp 03: ein
genombasierter Ansatz

Projektleitung

Prof. Dr. Dr. Jirgen Heesemann/Dr. Alexander Rakin

Max von Pettenkofer-Institut, Lehrstuhl Bakteriologie
Ludwig-Maximilians-Universitat Miinchen

Tel.: 089 5160-5200, Fax: 089 5160-5202

E-Mail: heesemann@m3401.mpk.med.uni-muenchen.de
rakin@m3401.mpk.med.uni-muenchen.de

Zusammenfassung

Das Vorhaben befasst sich mit der genombasierten Analyse der
Pathogenitét von Yersinia enterocolitica Serotyp O3. Die Yersinio-
sen (Infektionen mit Y. enterocoltica oder Y. pseudotuberculosis)
sind neben Salmonellosen und Campylobacteriosen die dritthdu-
figsten bakteriellen Enteritiden in Deutschland und in Europa.
Uber 80 Prozent der gemeldeten Félle werden durch Y. enterocoli-
tica Serotyp O3 verursacht. Dieser Serotyp spielt als latenter Erre-
ger von Zoonosen bei Schlacht- und Wildschweinen eine wichtige

Rolle. Bisher haben sich die infektionsbiologischen Forschungen
auf Y. pestis (Pesterreger), Y. pseudotuberculosis und Y. enterocoliti-
ca Serotyp O8 und Serotyp O9 konzentriert - alles Erreger, die in
Deutschland eine untergeordnete Rolle spielen. Um die Patho-
genitdt, Wirtsspezifitat (inkl. Adaptation) und Epidemiologie von
Y. enterocolitica O3 besser zu verstehen, haben wir den genomi-
schen Ansatz gewéhlt. Die Genomsequenz von Y. enterocolitica
O3 liegtin 145 Contigs vor und soll jetzt durch gezielte Sequenz-
analyse der fehlenden Liicken vervollstdndigt werden. Sequenz-
homologievergleiche werden Hinweise auf potenzielle Patho-
genitdtsgene geben, die dann durch gezielte Gen-Inaktivierung
(.reverse genetics”) auf ihre vermutete Funktion in Zellkulturen
sowie im Maus- und Schweine-Infektionsmodell tiberpriift wer-
den (zusammen mit TP 1und TP 12). Die Genomsequenz wird die
Grundlage fiir die Herstellung eines Patho-Mikroarray sein
(Kooperation mit TP 4, TP 5 und TP 16).

Teilprojekt 3
Gefahrenidentifizierung von Salmonella
in der Lebensmittelkette

Projektleitung

Dr. Reiner Helmuth/Dr. Burkhard Malorny
Bundesinstitut fir Risikobewertung (BfR)
Diedersdorfer Weg1,12277 Berlin

Tel.: 030 8412-2233 (Helmuth), -2237 (Malorny),
Fax: 030 8412-2953

E-Mail: reiner.helmuth@bfr.bund.de
burkhard.malorny@bir.bund.de

Zusammenfassung

Ziel des Projekts ist es, eine Gefahrenidentifizierung fiir Salmo-
nella-Stamme durchzufiihren, die aus lebensmittelliefernden
Tieren, der Lebensmittelkette und den daraus resultierenden
Produkten isoliert wurden. Der genetische Inhalt wird mit Isola-
ten, die vom Menschen stammen, verglichen. Die Daten werden
fiir eine potenzielle Risikoabschdtzung von Salmonellen ver-
wendet. Es wird ein DNA-Mikroarray verwendet werden, der
circa 300 Oligonukleotidproben von ausgewdahlten Zielgenen
enthélt (Housekeeping-Gene, Virulenz- und Resistenzmarker,
mobile Elemente). Die Daten Giber die An- bzw. Abwesenheit von
bestimmten Eigenschaften werden mit einer spezifischen Soft-
ware analysiert und die Ergebnisse mit anderen molekularbiolo-
gischen Typisierungsmethoden (PFGE, MLVA) verglichen. Der
DNA-Mikroarray wird als diagnostische Methode zur Identifizie-
rung des Risikopotenzials individueller Salmonella-Stdmme am
NRI-Salm etabliert. Die im Projekt gewonnenen Daten werden
zur Interpretation der Eigenschaften eines Stammes benutzt, um
ein besseres Verstdndnis des Risikopotenzials von Salmonellen in
der Lebensmittelkette zu erhalten.
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Teilprojekt 4
Shiga Toxin-produzierende Escherichia coli:
Umwelt-Vektor-Mensch-Schnittstelle

Projektleitung

Prof. Dr. rer. nat. Helge Karch

Institut fir Hygiene, Universitdtsklinikum Munster
Robert-Koch-StraBe 41, 48149 Mtiinster

Tel.: 0251 83-55361, Fax: 0251 83-55341

E-Mail: helge.karch@uni-muenster.de

Zusammenfassung

Viele Escherichia coli kodieren Toxine, die dhnlich dem Shiga
Toxin von Shigella dysenteriae Typ 1sind. Enterohdmorrhagische
E. coli (EHEC) sind eine pathogene Untergruppe der Shiga-Toxin-
produzierenden E. coli (STEC) mit der Fahigkeit, schwerwiegende
Darmkrankheiten sowie das Himolytisch-urdmische Syndrom
(HUS) auszulésen. Im Gegensatz dazu sind viele andere STEC
wenig oder nicht pathogen fiir Menschen. Es gibt jedoch keinen
Konsens tiber die Kriterien, mit denen EHEC von den weniger
virulenten STEC unterschieden werden. Wir mochten jene Fakto-
ren untersuchen, die einem STEC-Stamm die volle Virulenz verlei-
hen sowie jene Mechanismen, die dem Auftreten neuer patho-
gener EHEC-Klone zugrunde liegen. Im Projekt IP 4 isolieren wir
Krankheitserreger animaler Herkunft (Yersinia spp., Salmonella
spp., Campylobacter jejuni, EHEC) aus humanen Stuhlproben

und fithren neue empfindliche Anreicherungs- und Isolierungs-
methoden ein. Weiterhin entwickeln wir einen Pathochip, der
die derzeit bekannten mit Virulenz und Fitness verbundenen
STEC-Gene enthélt, und vergleichen die Genprofile von 300 STEC-
Stammen, die von Patienten, Tieren sowie aus Lebensmitteln iso-
liert wurden. Relevante Gene werden in den Zoonosechip einge-
schlossen. Wir analysieren die Interaktionen von STEC mit dem
Darm, indem wir Darmepithel-Zelllinien von verschiedenen
Wirtstieren verwenden. Zudem werden verschiedene Methoden
angewandt, um die Interaktion von Krankheitserregern mit
Epithelzellen aufzuzeigen. Dieser Ansatz wird zur Identifizierung
der ausschlaggebenden Virulenz-Faktoren und -Mechanismen
fiihren, auf denen die hohe Virulenz von EHEC basiert.

Teilprojekt 5

Single-Locus-Sequenz-Typisierung (SLST), Single
Nucleotid Polymorphismus (SNP)-Nachweis und
Mikroarray-basierte Typisierung von lebens-
mittelbedingten Pathogenen

Projektleitung

Dr. Alexander Mellmann

Institut fir Hygiene, Universitdtsklinikum Munster
Robert-Koch-StraBe 41, 48149 Munster

Tel.: 0251 83-52316, Fax: 0251 83-55688

E-Mail: mellmann@uni-muenster.de

Zusammenfassung

Dieses Projekt konzentriert sich auf zwei wichtige Zoonose-Erre-
ger: enterohdmorrhagische Escherichia coli (EHEC) und Campylo-
bacter jejuni. Wahrend hoch pathogene Klone von EHEC in letzter
Zeitin Deutschland und anderen Landern als Ursache fiir das
lebensbedrohliche Hamolytisch-urédmische-Syndrom (HUS) vor-
kommen, ist C. jejuni die hdufigste bakterielle Ursache fiir Durch-
fall in Deutschland und wird mit dem Guillain-Barré Syndrom
(GBS) und anderen schwerwiegenden neurologischen Komplika-
tionen assoziiert. Wir werten die in hohem Grade empfindlichen
und spezifischen Diagnostik-Werkzeuge fiir den Nachweis von
EHEC und von C. jejuni aus. AnschlieBend charakterisieren wir die
genetischen Polymorphismen innerhalb der Shiga-Toxin-Gene
(stx) von EHEC durch Single-Locus-Sequenz-Typisierung (SLST)
und Single Nucleotid Polymorphismus (SNP)-Analysen. Weiter-
hin werden die stx-Transkription, -Expression und die biologische
Aktivitdt von stx analysiert. Des Weiteren korrelieren wir die SNP-
Genotypen mit dem klinischen Verlauf der EHEC-Infektion. Da
die Epidemiologie von C. jejuni weitestgehend unklar ist, haben
wir in hohem Grade reproduzierbare sequenzbasierte Methoden
entwickelt und evaluiert, mit denen C. jejuni subtypisiert werden
kann. Mithilfe dieser Methoden kann die Epidemiologie der

C. jejuni-Infektion in Deutschland aufgeklart werden. AuSerdem
entwickeln wir, mit dem Ziel das Pathogenitétsprofil zu identifi-
zieren, einen Zoonosechip, der die Hauptvirulenz-Faktoren von
C. jejuni enthélt. SchlieBlich vergleichen wir die Resultate der
Sequenzanalysen mit den klinischen Verldufen der Infektion.

Um das Wissen von erfahrenen Wissenschaftlern jungen
Wissenschaftlern naher zu bringen, organisieren wir jahrliche
Sommerakademien und Labor-Workshops, in denen u. a. die
Datenanalyse mit bioinformatischen und anderen Techniken
(z. B. DNA-Sequenzanalysen, Fermenter-Kultur) unterrichtet
und praktisch durchgefiihrt wird.

Teilprojekt 6

Der Einfluss von Hochrisiko-Lebensmitteln auf
die Verbreitung und das Uberleben von Shiga-
Toxin-produzierenden Escherichia coli (STEC)

Projektleitung

Prof. Dr. rer. nat. Herbert Schmidt

Institut fir Lebensmittelwissenschaft und Biotechnologie
Universitdt Hohenheim

GarbenstraBe 28, 70599 Stuttgart

Tel.: 0711459-22305, Fax: 0711459-24199

E-Mail: hschmidt@uni-hohenheim.de

Zusammenfassung

Nachweis und Typisierung von Shiga-Toxin-produzierenden
Escherichia coli (STEC) werden in Hochrisiko-Lebensmitteln wie
Rinderhackfleisch, Rohwiirsten und Rohmilch durch eine Kom-
bination von Kultivierungsmethoden und Nukleinsdure-Ampli-
fikations-Techniken gefiihrt. Zuséatzlich werden die Effekte der
Nahrungsmittel-Matrix, der Aufbewahrung und der Lebensmit-
tel-Herstellungsbedingungen, wie ph-Wert, Temperatur und
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Wasseraktivitit, auf das Uberleben, die Ubertragung und die
Durchsetzungsfahigkeit von STEC durch Analyse von stress- und
virulenzassoziierten Genen in Nahrungsmittelmodellen unter-
sucht. Anzucht-Experimente mit STEC unterschiedlicher Seroty-
penin gefdhrdeten Nahrungsmitteln werden durchgefiihrt, um
die Bedingungen zum Uberleben und zur Ubertragung der kon-
kurrierenden und virulenten STEC-Stdmme festzustellen. Zur
Unterstiitzung der Netzwerkpartner werden die Nahrungs-
mittelproben auch auf das Vorkommen von Campylobacter spp.
analysiert.

Teilprojekt 7

Multilocus-Sequenz-Analyse von Campylobacter
spp. isoliert von Menschen, Tieren, der Umwelt
und aus Lebensmitteln

Projektleitung

Prof. Dr. med. Sebastian Suerbaum

Medizinische Mikrobiologie und Krankenhaushygiene
Medizinische Hochschule Hannover
Carl-Neuberg-StraBe 7, 30625 Hannover

Tel.: 0511 532-6770, Fax: 0511 532-4355

E-Mail: suerbaum.sebastian@mh-hannover.de

Zusammenfassung

Die enteropathogenen Campylobacter (C. jejuniund C. coli) sind
wichtige intestinale Krankheitserreger bei Menschen, die Mehr-
heit der Félle wird hochstwahrscheinlich zoonotisch tibertragen.
Trotz der groen Bedeutung von Campylobacter spp. in Deutsch-
land als eine der zwei am haufigsten auftretenden bakteriellen
Durchfallursachen, ist das Wissen tiber die Epidemiologie und
Populationsgenetik dieser Erreger sehr limitiert. Wir fithren Mul-
tilocus-Sequence-Typing (MLST) von allen Campylobacter-Stam-
men aus humanen Patienten sowie von vielen nicht humanen
Isolaten durch, die innerhalb des FBI-Zoo-Projekts isoliert wer-
den. In Verbindung mit ,,cutting-edge”-Methoden der Popula-
tionsgenetik sowie ergdnzenden Typisierungssystemen, die in
anderen FBI-Zoo-Gruppen durchgefiihrt werden, sollte die MLST
das Verstandnis der Epidemiologie und der Populations-Genetik
der Campylobacter spp. signifikant erhohen.

Teilprojekt 8

Faktoren der Wirtsspezifitdt und des
Gewebetropismus von animalen und humanen
Campylobacter-Isolaten

Projektleitung

PD Dr. Christine Josenhans

Medizinische Mikrobiologie und Krankenhaushygiene
Medizinische Hochschule Hannover
Carl-Neuberg-StraBe 7, 30625 Hannover

Tel.: 0511 532-4348, Fax: 0511 532-4355

E-Mail: josenhans.christine@mh-hannover.de

Zusammenfassung

Campylobacter (C. jejuni, C. coli) sind sehr wichtige intestinale
Krankheitserreger des Menschen weltweit, deren Ubertragung
sehr wahrscheinlich iiberwiegend zoonotisch erfolgt. Jedoch ist
relativ wenig tiber die generellen als auch wirtsspezifischen Kolo-
nisationsfaktoren oder das Virulenz-/Pathogenitatspotenzial
bekannt. Wir wissen, dass Campylobacter in bestimmten Wirts-
organismen persistent kolonisiert ohne eine Krankheit hervorzu-
rufen (dhnlich Kommensalen), wahrend sie in anderen Wirten
nicht chronisch persistieren (z. B. im Menschen). Andererseits
verursachen sie in den letztgenannten Wirten gravierende
Krankheiten. Die Griinde fiir diese wirtsspezifischen Eigenschaf-
ten der Campylobacter-Spezies sind unbekannt. Aber es ist nahe-
liegend, das sie durch Adhésions- und Kolonisations-Faktoren,
wirtsspezifische Virulenzfaktoren oder immunmodulatorische
Eigenschaften vermittelt werden. Das wichtigste Ziel dieses Pro-
jektsist es, diese unterschiedlichen wirtsspezifischen Mechanis-
men der Kolonisierung und Pathogenitdt zu entschliisseln.
Dadurch werden neue Ansétze fiir spezifische Diagnostika, Impf-
stoffentwicklung sowie Krankheitsinterventionen ermdoglicht.

Teilprojekt 9

Konventionelle Typisierung von Zoonose-Erregern
- epidemiologische und Virulenz-Marker-Typisie-
rung von Salmonella enterica

Projektleitung

Dr. Erhard Tietze/Dr. Angelika Fruth
Nationales Referenzzentrum fiir Salmonellen
und andere bakterielle Enteritis-Erreger (NRZ)
Robert Koch-Institut

Burgstra3e 37, 38855 Wernigerode

Tel.: 03943 679-238, Fax: 03943 679-207
E-Mail: tietzee@rki.de, frutha@rki.de

Zusammenfassung

Das Projekt verbindet herkémmliche, traditionelle Typisierungs-
methoden fiir Zoonose-Erreger mit neuen sequenzbasierten Typi-
sierungsmethoden, wie Multilocus-Sequenz-Typisierung (MLST)
und Singlelocus-Sequenz-Typisierung (SLST). Hauptaufgabe des
NRZist die Durchfiihrung einer Vielzahl anerkannter ,klassi-
scher” Methoden fiir die Typisierung von Salmonella, E. coli, Cam-
pylobacter und Yersinia. Hierdurch wird allen weiteren Partnern
des Netzwerkes FBI-Zoo ermdglicht, aus der Vielzahl der isolier-
ten Stimme jene geeigneten auszuwdhlen, dieinden TP 1, 2,3
und 6 erforscht werden. AuBerdem liefern unsere Analysen die
Basis fiir den wichtigen gegenseitigen Vergleich der sequenz-
basierten Daten mit den traditionellen Typisierungsmethoden,
sodass neue methodische Ansétze in Bezug auf ihre Signifikanz
fiir die Anwendung fiir kurz- und langfristige epidemiologische
Fragestellungen validiert werden kénnen. Epidemiologische
Analysen und Virulenz-Fingerprinting von S. enterica aus 6kologi-
schen Reservoirs und von humanen klinischen Fillen enthalten
neben klassischen auch neue molekulare Methoden, einschlieB3-
lich MLVA und SLST des sopA.
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Teilprojekt 10

DNA-Sequenz-basierte Typisierung von Shiga-
Toxin-produzierenden Escherichia coli und Unter-
suchungen zur Wirtsspezifitat von Zoonose-
Erregern in einem Hiihner-Infektionsmodell

Projektleitung

Prof. Dr. Lothar H. Wieler

Institut fir Mikrobiologie und Tierseuchen
Fachbereich Veterindrmedizin, Freie Universitit Berlin
PhilippstraBe 13,10115 Berlin

Tel.: 030 2093-6300, Fax: 030 2093-6067

E-Mail: wieler.lothar@vetmed.fu-berlin.de

Zusammenfassung

In diesem Projekt werden die folgenden drei Schwerpunkte bear-
beitet: i) Etablierung moderner molekularer Methoden zur Typi-
sierung von zoonotischen Shiga-Toxin-produzierenden E. coli-
Isolaten (STEC) zu Identifizierung von Pathovaren und deren
Assoziation mit klinischen Erkrankungen; ii) Monitoring, Isolie-
rung und Charakterisierung von Campylobacter spp., Salmonella
Spp., Yersinia spp. und STEC-Isolaten bei Trédgertieren, zur Erfas-
sung des aktuellen epidemiologischen Status dieser Zoonose-
Erreger sowie zur Gewinnung aktueller Isolate fiir weitergehende
molekulare Analysen; iii) Durchfithrung von Infektionsversuchen
mit Salmonella und Campylobacter im Hithner-Infektionsmodell
im Hinblick auf die Validierung der in den TP 8 (Campylobacter-
Phylotypen) und TP 11 (Salmonella-Phylotypen) in vitro identifizier-
ten wirtsspezifischen Faktoren in vivo.

Mittels Multilokus-Sequenz-Typisierung (MLST) werden die
wichtigsten mit dem Hamolytisch-urdmischen Syndrom (HUS)
assoziierten Non-0157 STEC-Serotypen analysiert, um deren Phy-
lotypen zu ermitteln sowie in Kombination mit der Identifizie-
rung von Single-Nukleotid-Polymorphismen (SNPs) und der
Singlelocus-Sequenz-Typisierung (SLST) von eae-Allelen eine
schnelle molekulare Identifizierungsmethode zu etablieren.

In Ergédnzung der Arbeiten der weiteren FBI-Zoo-Koopera-
tionspartner werden wir neben der Isolierung von bovinen,
humanrelevanten Isolaten auch andere potenzielle Tragertiere
wie Ratten bakteriologisch auf das Vorhandensein von Zoonose-
Erregern untersuchen (Quota-Sampling), die eine mégliche
Ubertragungsquelle iiber die Futtermittelkette bei lebensmittel-
liefernden Tieren darstellen.

Teilprojekt 11

Wirtsabhédngige Faktoren in der Pathogenese
und Persistenz von Salmonella-Serovaren in Tier
und Mensch

Projektleitung

Dr. Karsten Tedin, PhD

Institut fir Mikrobiologie und Tierseuchen
Fachbereich Veterindrmedizin, Freie Universitat Berlin
PhilippstraBe 13, 10115 Berlin

Tel.: 030 2093-6300, Fax: 030 2093-6067

E-Mail: tedin.karsten@vetmed.fu-berlin.de

Zusammenfassung

Ziel dieses Projekts ist die Analyse der Bedeutung des angebo-
renen Immunsystems fiir die speziesspezifische Erreger-Wirt-
Auseinandersetzung (Persistenz und/oder Empféanglichkeit
gegeniiber Infektionen mit verschiedenen Phylotypen). Diese
Analysen beinhalten in vitro-Untersuchungen mit verschiedenen
humanen und animalen Zellkultursystemen sowie in vivo-Expe-
rimente im Hithner-Infektionsmodell. Unter Verwendung ver-
schiedener animaler und humaner Epithel- und Makrophagen-
zelllinien wird die Rolle der angeborenen Immunitét bei der
Ausprdagung von Empféanglichkeiten gegentiber spezifischen
Sero- und Phylotypen untersucht, und zwar mittels Analyse

der Genexpression des Wirtes selbst als auch durch den Einsatz
von Hochdurchsatzverfahren mittels entsprechender Reporter-
systeme in vitro. AbschlieBend wird ein in vivo-Hiihner-Infektions-
modell genutzt, um die zuvor erhobenen Ergebnisse aus den in
vitro-Studien zu validieren und um zusatzlich Informationen tiber
die Immunantwort des Huhnes zu erhalten. Ziel ist es, zu verste-
hen, warum ein Tier entweder erkrankt oder den Status eines
transienten Reservoirs tibernimmt und somit ein entsprechend
geféahrliches Zoonose-Potenzial darstellt.

Teilprojekt 12

Isolierung von Zoonose-Erregern von potenziellen
Wirten und deren Umgebung sowie Infektions-
versuche in einem Schweine-Infektionsmodell

Projektleitung

Prof. Dr. Gerald-F. Gerlach/Dr. Jutta Verspohl

Institut fir Mikrobiologie und Tierseuchen

Zentrum fur Infektionsbiologie

Stiftung Tierarztliche Hochschule Hannover

Bischofsholer Damm 15, 30173 Hannover

Tel.: 0511 856-7598, Fax: 0511 856-7697

E-Mail: gfgerlach@gmx.de, jutta.verspohl@tiho-hannover.de

Zusammenfassung

Das Projekt stellt lebensmittelbedingte Krankheitserreger von
lebensmittelliefernden Tieren, aus der Umgebung der lebensmit-
telliefernden Tiere sowie von lebenden Vektoren zur Verfiigung.
Weiterhin werden Infektionsexperimente in Schweinen durch-
fihrt. Zwei epidemiologische Studien sind geplant, in denen das



14

Zoonosen-Forschung BMBF-VERBUNDE

Vorkommen von enterohdmorrhagischen E. coli (EHEC) und
Salmonella typhimurium in Streichelzoos sowie die moglichen
Umwelt-Habitate fiir die ununterbrochene Infektion von Mast-
schweinen mit S. typhimurium untersucht werden. Weiterhin
unterstiitzt dieses Teilprojekt die epidemiologische Fall-Kontroll-
Studie zu sporadischen Salmonelleninfektionen bei Menschen in
Niedersachsen, indem sie gleichzeitig aktuelle Isolate aus demsel-
ben geographischen Bereich zur Verfiigung stellt. Zudem werden
zwei weiterfithrende Studien innerhalb Niedersachsens durchge-
fihrt, die zur Isolierung von i) aktuellen Campylobacter- und Yersi-
nia-Isolaten aus Mastschweinen und ii) aktuellen Salmonella-,
Campylobacter-und EHEC-Isolaten aus Rindern und Gefliigel
fihren. Diese Studien geben einen initialen Eindruck tiber das
Vorkommen und die Heterogenitét lebensmittelbedingter Krank-
heitserreger in den jeweiligen Tierpopulationen und ermdogli-
chen eine vergleichende phylogenetische Analyse humaner und
porziner Isolate. SchlieBlich werden Tierinfektions-Experimente
in Schweinen durchgefiihrt, um neue Aspekte der Wirt-Krank-
heitserreger-Interaktion fiir Campylobacter- und Yersinia-Isolate
zu erforschen.

Teilprojekt 13
Epidemiologische und biometrische Unter-
suchungen iiber Zoonosen bei Mensch und Tier

Projektleitung

Prof. Dr. Lothar Kreienbrock

Institut fir Biochemie, Epidemologie und
Informationsverarbeitung

WHO-Collaborating Centre for Research and Training in
Veterinary Public Health

Stiftung Tierdrtzliche Hochschule Hannover

Binteweg 2, 30559 Hannover

Tel: 0511 953-7950, Fax: 0511 953-7974

E-Mail: lothar.kreienbrock@tiho-hannover.de

Zusammenfassung

Das TP 13 liefert epidemiologische Informationen iiber humane
gastrointestinale und animale zoonotische Infektionen. Daten
beziiglich der menschlichen Infektionen als auch Daten zur
Schweinefleisch-Produktion sind bereits teilweise vorhanden,
werden aber hier durch eine zusétzliche Probengewinnung in
Tierherden, in Verbindung mit der Umwelt der Tiere, sowie einer
Fall-Kontroll-Studie iber sporadische Salmonelleninfektionen bei
Menschen in Niedersachsen sinnvoll ergdnzt werden. Auerdem
werden die epidemiologischen Daten, die im Rahmen des Netz-
werks FBI-Zoo von anderen Partnern ermittelt werden, im
Hinblick auf eine kompatible statistische und epidemiologische
Auswertung hin analysiert, sodass die Daten in eine zentrale Netz-
werk-Datenbank eingepflegt werden kénnen. In ihrer Gesamt-
heit werden die Auswertungen zur Etablierung verbesserter
Interventionsstrategien fithren, wodurch die Belastung der Men-
schen in Deutschland durch lebensmittelbedingte Zoonosen
reduziert wird.

Teilprojekt 14

Analyse der unspezifischen Immunantwort von
Hihnern auf eine Salmonelleninfektion, hervor-
gerufen durch Serovare mit unterschiedlichen
Virulenzprofilen

Projektleitung

Prof. Dr. Bernd Kaspers

Institut fur Tierphysiologie, LMU Miinchen
VeterindrstraBe 13, 80539 Miinchen

Tel.: 089 2180-1669, Fax: 089 2180-2554

E-Mail: kaspers@tiph.vetmed.uni-muenchen.de

Zusammenfassung

In diesem Teilprojekt wird die unspezifische Immunreaktion von
Hiihnern auf eine Infektion mit Salmonellen analysiert. Uber
diese Reaktion ist beim Huhn bisher wenig bekannt, obwohl all-
gemein akzeptiert ist, dass sie entscheidenden Anteil an der Kon-
trolle der Invasion und Ausbreitung der Bakterien im Tier und an
der Induktion der adaptiven Immunantwort hat. Die Fortschritte
auf dem Gebiet der avidren Immunologie und die Verfiigbarkeit
der Genomsequenz des Haushuhns haben zur Etablierung zahl-
reicher neuer Techniken fiir die Analyse von Wirt-Pathogen-Inter-
aktionen gefiihrt. Im Rahmen des Verbunds stehen verschiedene
Salmonella-Serovare und genetisch modifizierte Bakterien zur
Verfiigung. Damit wird es moéglich, die Rolle bestimmter Viru-
lenzfaktoren in der Induktion und der Modulation der unspezifi-
schen Immunantwort zu untersuchen. Die Arbeiten werden
sowohl an Hithnern als auch an neu zu etablierenden Epithelzell-
kulturen durchgefiihrt. Die Untersuchung der unspezifischen
Immunreaktion erfolgt durch Genexpressions-Analyse mithilfe
von Hithner-spezifischen Mikroarrays und der quantitativen RT-
PCR fiir ausgewédhlte Gene. Wir erwarten mit diesem Ansatz sol-
che Gene und Signalwege identifizieren zu kénnen, denen eine
wesentliche Rolle bei der Kontrolle von Salmonelleninfektionen
zukommt. Zudem wollen wir mithilfe der genetisch modifizierten
Salmonellen immunmodulatorische Strategien der Bakterien
identifizieren.

Teilprojekt 15

Populationsbasierte Studien zu Risikofaktoren
von Yersinia enterocolitica und EHEC O157-
assoziiertem HUS

Projektleitung

Prof. Dr. Klaus Stark/Dr. Christina Frank

Abteilung 3 Infektionsepidemiologie, Robert Koch-Institut,
Seestrafe 10, 13353 Berlin

Tel.: 030 4547-3432, Fax: 030 4547-3533

E-Mail: starkk@rki.de

Zusammenfassung

Dieses Projekt i) untersucht Risikofaktoren, die im Zusammen-
hang mit sporadischen Yersinia enterocolitica-Infektionen stehen;
ii) analysiert das Auftreten von HUS und die Risikofaktoren, die im
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Zusammenhang mit HUS stehen, hervorgerufen durch die hoch
virulenten STEC der Serogruppe 0157 (einschlieBlich der Unter-
gruppe der sorbitfermentierenden E. coli 0157:NM, die fiir gro-
Bere HUS-Ausbriiche in Deutschland verantwortlich sind); iii) ent-
wickelt epidemiologische Werkzeuge (Erstellung standardisierter
Fragebdgen) zur Untersuchung von lebensmittelbedingten Aus-
briichen fiir zukiinftige Fall-Kontroll-Studien iber sporadische
gastrointestinale Infektionen sowie klinische und mikrobiologi-
sche Studien in Hospitélern. Die Arbeiten werden hauptsachlich
im Rahmen des TP 6 durchgefiihrt, jedoch tragt das TP 15 auch zu
anderen TP bei. So wird z. B. eng mit den FBI-Zoo-Teilprojekten 4,
9 und 13 kooperiert.

Teilprojekt 16
Von den Daten zum Wissen: Data-Warehouse fiir
lebensmittelbedingte zoonotische Infektionen

Projektleitung

Prof. Dr. med. Dag Harmsen

Poliklinik fiir Parodontologie, Universitdtsklinikum Minster
Waldeyerstra3e 30, 48149 Miinster

Tel.: 0251 83-47059, Fax: 0251 83-47134

E-Mail: dharmsen@uni-muenster.de

Zusammenfassung

Das Projekt interagiert mit fast allen anderen Teilnehmern des
Verbunds. Es ist vorgesehen als das zentrale Datenarchiv vom
Gesamtprojekt. In diesem Archiv sollen mit modernen Techniken
(z. B. sequenzbasiert und MLVA) sowohl generierte Typisierungs-
daten als auch detaillierte epidemiologische Daten aus der
Human- und Veterindrmedizin gespeichert werden. Die so erho-
benen und gesammelten Daten formen wiederum die Basis fiir
zukiinftige, fortgeschrittene ,data mining”-Techniken, wie z. B.
Frithwarn- und geographische Informationssysteme (GIS). TP 16
steht daher beispielhaft fiir einen Ubergang von den Daten zum
Wissen in der epidemiologischen Surveillance.

Zu Beginn des Projekts wird fiir alle FBI-Zoo Teilnehmer ein
Groupware- und Projektmanagement-System aufgesetzt, um die
Kommunikation und Managementfahigkeit in der Gruppe zu
starken. Danach wird ein Client-Server-System mit Nutzer-Au-
thentifizierung und verschiedenen Rollen zur Speicherung und
Analyse von Sequenzdaten (SLST, MLST) implementiert. Als néchs-
tes soll das Client-Server-System erweitert werden, um auch
epidemiologische Daten addquat sammeln und berichten zu
konnen. Darauf folgt die Implementierung zum Speichern und
Analysieren von binédren/kategorischen Daten (z. B. MLVA, SNPs
oder Pathochip-Daten).

Weiterhin soll eine international akzeptierte und vereinbarte
Programmierungs-Schnittstelle (API) zum Befragen und zur
Dateneingabe bei solchen Systemen entworfen und realisiert
werden. SchlieBlich ist vorgesehen, ,Web 2.0”-Elemente (z. B.
Linstant messaging” und/oder VoIP) in das System zu integrieren.
Alle Aktivitdten werden flankierend von entsprechenden Schu-
lungsangeboten begleitet. Dadurch soll die schnelle Verbreitung
und Aufnahme des notwendigen Anwendungswissens, insbeson-

dere bei Nachwuchsforschern, gewahrleistet werden.

2.2 BOTULINOM - Die Zoonose Botulismus:
Der Weg des Botulinum-Toxins von der
Bakterie in die Zielzelle

Verbundkoordination

Prof. Dr. med. vet. Dr. sc. agr. habil. Helge Bohnel

Institut fiir Pflanzenbau und Tierproduktion in den Tropen
und Subtropen, Abteilung Tropentierhaltung und -zucht
Fakultét fiir Agrarwissenschaften
Georg-August-Universitat Gottingen

Kellnerweg 6, 37077 Gottingen

Tel.: 055139-3396, Fax: 055139-3408

E-Mail: hboehne@gwdg.de

Laufzeit: 1.8.2007-31.7.2010

Wissenschaftliches Konzept

In der europaischen Zoonose-Richtlinie 2003/99/EC vom 17. No-
vember 2003 ist unter anderem Botulismus und dessen Erreger
aufgefiihrt (Off. ]. Eur. Union L325/31 vom 12.12.2003). Botulismus
ist die klinische Beschreibung der Erkrankungen, die durch bakte-
rielle Neurotoxine von Clostridium botulinum verursacht werden.
Pharmakologisch ist sie eine Toxikose, epidemiologisch entweder
eine Intoxikation oder Infektion. Botulinumtoxin ist in der Liste A
der bacterial/bioterrorist warfare agents aufgefiihrt.

Seit den ersten Verdffentlichungen iiber Botulismus beim
Menschen wurde zwischenzeitlich die Wirkungsweise der Toxine
erkannt. Jedoch ist wenig dariiber bekannt, wie die Toxine ver-
breitet sind und wie sie adsorbiert und im Zielorganismus verar-
beitet werden. Der generelle Aspekt der Erkrankung als Zoonose
fehlt aber in den oft sehr detaillierten Veroffentlichungen. Die
Atiologie der Erkrankung reicht von der Bakterienzelle iiber die
Toxinproduktion, die Ubertragung und Aufnahme bis zur Aktion
innerhalb der bestimmten Zielzelle.

Das Hauptziel dieses einzigartigen interdisziplindren Projekts
ist, das Verstandnis tiber die Infektions-/Intoxikationskette von
Clostridium botulinum im Einzelnen zu gewinnen, um Moglich-
keiten darzustellen, der an Bedeutung gewinnenden Erkrankung
Botulismus entgegenzuwirken.

Strukturelles Konzept

Die Netzwerkpartner sind international bekannte Experten auf
ihrem Arbeitsgebiet. Das Projekt vereinigt sie zum ersten Mal, um
bedeutende Aspekte der Infektions-/Intoxikationskette zu bear-
beiten. Die Interaktionen und der Austausch des Wissens dieser
Gruppen ist das Basiskonzept des Projekts. Es werden spezifische
und individuelle Forschungsinteressen zusammengebracht.

Partnerschaftliche Vernetzung

Es gibt aufgrund der meist unbekannten Aktionen von und Inter-
aktionen mit Botulinumtoxin keine internationalen Referenz-
methoden, um die Zoonose Botulismus zu beschreiben. Die
Ergebnisse werden es ermoglichen, weiteren Aufschluss tiber die
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zoonotische Bedeutung und eine mogliche Gefdhrdung der
menschlichen Gesundheit zu bekommen. Dies ist wichtig und
unbedingt notwendig fiir die an Bedeutung gewinnende Erkran-
kung, die neutral als Botulinumtoxikose zu beschreiben ist.
Obwohl die Forschungsziele im Projekt nicht alle Aspekte ab-
decken konnen, werden die Ergebnisse einen starken Einfluss auf
das wachsende Bewusstsein zu Botulismus haben.

Teilprojekt 1

Pathogenetische Rolle und Eigenschaften der
ADP-ribosylierenden Toxine von Clostridium
botulinum

Projektleitung

Prof. Dr. med. Dr. rer. nat. Klaus Aktories

Institut fir Experimentelle und Klinische Pharmakologie
und Toxikologie, Albert-Ludwigs-Universitit Freiburg
AlbertstraBe 25, 79104 Freiburg

Tel.: 0761203-5301, Fax: 0761203-5311

E-Mail: klaus.aktories@pharmakol.uni-freiburg.de

Vorhabenziel

Clostridium botulinum Typ C und D produzieren drei unterschied-
liche Toxine: Die Neurotoxine (BoNT) C1 und D, die Botulismus
auslosen, sowie die ADP-ribosylierenden C2- und C3-Toxine. Ziel
istdie Untersuchung der Aufnahme, des Transports und der
Wirkung der Toxine. Insbesondere soll eine Interaktion der C2-
und C3-Toxine bei der Aufnahme von Botulinum-Neurotoxinen
geklart werden.

Arbeitsplanung

Die Wirkungen von C2- und C3-Toxinen auf das Zytoskelett und
die Schrankenfunktion von Darmepithelzellen werden unter-
sucht. Es sollen die zelluldren Aufnahmewege (Clathrin-, Caveo-
lin-Abhéngigkeit) und die porenbildenden Eigenschaften (86Rb-
Freisetzung) der Toxine untersucht werden. Es wird gepriift, ob
das C2-Holotoxin oder die einzelnen Komponenten von C2-Toxin
die C3-Aufnahme férdern. Von besonderer Bedeutung ist die
Untersuchung des Einflusses von C2- und C3-Toxin auf die Auf-
nahme von BoNTs durch Transzytose. Dazu soll die Transzytose
der Neurotoxine eingehend analysiert werden.

Ergebnisverwertung

Eswerden Assays fiir die Toxinwirkung entwickelt und Bindungs-

analysen durchgefiihrt. Aufnahme und Translokation von Neuro-
toxinen bzw. von C2- und C3-Toxin sind potenzielle Zielstrukturen
fiir die Entwicklung von Antidoten.

Teilprojekt 2
Charakterisierung der Rezeptoren fiir BoNT/C1
und D

Projektleitung

Prof. Dr. med. Hans Bigalke

Institut fur Toxikologie, Medizinische Hochschule Hannover
Carl-Neuberg-Strae 1, 30623 Hannover

Tel.: 0511 532-2815, Fax: 0511 532-8021

E-Mail: bigalke.hans@mh-hannover.de

Vorhabenziel

Ziel des Projekts ist es, ein Modell zu entwickeln, welches die
Interaktion von Botulinumtoxinen mit moéglichen Zielzellen
darstellt. Die toxinbindenden Rezeptoren sollen charakterisiert
werden. Die Bindungstasche im Toxin soll dargestellt und gezielt
verdndert werden.

Arbeitsplanung

Es wird untersucht, inwieweit gangliosidhaltige ,lipid rafts” an
der Aufnahme der Toxine aus dem Darm und in das Neuron
beteiligt sind. Dazu werden die ,rafts” zerstort und die Wirkung
der Toxine wird studiert. Diese Untersuchungen werden am
Nerv-Muskelprédparat durchgefiihrt. Die Abhdngigkeit der Toxin-
aufnahme von Gangliosiden wird weiterhin an Zwerchfellprépa-
raten untersucht, die aus Mdusen stammen, denen die zur Gang-
liosidsynthese notwendigen Enzyme fehlen (knock-out). Im Toxin
wird die Rezeptorbindungstasche dargestellt und gezielt verdn-
dert.

Ergebnisverwertung

Esist geplant, die Bindungstaschen im Toxin so zu verdndern, dass
eine Rezeptorbindung unterbleibt. Dieses nicht wirksame Toxin
soll als Impfstoff zur aktiven Immunisierung geschiitzt werden.
Die Kenntnis der Rezeptoren erlaubt die Entwicklung von An-
tagonisten, die an den Bindungsstellen mit dem Toxin konkurrie-
ren. Diese Antagonisten sollen ebenfalls zum Patent gebracht
werden.

Teilprojekt 3
Stabilisierung der Stammsammlung
pathogener Clostridien

Projektleitung

Prof. Dr. med. vet. Dr. sc. agr. habil. Helge Bohnel

Institut fiir Pflanzenbau und Tierproduktion in den Tropen
und Subtropen, Abteilung Tropentierhaltung und -zucht
Fakultét fiir Agrarwissenschaften
Georg-August-Universitat Gottingen

Kellnerweg 6, 37077 Gottingen

Tel.: 055139-3396, Fax: 055139-3408

E-Mail: hboehne@gwdg.de

Vorhabenziel

Die Stammsammlung pathogener Clostridien an der Uni G6ttin-
gen existiert seit 1970. Es sind etwa 3.000 Kulturen vorhanden, die
von unterschiedlicher Qualitét sind. Die einzelnen Stimme sollen
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fiir Langzeitlagerung stabilisiert und allgemein zugénglich ge-
macht werden.

Arbeitsplanung

Die Stamme werden bakteriologisch bearbeitet. Alle Informatio-
nen werden digitalisiert zusammengefiihrt. Ein Katalog wird
erstellt. Es werden abgearbeitet: C. botulinum und verwandte
Stdmme, C. perfringens und nahestehende Stdmme, Gasbrand-
erreger, sonstige. Es soll versucht werden, aus anderen Instituts-
sammlungen, die gegebenenfalls in Deutschland existieren,
Stdmme zu bekommen. Es wird der Versuch gemacht, mit ande-
ren europdischen Sammlungen Stdmme auszutauschen, damit
zumindest die Referenzstimme (mit Subtypen) vorhanden sind.

Ergebnisverwertung

Pathogene Clostridien nehmen an Bedeutung zu, auch im Hin-
blick auf Bioterrorismus. Die vorhandene Stammsammlung muss
katalogisiert werden, damit berechtigten Nutzern dieser Bakte-
rien die entsprechenden Proben auf Anfrage zur Verfiigung ge-
stellt werden kénnen. Eine Zusammenarbeit mit der Deutschen
Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH
(DSMZ) in Braunschweig wird angestrebt.

Teilprojekt 4
Wirkung des Botulinumtoxins
auf den menschlichen Kérper

Projektleitung

PD Dr. med. Dirk Dressler

Klinik fiir Neurologie und Poliklinik, Universitat Rostock
Gehlsheimer Straf3e 20, 18147 Rostock

Tel.: 0381494-9554, Fax: 0381494-9632

E-Mail: dirk.dressler@med.uni-rostock.de

Vorhabenziel

Ziel des Projekts ist es, milde, subklinische und chronische Einwir-
kungen von Botulinumtoxin auf den menschlichen Organismus
zu untersuchen.

Arbeitsplanung

Um die entsprechenden Einwirkungen von Botulinumtoxin
untersuchen zu kénnen, miissen zundchst entsprechende Risiko-
personen identifiziert werden. Diese Risikopersonen sollen in der
Umgebung eines Tierbotulismus-Ausbruchs, iber Gesundheits-
amtsmeldungen und zusétzlich dazu méglicherweise tiber
OffentlichkeitsmaBnahmen identifiziert und anschlieBend in der
Klinik fir Neurologie der Universitat Rostock mit dem komplet-
ten Spektrum neurologischer und neurophysiologischer Diagnos-
tik untersucht werden.

Ergebnisverwertung

Die im Rahmen des Projekts erarbeiteten Erkenntnisse tiber die
speziellen Botulismusformen dienen zur Abkldrung chronischer,
bislang nicht diagnostizierter Krankheitsbilder.

Teilprojekt 5

Impfung von Pferden gegen Clostridium botuli-
num Typ C: Inmunogene Antwort und klinische
Nebenwirkungen der aktiven Immunisierung
durch eine klassische Vakzine und rekombinante
Peptide der C-terminalen Halfte der Hc-Einheit der
Botulinumtoxine Cund D

Projektleitung

Prof. Dr. és sci. Joachim Frey

Institut fur Veterindrbakteriologie
Vetsuisse Fakultit, Universitidt Bern
Langgassstrasse 122, 3012 Bern, Schweiz
Tel.: +4131631-2430, Fax: +41 31 631-2634
E-Mail : joachim.frey@vbi.unibe.ch

Auszug aus dem urspriinglich vorgelegten Konzept*

In Europa sind Pferde normalerweise von Typ C und D-Intoxika-
tionen betroffen. Die rekombinanten, nicht toxischen Peptide
HcBoNT/C und HcBoNT/D werden auf ihre Fahigkeit untersucht,
einen neuen, sicheren und wirksamen Impfstoff fiir Pferde zu ent-
wickeln. HcBoNT/C und HcBoNT/D haben den Vorteil, dass sie nur
die Bindungsstelle des Botulinumtoxins und nicht die enzyma-
tisch aktive Toxindoméne enthalten. Deshalb sind HcBoNT/C und
HcBoNT/D nicht toxisch und bediirfen keiner speziellen Biosicher-
heitsmaBnahmen. HcBoNT/C und HcBoNT/D werden als Antigene
benutzt, um Pferde zu immunisieren und ebenfalls als Antigene
in Immunoblots, um die Serokonversion von Pferden zu verfol-
gen, die entweder mit einem klassischen Botulismusimpfstoff aus
detoxifizierten Botulinumtoxinen oder mit rekombinanten
HcBoNT/C und HcBoNT/D-Peptiden geimpft worden sind.

*Dieser Projektteil wird aus Mitteln des Schweizer Projektleiters finanziert.

Teilprojekt 6
Untersuchungen zum Vorkommen von
Clostridium botulinum bei Rindern

Projektleitung

Dr. med. vet. Frank Gessler

Institut fir angewandte Biotechnologie der Tropen
Georg-August-Universitat Gottingen

Kellnerweg 6, 37077 Gottingen

Tel.: 055139-3393, Fax: 055139-3408

E-Mail fgessle@gwdg.de

Vorhabenziel

Clostridium botulinum ist ein Bodenbakterium mit weltweiter
Verbreitung. Es bildet hoch potente Neurotoxine. Die Toxintypen
werden in die Gruppen A-F eingeordnet. Die Subtypen einge-
schlossen, sind derzeit mehr als 20 unterschiedliche Toxine
bekannt. Die Pravalenz der verschiedenen Typen soll beispielhaft
beiRindern/in Rinderbestdnden ermittelt werden.
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Arbeitsplanung

Eswerden zunéchst geeignete Methoden optimiert, um die Sero-
pravalenz mittels ELISA bei Rindern zu bestimmen. Zur Untersu-
chung des Vorkommens in Kotproben wird eine Real Time-PCR
eingesetzt. Parallel dazu wird ein Biochip zur Toxindetektion ent-
wickelt. Nach einem definierten Probenahmeplan werden Tiere
beprobt. Die Proben werden in den genannten Verfahren ge-
screent. Auf Grundlage der erhobenen Daten soll die Pravalenz
bei Rindern geschéatzt werden.

Ergebnisverwertung

Die bei Rindern bestimmte Pravalenz wird grundlegende Aus-
sagen uiber das Vorkommen der toxigenen Bakterien bei dieser
Spezies erlauben. Die Daten sind gleichzeitig eine wichtige Aus-
gangsvoraussetzung fiir eine epidemiologische Bewertung im
Hinblick auf die Zoonose Botulismus. In wissenschaftlicher
Hinsicht konnen sich gleichartige Untersuchungen bei anderen
Spezies und beim Menschen anschlieBen.

Teilprojekt 7

Pathogenese des chronischen Botulismus -
Bedeutung der gastrointestinalen Homéostase
bei Kiihen

Projektleitung

Prof. Dr. med. vet. Monika Kriiger
Institut fir Bakteriologie und Mykologie
Universitét Leipzig

An den Tierkliniken 29, 04103 Leipzig
Tel.: 034197-38180, Fax: 0341 97-38199
E-Mail: mkrueger@vmf.uni-leipzig.de

Vorhabenziel

Der Zusammenhang zwischen der quantitativen und qualitativen
Zusammensetzung der Pansen- und Kotmikrobiota und dem kli-
nischen Bild des chronischen Botulismus bei Hochleistungskiihen
unter Berticksichtigung des lokalen und systemischen Immunsys-
tems sowie des Pansen- und Kotmilieus soll aufgezeigt werden.
Die Rolle der Pansenprotozoen soll herausgearbeitet werden.

Arbeitsplanung

Epidemiologische Untersuchungen zur Pansen - und Kotflora
sowie immunologische Untersuchungen werden mittels qualita-
tiver und quantitativer molekularbiologischer (in situ-Hybridisie-
rung, RT-PCR) und konventioneller mikrobiologischer sowie
immunologischer Methoden durchgefiihrt. Drei gesunde Herden
und drei chronisch erkrankte Herden werden untersucht. Kot und
Pansensaft werden mittels EIA auf Laktoferrin und spezifische
Botulinum-Antikérper untersucht. Pansenprotozoen werden in
physiologischen und azidotischen Pansenséaften qualitativund
quantitativ untersucht (RT-PCR). Die Rolle der Protozoen bei der
Degradierung von Clostridiensporen wird in vitro untersucht.

Ergebnisverwertung

Mit den Ergebnissen wird der pathogenetische Zusammenhang
zwischen Mikrobiota, Fiitterung und chronischem Botulismus
erarbeitet.

Teilprojekt 8
DNA-Mikroarray zur Detektion und Toxin-
genotypisierung von Clostridium botulinum

Projektleitung

Dr. med. vet. Christian Seyboldt

Institut fur bakterielle Infektionen und Zoonosen
(Direktor: Prof. u. Dir. PD Dr. Heinrich Neubauer)
Friedrich-Loeffler-Institut, Standort Jena
Naumburger Stra8e 96a, 07743 Jena

Tel.: 03641 804-295, Fax: 03641 804-228

E-Mail: christian.seyboldt@fli.bund.de

Vorhabenziel

Projektziel ist die Entwicklung einer diagnostischen Methode zur
gleichzeitigen Bestimmung des Toxingenotyps und Subtyps von
Clostridium botulinum sowie eine Einordnung auf der Basis von
16S TRNA Sequenzeigenschaften mittels eines DNA-Mikroarrays.

Arbeitsplanung

Die Arbeitsplanung umfasst die Entwicklung der PCRs zur Erfas-
sung von variablen genetischen Regionen fiir den Mikroarray, die
Sondenauswahl sowie die Etablierung und Entwicklung der diag-
nostischen PCR-Systeme. Es folgt die Entwicklung von einzelnen
Mikroarrays, die jeweils eine groBe Zahl an Sequenzvariationen
fir ihre Zielregion abdecken, und so die gewiinschte Differenzie-
rung ermdglichen sollen. Ziel ist schlieBlich die Kombination und
Vereinfachung der einzelnen Primersysteme und Zielregionen
zur Anwendung eines kombinierten Mikroarrays.

Ergebnisverwertung

Die Kenntnis tiber die Verbreitung der unterschiedlichen Sub-
typen der BONT-Gene in verschiedenen Habitaten wie Boden,
Tierfutter und Kot in Verbindung mit der Eingruppierung der
Organismen auf der Basis ihrer 16S rRNA Gene wiirde einen tiefe-
ren Einblick in die Okologie und das potenzielle Toxinbildungs-
vermogen von Clostridium botulinum erlauben.

Teilprojekt 9
Komparative Genomanalyse von neurotoxigenen
Clostridium botulinum-Isolaten

Projektleitung

Prof. Dr. rer. nat. Alfred Piihler

Institut fir Genomforschung

Centrum fir Biotechnologie (CeBiTec), Universitdt Bielefeld
UniversitatsstraBe 25, 33615 Bielefeld

Tel.: 0521106-5607, Fax: 0521106-5626

E-Mail: puehler@genetik.uni-bielefeld.de
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Vorhabenziel
Komparative Genomanalyse von neurotoxigenen Clostridium
botulinum-Isolaten.

Arbeitsplanung

Im Projekt ist die Sequenzierung von sechs Clostridium botulinum-
Genomen vorgesehen. Bei den ausgewdhlten Isolaten handelt es
sich um Vertreter des Toxintyps C und D sowie um zwei Umwelt-
isolate mit bislang unbekanntem Toxintyp. Die zeitnahe Sequen-
zierung kompletter Genome wird durch die Kombination
ultraschneller Sequenzierverfahren mit klassischer Sanger-Tech-
nologie angestrebt. Der Arbeitsplan beinhaltet demgema8 die
DNA-Isolierung und die Erstellung von Fosmid-Bibliotheken, die
Genomsequenzierung, das Assemblieren der Sequenzdaten und
die Sequenzannotation.

Ergebnisverwertung

Die Genomsequenzen der Clostridium botulinum-Isolate werden
den Projektpartnern durch das Datenbanksystem GenDB d
zuganglich gemacht. Hierzu wird eine neue Projektdatenbank
gestaltet, die neben den erstellten Genomsequenzen auch Daten
aus publizierten Clostridien-Genomen integriert. Die Datenbank
bildet die Grundlage fiir eine detaillierte individuelle und kompa-
rative Genomanalyse der Clostridium botulinum-Isolate.

2.3 ZooMAP - Mycobacterium avium subsp.
paratuberculosis: Von der Johne’schen
Krankheit zum Morbus Crohn

Verbundkoordination

PD Dr. med. vet. Ralph Goethe

Institut fir Mikrobiologie und Tierseuchen
Zentrum fiir Infektionsbiologie

Stiftung Tierarztliche Hochschule Hannover
Bischofsholer Damm 15, 30173 Hannover
Tel.: 0511 856-7625, Fax: 0511 856-7697
E-Mail: ralph.goethe@tiho-hannover.de

Laufzeit: 1.7.2007-30.6.2010

Zusammenfassung

Seitlangem wird Mycobacterium avium subsp. paratuberculosis
(MAP) als mogliches dtiologisches Agens fiir den Morbus Crohn
(MC) des Menschen kontrovers diskutiert. Zur endgiiltigen Klé-
rung gibt es noch groBen Forschungsbedarf. Der ZooMAP-Ver-
bund besteht aus sechs Teilprojekten von Arbeitsgruppen aus der
Immunologie, Tier- und Humanmedizin mit unterschiedlichen
Forschungsausrichtungen. Konzipiert sind Arbeiten zum Vor-
kommen von MAP in der Milch, zu unterschiedlichen Phdnotypen
von MAP und ihrer pathogenetischen Bedeutung, zur Relevanz
von MAP beim Kolorektal-Krebs des Menschen, zur Verbesserung
der MAP-Diagnostik, zur molekularen Typisierung von MAP-Isola-
ten und die Entwicklung eines Mausmodells. Die Erkenntnisse aus
ZooMAP sollen zur besseren Risikoabschdtzung der noch unge-
klarten Bedeutung von MAP beim MC des Menschen beitragen.

Stand der Wissenschaft, Ziele und allgemeines Konzept

Die Ahnlichkeit der klinischen und pathologischen Verénderun-
gen von zwei chronisch inflammatorischen Darmerkrankungen,
der Paratuberkulose des Rindes (Johne’sche Krankheit [JD]) und
des MC beim Menschen sowie das vergleichbare Auftreten klini-
scher Symptome im mittleren Lebensalter sind Ursache fiir eine
seit fast 100 Jahren andauernde Diskussion um die Rolle von MAP
beim MC. Insbesondere der Nachweis von MAP in pasteurisierter
Milch im Jahre 1998 fiihrte zu einer Verstarkung der Diskussion,
die bis heute anhdlt.

Bei der Paratuberkulose erfolgt die Infektion weitgehend
fakal-oral bei neonatalen Kalbern. Wahrend der langen Inkubati-
onszeit (3-5 Jahre) vermehrt sich der Erreger in subepithelialen
Makrophagen und wird intermittierend ausgeschieden. Nach
dem Ubergang in die klinische Phase kommt es bei anhaltendem
Durchfall zu einer massiven Erregerausscheidung (ca. 108/g Kot).
MAP zeichnet sich durch eine auB3erordentliche Tenazitét in der
Umwelt aus und wird auch in Lebensmitteln, insbesondere in
Milch und Milchprodukten, nachgewiesen. Der Erreger kann sich
allerdings nicht in der Umwelt vermehren. Deshalb ist das infi-
zierte Rind als die Haupteintragsquelle von MAP anzusehen.

Der MCist eine chronisch inflammatorische Darmerkran-
kung des Menschen von unbekannter Atiologie und steigender
Inzidenz in Westeuropa, Nordamerika und anderen hoch ent-
wickelten Industrienationen. Vermutlich ist die Erkrankung bei
einigen Betroffenen mit einer Mutation innerhalb des
Nod2/Card15-Gens, einer wichtigen Signalkomponente des ange-
borenen Immunsystems, assoziiert. Seit langem wird MAP als
maogliches dtiologisches Agens im Zusammenhang mit MC disku-
tiert. Der Nachweis von MAP in Biopsien von MC-Patienten ist
erschwert, da MAP als zellwandlose, ,,schlafende” Form vorzulie-
gen scheint. Durch Nutzung moderner Techniken konnte aber in
neueren Studien wiederholt MAP hdufiger in MC-Patienten als bei
Kontrollen nachgewiesen werden. Als MAP-Quelle kommt nur die
Umwelt infrage; hier wird MAP-kontaminierte Milch besonders
diskutiert, da MAP i) nach einer Passage in Milch eine héhere
Invasivitét fir Epithelzellen besitzt und ii) in geringen Keimzah-
len den Pasteurisierungs- und Fermentationsprozess der Milch
uiberlebt. Ob die gegenwaértig erhobenen Lebendkeimzahlen in
der Milch représentativ sind, ist nach neueren Erkenntnissen frag-
lich, da nachgewiesen wurde, dass der Pasteurisierungsprozess
zur Induktion sogenannter VBNC (,viable but nonculturable”)
Bakterienformen fithren kann.

MAP besitzt einen starken Darmtropismus. Im infizierten
Rind hat der Erreger tiber lange Zeit keine Tendenz zu generalisie-
ren. Derzeit gibt es kein Modell in kleinen Versuchstieren, in dem
diese einzigartige Eigenschaft von MAP untersucht werden kann,
daimmunkompetente Tiere nach oraler Infektion nicht oder nur
systemisch erkranken.

Der ZooMAP-Verbund wird durch neue experimentelle An-
sdtze Licken zur zoonotischen Risikoabschdtzung von MAP
schliefen. Die erzielten wissenschaftlichen Erkenntnisse zu MAP
und seinen Pathogenitdtsmechanismen sollen eine bessere Risi-
koabschétzung der derzeitig noch ungeklédrten Relevanz von
MAP beim Morbus Crohn des Menschen erlauben.
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Wissenschaftliches und strukturelles Konzept
Im ZooMAP-Verbund sollen tiber differenzielle, zweidimensiona-
le Gelelektrophorese und Massenspektroskopie MAP-Proteine
identifiziert werden, die nurim Wirt exprimiert werden. Anti-
korper gegen diese Proteine sollen dann als diagnostisches Mittel
zum Nachweis von MAP in Geweben genutzt werden. Ein besseres
Verstdndnis der Pathogenese der Paratuberkulose soll iiber einen
Invitro- und in vivo-Vergleich unterschiedlicher MAP- Phénoty-
pen gewonnen werden. Hierzu soll versucht werden, ein Maus-
infektionsmodell fiir MAP zu etablieren. Dabei werden zum einen
uber Kaiserschnitt entbundene Jungmaéuse sowie sogenannte
Knock-out”-Mause mit definierten Defekten in immunrelevan-
ten Genen mit MAP infiziert, um Paratuberkulose-artige Darm-
manifestationen zu erzeugen. Zudem soll die Relevanz von MAP
beim Kolorektal-Krebs untersucht werden. In weiteren Projekten
wird das Vorkommen von lebenden, aber nicht kultivierbaren
Formen von MAP in der Milch untersucht, und MAP-Isolate unter-
schiedlicher Herkunft werden typisiert. Begleitet werden diese
Untersuchungen durch Arbeiten zur Verbesserung der MAP-Dia-
gnostik und epidemiologische Typisierungen von MAP-Isolaten.
Am ZooMAP-Verbund sind sechs Teilprojekte von Arbeits-
gruppen mit unterschiedlichen Forschungsausrichtungen betei-
ligt. Im Verbund sollen, eng verflochten, Gruppen der veterinar-
medizinischen Bakteriologie, der Immunologie mit Erfahrungen
in der Mausgenetik und angeborenen Immunitét des Darms
sowie der medizinischen Gastroenterologie mit der veterindrme-
dizinischen Lebensmittelkunde und dem Deutschen Referenz-
labor fiir Paratuberkulose zusammenarbeiten. Alle Partner des
Verbunds stehen in engem wissenschaftlichen Kontakt. Alle
Materialien, Methoden und eine MAP-Stammsammlung sowie
alle Ergebnisse sollen wechselseitig fiir die individuellen Projekte
nutzbar sein und der Optimierung des Erkenntnisgewinns die-
nen. Auf diese Art und Weise partizipiert jedes Projekt zu einem
gewissen prozentualen Anteil an den anderen Projekten. Die
Nutzung der Nano-HPLC sowie das hierdurch erweiterte, vorhan-
dene Q-ToF MS wird verbundiibergreifend anderen Zoonose-
Arbeitsgruppen angeboten. Die Bionumerics-Software, derzeit
,state of the art” fiir epidemiologische Studien, ermdéglicht dem
ZooMAP-Verbund den Anschluss an epidemiologisch arbeitende
Gruppen anderer Verbiinde.

Teilprojekt 1

Antigenexpression und Metabolismus von Myco-
bacterium avium subsp. paratuberculosis (MAP)
in vivo und die Bedeutung von MAP-infizierten
Makrophagen fiir die intestinale Wirtsantwort

Projektleitung

Prof. Dr. med. vet. Gerald-F. Gerlach/PD Dr. Ralph Goethe
Institut fir Mikrobiologie und Tierseuchen

Zentrum fir Infektionsbiologie

Stiftung Tierarztliche Hochschule Hannover

Bischofsholer Damm 15, 30173 Hannover

Tel.: 0511 856-7598 (Gerlach), -7625 (Goethe), Fax: 0511 856-7697
E-Mail: gfgerlach@gmx.de, ralph.goethe@tiho-hannover.de

Vorhabenziel

Bearbeitet werden die Ziele: i) Identifizierung von in vivo und
nach der Pasteurisierung exprimierten MAP-Proteinen, ii) Gene-
rierung von monoklonalen Antikoérpern fiir die Nutzung durch
andere Teilprojekte, iii) Untersuchung einer méglichen Beeinflus-
sung von Enterozyten durch MAP infizierte Makrophagen.

Arbeitsplan

Uber differenzielle, zweidimensionale Gelelektrophorese und
Massenspektroskopie sollen MAP-Proteine identifiziert werden,
die nur im Wirt oder nach Pasteurisierung exprimiert werden.
Monoklonale Antikdrper gegen diese Proteine sollen erstellt und
dann als diagnostisches Mittel zum Nachweis von MAP in Gewe-
ben genutzt werden. Im Kokulturmodell sollen die Bedeutung
und die Beeinflussung einer Infektion von Makrophagen auf Ent-
erozyten untersucht werden, um die Pathophysiologie der Para-
tuberkulose besser zu verstehen.

Ergebnisverwertung

Durch die erarbeiteten Werkzeuge und deren Verwertung in
den anderen Teilprojekten des Verbunds soll mithilfe der gewon-
nenen wissenschaftlichen Erkenntnisse zu den Pathogenitéts-
mechanismen von MAP eine bessere Risikoabschdtzung der
derzeitig noch ungeklédrten Relevanz von MAP (insbesondere mit
Bezug auf Konsummilch) fiir den Morbus Crohn des Menschen
ermoglicht werden.

Teilprojekt 2

Bedeutung von Mycobacterium avium subsp.
paratuberculosis infizierten Makrophagen fiir
die Wirtsantwort

Projektleitung

Dr. Siegfried Weiss

Molekulare Immunologie
Helmholtz-Zentrum firr Infektionsforschung
InhoffenstraBe 7, 38124 Braunschweig

Tel.: 0531 6181-5100, Fax: 0531 6181-5002
E-Mail: siegfried.weiss@helmholtz-hzi.de

Vorhabenziel

Mycobacterium partuberculosis (MAP) steht im Verdacht an der
Entstehung von Morbus Crohn beteiligt zu sein. Fir detaillierte
Untersuchungen steht kein geeignetes Mausmodell zur Verfi-
gung. Ziel des Teilprojekts ist es:

+ einorales Infektionsmodell mithilfe von immunkomprimierten
Mausen zu entwickeln,

+ denEintritt des Erregers durch die intestinale Barriere
durch Imaging direkt zu verfolgen.
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Arbeitsplan

MAP soll immundefizienten Ragl'/ “-Méusen oral verabreicht
werden. AnschlieBend sollen die Mduse mit Immunzellen rekon-
stituiert werden, um die ausgeldste Entziindung den normalen
Verhdltnissen moglichst genau anzupassen. Analysen sollen
histologisch, bakteriologisch und immunologisch erfolgen. Dart-
ber hinaus sollen die Bakterien mit fluoreszierenden Farbstoffen
konjugiert werden, um das Eindringen der Bakterien tiber die
intestinale Barriere direkt am konfokalen Mikroskop zu verfol-
gen. Dies kann am isolierten Darm, besser aber mit der betdubten
Maus durchgefiihrt werden.

Ergebnisverwertung

Die Ergebnisse sollen verdffentlicht werden. Ein robustes Tier-
modell, das orale Infektionen von MAP zulésst, wird patentiert
und der Industrie zur Lizenznahme angeboten.

Teilprojekt 3

Die Rolle von Darmepithelzellen bei der Erreger-
abwehr und Wirtsempfindlichkeit gegeniiber
Mycobacterium avium subsp. paratuberculosis

Projektleitung

Dr. med. Mathias Hornef

Institut fir Medizinische Mikrobiologie und Krankenhaushygiene
Medizinische Hochschule Hannover

Carl-Neuberg-Strae 1, 30625 Hannover

Tel.: 0511 532-6770, Fax: 0511 532-4355

E-Mail: hornef.mathias@tiho-hannover.de

Vorhabenziel

Ziele des Projekts sind i) die Analyse der epithelialen Antwort und
Zellschadigung auf MAP-Exposition, ii) die Analyse bakterieller
Virulenzfaktoren und Testung neuer Nachweismethoden, iii) die
Untersuchung bereits identifizierter oder vermuteter Wirtsfak-
toren bei der Pathogenese des Morbus Crohn.

Arbeitsplan

Untersuchungen im Zellkulturmodell sowie in vivo nach oraler
Infektion neugeborener Méuse, Messung der Sekretion pro-
inflammatorischer Mediatioren, Genexpressionsanalyse,
immunhistologische Verfahren.

Ergebnisverwertung

Die Ergebnisse sollen zur Entwicklung diagnostischer Verfahren
sowie therapeutischer und prophylaktischer Strategien der
Behandlung und Eradikation in der Veterindrmedizin sowie der
Analyse eines moglichen Zusammenhangs zwischen MAP-Infek-
tion und Morbus Crohn dienen.

Teilprojekt 4

Korrelation zwischen Mycobacterium avium
subsp. paratuberculosis, Morbus Crohn und
Dysplasie und der Nachweis von Mycobacterium
avium subsp. paratuberculosis in Kuhmilch,
humanen und murinen Gewebeproben mittels
kultureller Anziichtung und Real Time-PCR

Projektleitung

Prof. Dr. med. Elke Roeb

Medizinische Klinik II, Gastroenterologie
Justus-Liebig-Universitdt Giessen
Paul-Meimberg-Stra3e 5, 35385 Gie3en

Tel.: 0641 99-42338, Fax: 0641 99-42339
E-Mail: elke.roeb@innere.med.uni-giessen.de

Prof. Dr. med. vet. Michael Biilte

Institut firr Tierarztliche Nahrungsmittelkunde (IFTN)
Justus-Liebig-Universitit GieBen

Frankfurter StraBBe 92, 35392 Gie8en

Tel.: 064199-38251, Fax: 0641 99-38259

E-Mail: buelte@vetmed.uni-giessen.de

Vorhabenziel

Mit einem Real Time-PCR-Verfahren soll der Nachweis von MAP-
Zellen in Rohmilch, hitzebehandelter Milch und Milchprodukten
erfolgen. Weiterhin sollen Zusammenhéange zwischen MAP und
der Expression von Matrix-Metalloproteasen (MMP) und deren
spezifischen Inhibitoren (TIMP) auf Dysplasien bei MC-Patienten
untersucht werden.

Arbeitsplan

AP1: Quantifizierung von MAP mittels Phagen-vermittelter Auf-
konzentration; AP2: Detektion von MAP aus Kuhmilch, humanen
und murinen Gewebeproben; AP3: Evaluierung von Methoden
fiir die Unterscheidung lebender und toter MAP-Zellen; AP4:
Biopsien MAP-Infizierter fiir MMP-, TIMP- und RT-PCR-Analyse;
AP5: Quantifizierung von MMP und TIMP-1; AP6: MMP- und TIMP-
Genexpression durch cDNA-Array-Analyse.

Ergebnisverwertung

Grundsatzlich werden alle neuen methodischen Ansétze auf ihre
Patentwiirdigkeit gepriift, mit dem Ziel der spateren Kommerzia-
lisierung.

Teilprojekt 5

Differenzierung von Mycobacterium avium

subsp. paratuberculosis Isolaten unterschiedlicher
Herkunft mit einem neuen, standardisierten
Typisierungsprotokoll

Projektleitung

Dr. med. vet. Heike K6hler/Dr. rer. nat. Petra Mobius
Institut fir molekulare Pathogenese

Nationales Referenzlabor fiir Paratuberkulose (NRLP)
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Friedrich-Loeffler-Institut

Naumburger Strasse 96a, 07743 Jena

Tel.: 03641 804-240 (Kohler), -280 (M6bius), Fax: 03641 804-228
E-Mail: heike.koehler@fli.bund.de, petra.moebius@fli.bund.de

Vorhabenziel

Auf der Basis traditioneller (RFLP und PFGE) und neuartiger mole-
kularer Typisierungsmethoden (VNTR-MIRU, MLSSR) soll ein stan-
dardisiertes Typisierungsprotokoll fiir MAP vorgeschlagen wer-
den, das die Methoden mit der groBten Diskriminierungskraft
kombiniert. Darauf aufbauend werden MAP-Isolate unterschied-
licher Herkunft (humanes und bovines Gewebe, Milch) typisiert.
Diese Untersuchungen werden dringend benétigte Informatio-
nen zum moglichen zoonotischen Charakter boviner MAP erbrin-
gen.

Arbeitsplan

i) Methodische Optimierung der MIRU-VNTR-Methode und Eta-
blierung der MLSSR, ii) Untersuchung der Reproduzierbarkeit
und der Differenzierungskraft von RFLP, PFGE, MIRU-VNTR und
MLSSR unter Verwendung von 50 Isolaten, iii) Datenanalyse mit-
hilfe der BioNumerics-Software, statistische Analyse und Ermitt-
lung der Methodenkombination mit der hochsten Diskriminie-
rungskraft, iv) molekulare Typisierung von MAP-Isolaten von
Rind, Mensch und aus der Milch, die von den anderen Projektpart-
nern gewonnen wurden, mit dem neuen Typisierungsprotokoll.

Ergebnisverwertung
Ermittlung der genetischen Verwandtschaft und epidemiologi-
schen Beziehungen von bovinen und humanen MAP-Stimmen.

2.4 Zoonotische Chlamydien — Modelle fiir
chronische und persistente Infektionen
bei Mensch und Tier

Verbundkoordination

Dr. Konrad Sachse

Institut fir molekulare Pathogenese
Nationales Referenzlabor fir Psittakose
Friedrich-Loeffler-Institut, Standort Jena
Naumburger Stra3e 96a, 07743 Jena
Tel.: 03641 804-334, Fax: 03641 804-228
E-Mail: konrad.sachse@fli.bund.de

Laufzeit: 1.9.2007 -31.8.2010

Zusammenfassung

Die unzureichende diagnostische Erfassung Chlamydien-beding-
ter zoonotischer Erkrankungen in den vergangenen Jahrzehnten,
ebenso wie eine ungeniigende Zusammenarbeit zwischen
Human- und Veterindrmedizin haben dazu beigetragen, dass ein
Nachholbedarf an systematischer und multidisziplinarer For-
schung auf diesem Gebiet besteht. So gelten die von Chlamydophi-
la (Cp.) psittaci hervorgerufene Psittakose, die von Cp. abortus
hervorgerufenen Aborte und andere Chlamydien-bedingte Zoo-

nosen als unterbewertete und letztlich auch unterschéatzte Infek-
tionskrankheiten. Der Verbund umfasst acht Einzelprojekte mit
systematischen wissenschaftlichen Ansatzen zur Abschédtzung
der Inzidenz, Aufklarung der molekularen Pathogenese, Verbes-
serung der Labordiagnostik und Weiterentwicklung der medi-
kamentdsen Behandlung humaner zoonotischer Chlamydien-
infektionen. Neben einer Studie zur Bedeutung chlamydialer
Zoonosen bei Beschéftigten in der Landwirtschaft und anderen
Kontaktpersonen wird ein Tiermodell der aerogenen Infektion im
Kalb etabliert und eingehend untersucht. Des Weiteren werden
molekulare Pathogenesemechanismen in drei Einzelprojekten
aus unterschiedlicher Perspektive erforscht. Die daraus erwach-
senden Ergebnisse flieBen in ein weiteres Projekt ein, welches auf
neue Ansatze fiir die antibiotische Therapie zielt. AuBerdem wer-
den neue Mikroarray-basierte diagnostische Tests fiir Chlamydien
entwickelt und evaluiert.

Das Netzwerk erfahrener Chlamydienforscher besteht zu
gleichen Teilen aus Vertretern der Human- und Veterindrmedi-
zin. Diese paritdtische Zusammensetzung und das interdiszi-
plindre, multilaterale Zusammenwirken der Partner bilden die
Ausgangsbasis fiir einen produktiven und innovativen For-
schungsverbund, der die erklarten Ziele erreichen wird.

Teilprojekt 1

Modelle zoonotischer Exposition gegeniiber
Chlamydien und ihr Einfluss auf die akute
und/oder persistierende pulmonale Morbiditat

Projektleitung

Dr. med. Gernot Rohde

Medizinische Klinik III

Pneumologie, Allergologie, Schlaf- und Beatmungsmedizin
Berufsgenossenschaftliche Kliniken Bergmannsheil
Klinikum der Ruhr-Universitat-Bochum
Biirkle-de-la-Camp-Platz 1, 44789 Bochum

Tel.: 0234 302-3532, Fax: 0234 302-6420

E-Mail: gernot.rohde@rub.de

Chlamydieninfektionen stellen ein hdufiges Problem sowohl in
der Veterindr- als auch in der Humanmedizin dar. Es bestehen
einerseits berufsbezogene Risiken fiir Personen mit direktem
Kontakt mit infizierten Tieren und stark ausgepragter Exposition
(high-level). Andererseits gibt es die 6kologische Exposition vor
allem durch Stadttauben, die zu Atemwegsinfektionen fiihren
kann. Das Ziel dieses Teilprojekts ist daher, die zoonotischen Effek-
te der berufsbezogenen und/oder der 6kologischen Exposition
gegeniiber Chlamydien auf die akute und/oder chronische pul-
monale Morbiditdt in zwei unterschiedlichen Modellen zu unter-
suchen. Ein Teil des Projekts wird die berufsbedingten Risiken von
Personen mit Kontakt mit Chlamydien-infizierten Milchrindern
in landwirtschaftlichen Betrieben als Modell der ausgeprdgten
beruflichen Exposition (high-level) untersuchen. Ein weiterer Teil
des Projekts wird die Rolle der 6kologischen Exposition gegen-
iiber Chlamydien bei der Entwicklung der chronisch obstruktiven
Lungenerkrankung als Modell der gering ausgepragten Exposi-
tion bestimmen.
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Teilprojekt 2

Pathogenese der Chlamydophila psittaci Infektion
und Transmissionsmechanismen vom Tier zum
Menschen - GroRRtiermodell

Projektleitung

PD Dr. med. vet. Petra Reinhold

Institut fiir molekulare Pathogenese (IMP)
Friedrich-Loeffler-Institut, Standort Jena
Naumburger Strae 96a, 07743 Jena

Tel.: 03641 804-269, Fax: 03641 804-224
E-Mail: petra.reinhold@fli.bund.de

Unter Verwendung eines Chlamydophila-psittaci-Stamms nicht-
avidren Ursprungs (Isolat aus einem abortierten Rinderfotus mit
unbekanntem zoonotischen Potenzial) soll ein respiratorisches
Infektionsmodell an Kédlbern etabliert werden. Die Charakterisie-
rung des Modells in vivo umfasst neben klinischen Symptomen
eine Vielzahl pathophysiologischer und lungenfunktionsdiag-
nostischer Parameter sowie das Monitoring der humoralen wie
auch derlokalen zelluldren Immunantwort. Post mortem werden
makroskopische und histologische Verdnderungen erfasst. An ex
vivo kultivierten Makrophagen soll die aus in vitro-Untersuchun-
gen abgeleitete Hypothese verifiziert werden, dass eine chlamy-
diale Infektion eine Hemmung der Apoptose der Wirtszelle trig-
gern kann. Mittels DNA-Mikroarray und Real Time-PCR wird
parallel dazu in Gewebeproben der infizierten Tiere auf mRNA-
Expressionsniveau untersucht, welche Persistenzeigenschaften
der Infektionsstamm unter in vivo-Bedingungen auspragt.

Teilprojekt 3

Differenziell exprimierte Antigene bei der
Chlamydophila abortus-Infektion des Menschen
und des Schafes

Projektleitung

Prof. Dr. med. Andreas Essig

Institut fir Medizinische Mikrobiologie und Hygiene
Universitédtsklinik Ulm

Robert-Koch-StraBe 8, 89081 Ulm

Tel.: 0731500-65331, Fax: 0731500-65302

E-Mail: andreas.essig@uniklinik-ulm.de

Obwohl Chlamydophila (Cp.) abortus als ein weitverbreiteter
Erreger bei Wiederkduern gilt, finden sich nur wenig belastbare
Daten hinsichtlich Pravalenz, klinischer Relevanz und Pathoge-
nese dieser Anthropozoonose. Die Analyse der bakteriellen Anti-
genexpression in Abhéngigkeit der wirtsspezifischen Umge-
bungsbedingungen bei Mensch und Tier kann entscheidend dazu
beitragen, Virulenz-assoziierte Proteine von Cp. abortus zu identi-
fizieren. Das Projekt hat daher das Ziel, in vivo und in vitro expri-
mierte Antigene von Cp. abortus mithilfe innovativer molekula-
rer Strategien wie IVIAT (engl. in vivo induced antigen
technology) und der serologischen Proteomanalyse zu charakteri-
sieren. Von Cp. abortus-Genen, die ausschlieBlich in vivo expri-

miert werden, erwarten wir neue Impulse fiir die Pravention,
Diagnostik und Therapie dieser Anthropozoonose.

Teilprojekt 4

Molekulare Pathogenese (Teil 1): Charakterisie-
rung der Virulenz zoonotischer Chlamydien und
der Wirtszellreaktion nach Infektion - verglei-
chende Transkriptom-, Proteom- und Interaktom-
Untersuchungen

Projektleitung

Prof. Dr. Hans Peter Saluz

Hans-Knoll-Institut, Abteilung Zell- und Molekularbiologie
Leibniz-Institut fiir Naturstoff-Forschung

und Infektionsbiologie e. V.

BeutenbergstrafBe 11a, 07745 Jena

Tel.: 03641 6566-80, Fax: 03641 6566-89

E-Mail: hanspeter.saluz@hki-jena.de

Von den zoonotisch relevanten Chlamydien Cp. psittaci und Cp.
abortus sollen innerhalb dieses Projekts vergleichende Trans-
kriptom-Studien der Chlamydien und der infizierten Wirtszellen
sowie vergleichende Proteom- und Protein-Protein-Interaktions-
studien erstellt werden. Eine relevante Auswahl intrazellular
sekretierter chlamydialer Proteine wird kloniert und in E. coli
heterolog exprimiert. Die aufgereinigten Antigene werden in
Partnergruppen zur Herstellung spezifischer Antiseren und
monoklonaler Antikérper genutzt. Die Antiseren erméglichen
den Projektpartnern Untersuchungen zur Proteinexpression in
Persistenz-Modellen. Im Labor werden zudem in vivo- und in vitro-
Protein-Protein-Interaktionsexperimente sowie Transkriptom-
Untersuchungen (Differential Display) mit dem Ziel durchge-
fihrt, Chlamydien-induzierte Wirtszellreaktionen, wie Induktion
und Hemmung von Apoptose, zu untersuchen.

Teilprojekt 5

Molekulare Pathogenese (Teil 2): Ko-Infektion
von Chlamydien und Viren - Konsequenzen fiir
Erregereintritt, Persistenz und Apoptose

Projektleitung

Prof. Dr. Ulrich Schubert

ViroLogik GmbH

HenkelstraBe 91, 91052 Erlangenn

Tel.: 091315301-488, Fax: 091315301-644
E-Mail: u.schubert@virologik.com

Das Projekt befasst sich mit der Ko-Infektion von Zellen durch
Chlamydien und Viren. Es soll ein Modell zur gleichzeitigen Infek-
tion mit Chlamydien und Influenza A-Virus (AIV) bzw. humanem
Immundefizienzvirus Typ 1 (HIV-1) entwickelt werden, welches
Aussagen zur Wirtszell-Apoptose erlaubt. Dartiber hinaus werden
mogliche Verdnderungen im Infektionsverhalten der Chlamy-
dien (Persistenz) nach Virusinfektion untersucht. Zusatzlich zu
Arbeiten mit kompletten Viren wird die pro-apoptotische Wir-
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kung von viralen akzessorischen Proteinen (PB1-F2 von IAV und
Vprvon HIV-1) im Zusammenhang mit Chlamydieninfektionen
untersucht. Die Rolle der Wirtszell-PI3K bei der Kontrolle der
pathogeninduzierten Apoptose wird detailliert erforscht. Weiter-
hin soll geklédrt werden, welche Funktionen PI3K beim Eindringen
von Chlamydien in die Zelle haben und welche Bedeutung PI3K
fiir die Phosphorylierung von PB1-F2 und Vpr haben.

Teilprojekt 6

Zelluldare Wege der MHC I-Antigenprozessierung
und die Rolle zellautonomer Resistenz in Chlamy-
dien-infizierten professionellen APCs

Projektleitung

PD Dr. rer. nat. Michael R. Knittler

Institut fir Immunologie
Friedrich-Loeffler-Institut, Standort Tibingen
Paul-Ehrlich-StraBe 28, 72076 Tiibingen

Tel.: 07071 967-210, Fax: 07071 967-305

E-Mail: michael.knittler@fli.bund.de

Die durch zytotoxische T-Lymphozyten (CTLs) vermittelte Ab-
wehrreaktion ist entscheidender Bestandteil der Immunitét
gegeniiber intrazellulidren Pathogenen. Uber MHC I présentierte
und durch CTLs detektierte Antigene haben in der Regel zytoso-
lischen Ursprung. Chlamydien vermehren sich in parasitophoren
Vakuolen, die scheinbar keine intrazelluldre Verbindung zum
MHC I-Weg der Antigenprasentation haben. Jedoch besitzen
professionelle Antigen-préasentierende Zellen (APCs) eine wichti-
ge Aufgabe bei der MHC I-vermittelten Eliminierung Chlamydi-
en-infizierter Zellen. Dendritische Zellen (DCs) sind vermutlich
die ersten APCs, die einer Infektion entgegentreten. Das Projekt
wird Einblicke in die intrazelluldren Abldufe der MHC I-Prasen-
tation Chlamydien-infizierter DCs sowie deren mogliche Koope-
ration mit zellautonomer Resistenz geben. Erwartet wird, dass die
Erkenntnisse einen wichtigen Beitrag zur Entwicklung zukinfti-
ger Impf- und Behandlungsstrategien leisten.

Teilprojekt 7
Neue molekulardiagnostische Tests
fiir Chlamydien

Projektleitung

Dr.rer. nat. Konrad Sachse

Institut fir molekulare Pathogenese
Nationales Referenzlabor fir Psittakose
Friedrich-Loeffler-Institut, Standort Jena
Naumburger Strae 96a, 07743 Jena
Tel.: 03641 804-334, Fax: 03641 804-228
E-Mail: konrad.sachse@fli.bund.de

Mit dem Ziel der weiteren Beschleunigung und Vereinfachung
des Chlamydien-Nachweises wird in diesem Projekt mit der
neuen AP-Plattform ein Test entwickelt, welcher auf dem AT-Test
basiert, aber saimtliche Prozesse (PCR-Amplifikation, Biotinmar-

kierung, Mikroarray-Hybridisierung) in einem Gefaf innerhalb
einer Stunde abwickelt. Da das Potenzial der AT-Mikroarrayplatt-
form weit iiber die bloBe Spezies-Identifizierung hinausgeht, wer-
den als weitere Zielstellung in diesem Projekt schnelle Genotypi-
sierungstests fiir zwei Chlamydienarten entwickelt und evaluiert.
Obwohl die Genotypisierung ein wichtiges epidemiologisches
Werkzeug darstellt, gibt es gegenwaértig keinen Test, mit dessen
Hilfe die Genotypen von Cp. psittaciund C. trachomatis in einem
Arbeitsgang bestimmt werden kénnen. Die beschriebenen Mikro-
array-Tests werden eingesetzt, um Feldproben aus Schweine-
bestdnden mit Reproduktionsproblemen zu untersuchen und
damit das breite Spektrum der in Schweinen natiirlicherweise
vorhandenen Chlamydien-Spezies zu charakterisieren. In diesem
Zusammenhang ist es besonders wichtig, frithere Beobachtungen
zum Vorkommen des humanpathogenen Keims C. trachomatis im
Schwein hinsichtlich eines méglichen zoonotischen Potenzials
abzuklédren. Des Weiteren werden alle hier erwdahnten DNA-
Mikroarrays zur Untersuchung von Proben aus anderen Projekten
des Verbunds eingesetzt.

Teilprojekt 8
Persistente Chlamydieninfektionen: neue Ansitze
einer antibiotischen Therapie

Projektleitung

Prof. Dr. med. Eberhard Straube

Institut fiur Medizinische Mikrobiologie
Friedrich-Schiller-Universitét Jena
Semmelweisstrae 4, 07743 Jena

Tel.: 03641 9-33106, Fax: 03641 9-33474
E-Mail: eberhard.straube@med.uni-jena.de

Die unzureichende Effizienz einer Antibiotikatherapie bei chroni-
schen Erkrankungen durch Chlamydieninfektionen sowie Riick-
falle nach einer antibiotischen Standardtherapie bei akuten
Infektionen stehen im Zusammenhang mit der Ausbildung intra-
zelluldr persistenter Chlamydien. Das Projekt hat das Ziel, poten-
zielle Therapiestrategien zur besseren Eliminierung solcher per-
sistenter Erreger zu entwickeln.

In Kulturen von Epithelzellen, Fibroblasten und Monoyzten
werden persistente Infektionen mit Chlamydophila (Cp.) psittaci
und Cp. abortus etabliert und die antichlamydiale Wirksamkeit
verschiedener Kombinationen von Tetrazyklin- und Makrolidanti-
biotika mit Rifampicin, Clindamycin und dem Proteasehemmer
Galardin untersucht. Dartiber hinaus sollen geeignete Chlamy-
dien-mRNAs als spezifische Marker fiir ein Therapie-Monitoring
persistenter Infektionen definiert werden.
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2.5 Erforschung der molekularen Pathogenese
des Q-Fiebers und ihre Anwendung in
der Diagnostik und Epidemiologie in
Deutschland

Verbundkoordination

Prof. Dr. med. vet. Heinrich Neubauer

Leiter des Instituts fiir bakterielle Infektionen und Zoonosen
Friedrich-Loeffler-Institut, Standort Jena

Naumburger Straf3e 96a, 07743 Jena

Tel.: 03641 804-200, Fax: 03641 804-228

E-Mail: heinrich.neubauer@fli.bund.de

Laufzeit: 1.8.2007-31.7.2010

Strukturelles und wissenschaftliches Konzept

Q-Fieber (Query-Fieber) ist eine der wenigen gemeingefdahrlichen
und hoch virulenten Zoonosen, die in Deutschland noch ende-
misch verbreitet sind. Sie wird durch Coxiella burnetii, ein gram-
negatives Bakterium, verursacht. Infizierte Nutztiere (z. B. Schafe)
scheiden Coxiellen mit Geburtsprodukten, dem Urin, dem Kot
und der Milch aus oder tragen infizierten Zeckenkot in ihrem Fell.
Die Infektion bleibt hdufig unerkannt. Die Ubertragung auf den
Menschen erfolgt meist auf aerogenem Weg durch die Inhalation
infektitsen Staubes. Nur schatzungsweise 30 bis 40 Prozent der
Infizierten entwickeln eine grippeartige Erkrankung, die durch
Hepatitis, Pneumonie oder Myoperikarditis einen komplizierten
Verlauf nehmen kann. Ein Prozent der Félle wird chronisch. Die
Anzucht und Genotypisierung von C. burnetii bei menschlichen
Erkrankungen wird bisher kaum durchgefiihrt. Fiir den Umgang
mitinfizierten Herden gibt es nur sehr allgemeine Verhaltens-
regeln. C. burnetiilebt obligat intrazelluldr. Neben den large-

cell und small-cell Varianten existieren sehr resistente, sporen-
dhnliche Formen. Diese gelten als extrem infektits. Fiir den
Menschen wird sogar eine Infektionsdosis von nur zehn Erregern
angenommen.

Der Verbund befasst sich mit den Themenkomplexen Epide-
miologie und molekulare Pathogenese. Im Mittelpunkt der epide-
miologischen Forschung stehen Prévalenzstudien bei Mensch
und Tier. Dazu werden randomisierte Bevolkerungskollektive
(hohes, geringes Expositionsrisiko und Berufsgruppen mit einem
vermutlich erh6hten Expositionsrisiko, z. B. Schéfer, Scherer und
Tierdrzte) untersucht. Besonders hervorzuheben ist die Moglich-
keit, Serumproben von 9- bis 11-Jahrigen untersuchen zu kénnen,
also von einem Kollektiv, das normalerweise fiir prospektive
Untersuchungen nicht zur Verfiigung steht. Zusétzlich werden
klinische, mikrobiologisch-diagnostische, umweltepidemiologi-
sche und nicht zuletzt 6konomische Fragen eines Q-Fieber-Aus-
bruchs in einer Stadt in einem Endemiegebiet untersucht. Dies
beinhaltet eine deskriptive Analyse der Daten von Patienten mit
akutem Q-Fieber und Untersuchungen zur Identifizierung und
Analyse des chronischen Q-Fiebers. So kdnnen Seropravalenzen
bei Personengruppen vor dem Ausbruch, nach dem Ausbruch
und aus nichtinvolvierten Stadtteilen verglichen werden. Weiter-
hin werden aus zeitnahen umweltepidemiologischen Daten Ein-

fliisse von spatialen Faktoren, Wohncharakteristika und Verhal-
tensmerkmalen auf das Infektionsgeschehen ermittelt. AuBer-
dem besteht die Moglichkeit, anhand einer Seroprédvalenzstudie,
die Rolle von Q-Fieber bei atypischen Pneumonien zu erfassen.
Durch veterindrmedizinische Partner werden - zur Komplemen-
tierung des Bildes der epidemiologischen Situation - Proben von
einer Vielzahl von moéglichen Reservoir- bzw. Wirtstierpopulatio-
nen untersucht. Die Erregerbiologie in einer infizierten Schafher-
de von ca. 1.200 Tieren wird gesondert untersucht. Anfallende
Isolate bzw. positive Proben aus allen drei Teilprojekten werden
néaher charakterisiert. Insgesamt sind einzigartige und umfassen-
de epidemiologische Datensétze zu erwarten.

Der zweite Themenkomplex befasst sich mit Erkenntnissen
zur molekularen Pathogenese und Epidemiologie von C. burnetii
und deren Umsetzung in neue Diagnostika und moéglicherweise
auch Prophylaktika. Dazu wird die experimentelle Infektion mit
C. burnetii auf oralem und inhalativem Wege bei Schafen durch-
gefiihrt. Im Verlauf der Infektion werden die klinischen Sympto-
me, hdmatologischen Verdnderungen, Serokonversionen, Aus-
scheidungswege und Ubertragung auf die eigenen Limmer und
auf andere erwachsene Schafe sowie die Ausbreitung mit Stduben
untersucht. Dabei werden Proben in quantitativen molekularen
Pathogenesestudien mittels reverser Real Time-PCR und Genchip
untersucht. Zusatzlich werden die Genome von zwei C. burnetii-
Isolaten zur Analyse von Virulenzfaktoren und geeigneter Struk-
turen zur molekularen Typisierung sequenziert. In silico werden
potenzielle Virulenzfaktoren identifiziert und durch Transkrip-
tionsanalysen mithilfe der DNA-Mikroarray-Technologie un-
tersucht. Aus diesen Untersuchungen hervorgehende Kandida-
ten-Proteine werden fiir die Verbesserung der serologischen
Diagnostik rekombinant hergestellt und systematisch in Test-
systemen evaluiert. Der Verbund setzt sich aus Arbeitsgruppen
der Humanmedizin, Veterindrmedizin, Epidemiologie, Produkt-
entwicklung molekularer und serologischer Diagnostika, Grund-
lagenforschung aus Biologie, Biochemie und Bioinformatik
zusammen und umfasst verschiedene Dienstleistungsplatt-
formen (Anzucht - Molekulare Typisierung - Molekulare Patho-
genese - Epidemiologie - Molekulare in-silico-Analyse - Immun-
diagnostikentwicklung).

Teilprojekt 1
Epidemiologie des Q-Fiebers
beim Menschen

Projektleitung

Prof. Dr. rer. nat. Dr. med. P. Kimmig

National Consulting Laboratory for Coxiella burnetii
Landesgesundheitsamt Baden-Wiirttemberg
Regierungspréasidium Stuttgart

NordbahnhofstraBe 135, 70191 Stuttgart

Tel.: 0711 904-39310, Fax: 0711 904-35010

E-Mail: peter.kimmig@rps.bwl.de
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Vorhabenziel

Ziel des Vorhabens ist es, anhand von Seropravalenzstudien in
Bevolkerungskollektiven und der Untersuchung akuter Q-Fieber-
Falle im Rahmen von Ausbriichen und Einzelerkrankungen die
Relevanz des humanen Q-Fiebers in der Bevolkerung Baden-
Wiirttembergs zu bewerten.

Arbeitsplan

In Zusammenarbeit mit Gesundheitsdmtern werden Bevolke-
rungskollektive aus Regionen mit vermutetem hohen Exposi-
tionsrisiko (vorangegangene Q-Fieber-Meldungen, Schaf-Vor-
kommen, bisher bekannte Seropravalenzen) und Regionen mit
vermutetem geringen Expositionsrisiko auf Coxiella burnetii-Anti-
korper (PH2 IgG) untersucht. Dariiber hinaus werden im Rahmen
anderer bereits etablierter Monitoring-Programme Serumproben
von 9- bis 11-jahrigen Kindern erhoben und auf Q-Fieber-Anti-
korper untersucht. Q-Fieber-Fille im Rahmen von Ausbriichen
und Einzelerkrankungen werden serologisch abgeklart und
molekularbiologisch bzw. mittels Zellkultur charakterisiert.

Ergebnisverwertung

Die Ergebnisse stellen die Grundlage fiir die Bewertung des
humanen Q-Fiebers in Baden-Wiirttemberg dar. Die Charakteri-
sierung von Q-Fieber-Isolaten zeigt Zusammenhédnge zwischen
dem Auftreten humaner und tierischer Q-Fieber-Falle auf und
gibt wichtige Hinweise zur Antibiotika-Resistenzentwicklung.

Teilprojekt 2

Q-Fieberausbruch Jena: Deskriptive Analyse,
Evaluierung neuer diagnostischer Verfahren und
Verlaufsbeobachtung chronischer Erkrankungen

Projektleitung

Prof. Dr. med. Eberhard Straube

Institut fir Medizinische Mikrobiologie
Friedrich-Schiller-Universitét Jena
SemmelweisstraBe 4, 07743 Jena

Tel.: 03641 9-33106, Fax: 03641 9-33474
E-Mail: eberhard.straube@med.uni-jena.de

Vorhabenziel

Q-Fieber ist eine wenig untersuchte Erkrankung mit weltweiter
Verbreitung. Im Sommer 2005 ereignete sich in Jena einer der
groBten Q-Fieberausbriiche mit mehr als 320 gemeldeten Fillen
(h&ufig Pneumonien). Dieses Geschehen soll untersucht werden,
um mehr tiber Klinik, Epidemiologie und den diagnostischen
Wert neuer Nachweismethoden zu erfahren.

Arbeitsplan

Deskriptive Analyse klinischer Daten; Validierung der PCR bei
akuten Infektionen; Abschitzung der individuellen Inokulations-
dosis mittels multivariater Analyse; Seropravalenzbestimmung
im betroffenen Gebiet vor und nach dem Ereignis sowie in einer
Kontrollpopulation; Untersuchung des Einflusses der Inokula-
tionsdosis auf Schwere und Inzidenz der Erkrankung; Verlaufs-

studie chronischer Infektionen mit Erhebung klinischer Befunde
und Validierung mikrobiologischer Diagnoseverfahren bei chro-
nischen Erkrankungen; Berechnung der Kosten des Ausbruchs

Ergebnisverwertung

i) Einbeziehung moderner Untersuchungsverfahren in die
Beschreibung des Krankheitsbildes, ii) Erarbeitung eines diag-
nostischen Stufenschemas, iii) gesundheitspolitische Einschéat-
zung der Erkrankung, iv) Bereitstellung epidemiologischer und
okonomischer Daten zur Etablierung von PrdventivmaBnahmen

Teilprojekt 3
Ubertragungswege und Pathogenese des
Q-Fieber-Erregers Coxiella burnetii bei Schafen

Projektleitung

Prof. Dr. med. vet. Martin Ganter

Klinik fiir kleine Klauentiere

Stiftung Tierdrztliche Hochschule Hannover
Bischofsholer Damm 15, 30173 Hannover
Tel.: 0511 856-7260, Fax: 0511 856-7684
E-Mail: martin.ganter@tiho-hannover.de

PD Dr. Martin Runge

Veterindrinstitut Hannover, Niedersdchsisches Landesamt
fiir Verbraucherschutz und Lebensmittelsicherheit (LAVES)
Eintrachtweqg 17, 30173 Hannover

Tel.: 051128897-240, Fax: 051128897-298

E-Mail: martin.runge@laves.niedersachsen.de

Vorhabenziel

Untersuchung der Pathogenese des Q-Fiebers beim Schaf nach
oraler und aerogener Infektion mittels Coxiella burnetii. Im Ver-
lauf der Infektionen sollen die klinischen Symptome, hdmatologi-
schen Verdnderungen, Serokonversion, Ausscheidungswege und
Dauer sowie Ubertragung auf die eigenen Limmer und auf ande-
re erwachsene Schafe untersucht werden.

Arbeitsplan

Es sind vier Teilversuche geplant: i) orale Infektion von Coxiella-
negativen Limmern, ii) aerogene Infektion tragender Muttertiere
iii) aerogene Infektion von Limmern, iv) gemeinsame Haltung
von Coxiella positiven und negativen tragenden Schafen im glei-
chen Stallraum ohne direkten Kontakt. Muttertiere und ihre Ldm-
mer sollen regelméaBig klinisch untersucht und beprobt werden.
Blut, Kot, Urin, Vaginaltupfer, Lungenspiilproben und Staubpro-
ben aus der Raumluft werden auf Coxiellen untersucht und nédher
charakterisiert (Phase I/II, VNTR Analyse, DNA-Sequenzierung).
Parallel sollen hdmatologische und zytologische sowie serologi-
sche Untersuchungen erfolgen. AbschlieBend folgt eine patholo-
gisch-anatomische Untersuchung.

Ergebnisverwertung

Die Ergebnisse sollen zusammen mit den anderen Partnern im
Forschungsverbund in internationalen Zeitschriften publiziert
werden.
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Teilprojekt 4

Epizootiologie von Q-Fieber bei Wiederkauern
und wild lebenden Saugetieren und differen-
zierende molekulare Pathogenese von Coxiella
burnetii bei Mensch und Tier

Projektleitung

Prof. Dr. med. vet. Heinrich Neubauer

Institut fur bakterielle Infektionen und Zoonosen
Friedrich-Loeffler-Institut, Standort Jena
Nauenburger Stra3e 96a, 07743 Jena

Tel.: 03641 804-200, Fax: 03641 804-228

E-Mail: heinrich.neubauer@fli.bund.de

Prof. Dr. med. vet. Klaus Henning
Institut fir Epidemiologie
Friedrich-Loeffler-Institut

SeestraBe 55,16868 Wusterhausen
Tel.: 033979 80-156, Fax: 033979 80-200
E-Mail: klaus.henning@fli.bund.de

Die Zielstellung dieses Projekts ist die Isolierung von Coxiella
burnetii-Stammen fir die Erhebung epidemiologischer Daten von
Q-Fieber in Deutschland. Hierfiir werden alle Coxiella-PCR-positi-
ven Proben am FLI, Wusterhausen, einem Anzuchtversuch mittels
Zellkultur unterzogen. Bei diesen Proben handelt es sich sowohl
um Proben von Hauswiederkduern (Schaf, Rind, Ziege) als auch
um Proben von Tierspezies, die als Reservoir (Wild) oder Ubertra-
ger (Nager) in Frage kommen. Die hierbei gewonnenen Isolate
werden anschlieBend einer Phdnotypisierung sowie einer mole-
kularen Typisierung unterzogen. Die Ergebnisse der Typisierun-
gen dienen als Grundlage fiir eine epidemiologische Zuordnung
hinsichtlich der Verteilung von Coxiella burnetii-Stimmen in den
Regionen. Es wird angenommen, dass C. burnetii Virulenzfakto-
ren produziert, welche ihm das Uberleben und die Vermehrung
in seinem Wirt erlauben und ihn resistent gegentiber der Immun-
antwort machen. Fiir ein besseres Verstdndnis der Pathogenese
der Krankheit sollen neue Virulenzfaktoren in silico identifiziert
und durch Transkriptionsanalysen mithilfe der DNA-Mikroarray-
Technologie untersucht werden.

Teilprojekt 5

Identifizierung und Charakterisierung immun-
dominanter Proteine und Antigene von Coxiella
burnetii mittels comparative genomics und
Aufbau der molekularen Epidemiologie des
Q-Fiebers in Deutschland

Projektleitung

Dr. med. Dimitrios Frangoulidis/Dr. Wolf Splettstoer
Institut fir Mikrobiologie der Bundeswehr
Neuherbergstra3e 11, 80937 Miinchen

Tel.: 089 3168-3869 (Frangoulidis), -2918 (SplettstoBer)
Fax: 089 3168-3292

E-Mail: dimitriosfrangoulidis@bundeswehr.org
wolfsplettstoesser@bundeswehr.org

In diesem Vorhaben sollen mithilfe des Vergleichs von Genom-
sequenzierungsdaten von Coxiella burnetii und von weiteren
250 pathogenen Bakterien verschiedener Spezies und Genera
neue standardisierte, nach Qualitdtsnormen hergestellte Diag-
nostika entwickelt und eine genomische Datenbank der Epide-
miologie des Q-Fiebers in Deutschland erstellt werden.
Vorhandene publizierte Genome von Coxiella burnetii und bis
zu drei neusequenzierte Stdimme werden miteinander vergli-
chen. Identifizierte Proteine/Peptide werden rekombinant her-
gestellt und anschlieBend fiir die Herstellung von Hyperimmun-
seren verwendet. Dann erfolgt in einem immunologischen
Testsystem (z. B. ELISA) die Uberpriifung ihrer diagnostischen
Fahigkeiten. Zusatzlich werden aus den Sequenzierungsdaten
bekannte und neue Typisierungsmethoden entwickelt, die eine
genomische Epidemiologie des Q-Fiebers in Deutschland ermdég-
lichen. Immunogene Bestandteile von Coxiella burnetii, die in
einer entsprechenden Testplattform eingebettet sind (z. B. ELISA,
Lateral-Flow-Assay), konnen dann die Grundlage neuer Nach-
weisverfahren bilden, die auch kommerziell verwertbar sind.

2.6 TOXONETO1 - Ein Netzwerk zur Toxoplasmose
bei Mensch und Tier in Deutschland:
Pathogenese, Risikofaktoren und Kontrolle

Verbundkoordination

Prof. Dr. med. Oliver Liesenfeld

Institut fir Mikrobiologie und Hygiene

Charité - Universitatsmedizin Berlin, Campus Benjamin Franklin
Hindenburgdamm 30, 12200 Berlin,

Tel.: 030 8445-3630, Fax: 030 8445-3830

E-Mail: oliver.liesenfeld@charite.de

Laufzeit: 1.7.2007-31.6.2010

In Deutschland liegen nur wenige Daten zur Prévalenz des Erre-
gers und den lokalen Risikofaktoren vor. Neben Verdnderungen
in der Tierhaltung und Fleischproduktion hat auch ein verédnder-
tes Verhalten des Konsumenten Einfluss auf die Prévalenz. So lasst
sich ein Trend weg vom Konsum von Schweine- und Rindfleisch
hin zum Konsum von Gefliigel beobachten. Zusétzlich besteht ein
gesteigertes Verlangen nach ,,organischer” Haltung von Nutztie-
ren mit erhohter Gefahr der Infektion. Parallel dazu verlangen
Verbraucher vermehrt pathogenfreies Fleisch und Fleischproduk-
te. Wahrend in der Humanmedizin standardisierte Testverfahren
mit hoher Sensitivitdt und Spezifitat zum Nachweis der Infektion
mit Toxoplasma gondii vorliegen, stehen entsprechende Tests fiir
die Veterindrmedizin nicht zur Verfiigung.

TOXONETOL1 hat sich deshalb zum Ziel gesetzt, relevante
Aspekte der Pathogenese, Diagnose und Epidemiologie der Toxo-
plasmose bei Mensch und Tier zu untersuchen. Im Arbeitspaket A
werden Mechanismen der Persistenz des Parasiten in Muskel- und
Nervenzellen untersucht, Untersuchungen zur Tenazitdtvon I.g.-
Gewebezysten durchgefiihrt und standardisierte diagnostische
Tests zum Erregernachweis etabliert und validiert. Im Arbeitspa-
ket 2 werden Tests zum Nachweis oozysten- bzw. gewebszysten-
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spezifischer Antigene entwickelt und zentral T. gondii-Stimme
aus Gewebeproben und Seren genotypisiert. Im Arbeitspaket C
werden epidemiologische Studien zur Prévalenz von T. gondii in
Schwein und Gefliigel sowie in Patienten durchgefiihrt, relevante
Risikofaktoren aufgedeckt und Pradiktoren fiir symptomatische
Verlédufe der Infektion beim Menschen identifiziert. Zusammen-
genommen werden diese Ergebnisse die Entwicklung und Imple-
mentierung von effektiven Strategien zur Reduzierung des Risi-
kos einer Erkrankung mit T. gondii in Deutschland erméglichen.

Teilprojekt 1

Persistenz von Toxoplasma gondii in der Skelett-
muskulatur: Voraussetzung fiir die nahrungsmit-
telabhiéngige Ubertragung auf den Menschen

Projektleitung

PD Dr. Carsten Liider

Institut fir Medizinische Mikrobiologie
Georg-August-Universitat Gottingen
Kreuzbergring 57, 37075 Gottingen
Tel.: 055139-5869, Fax: 055139-5861
E-Mail: clueder@gwdg.de

Der Verzehr von kontaminiertem Fleisch diirfte fiir die Inzidenz
der Toxoplasmose des Menschen besondere Bedeutung besitzen.
Daher werden in dem Projekt Versuche durchgefiihrt, die die
molekularen Mechanismen der Persistenz von T. gondii in der
Skelettmuskulatur in Zwischenwirten charakterisieren. Im Einzel-
nensoll geklart werden, (i) in welchem Ausma@ Skelett- und Herz-
muskulatur die Entwicklung persistierender Parasitenstadien
begiinstigen, (ii) inwieweit Muskelzellen die intrazellulédre Ver-
mehrung und Differenzierung in das Bradyzoitenstadium ermdog-
lichen, (iii) ob genotypische Unterschiede des Parasiten die Fahig-
keit zur Persistenz in Muskelzellen beeinflussen, und (iv) durch
welche Mechanismen Toxoplasma die Apoptose von infizierten
Muskelzellen hemmt. Wir werden dazu in vitro-Untersuchungen
und tierexperimentelle Arbeiten an M&usen und - in Zusammen-
arbeit mit den Veterindren des Forschungsverbunds - Haustieren
durchfiihren. Das Projekt wird zu einem verbesserten Verstandnis
der Mechanismen der Parasitenpersistenz in Muskelzellen beitra-
gen und konnte auch neue Moglichkeiten zur Vermeidung der
Ubertragung auf den Menschen erdffnen.

Teilprojekt 2
Persistenz von Toxoplasma gondii in Neuronen
des Gehirns

Projektleitung

Prof. Dr. Dirk Schliter

Institut fir Medizinische Mikrobiologie
Otto-von-Guericke-Universitdt Magdeburg
Leipziger StraBe 44, 39120 Magdeburg

Tel.: 039167-13317, Fax: 0391 67-290717

E-Mail: dirk.schlueter@medizin.uni-magdeburg.de

Toxoplasma gondii persistiert im Gehirn von Vertebraten. Im
Projekt sollen die molekularen Mechanismen der Persistenz des
Parasiten im Gehirn in kombinierten in vivo- und in vitro-Versu-
chen charakterisiert werden. Dabei wird auf die Persistenzmecha-
nismen in Neuronen, insbesondere die Modulation der NF-kB-
und Apoptose-Signalwege fokussiert. Auf diese Experimente auf-
bauend soll im nachsten Schritt tiberpriift werden, ob eine thera-
peutische Beeinflussung von Signaltransduktionsmolekiilen oder
des Apoptosewegs von Neuronen zu einer verminderten Persi-
stenz des Erregers im Gehirn fiihrt. Ein vertieftes Verstdndnis der
intraneuronalen Persistenz von T. gondii erweitert wesentlich die
Erkenntnisse tiber die Interaktion von Parasit und Wirt und
ermoglicht weitere gezielte Arbeiten mit der Perspektive per-
sistierende Toxoplasmen in Menschen und Nutztieren zu elimi-
nieren.

Teilprojekt 3

Etablierung einer Methode zum Nachweis von
Toxoplasma gondii bei der Pute und Studien zur
Tenazitat in Putenfleisch und -fleischerzeugnissen

Projektleitung

Professor Dr. med. vet. Karsten Fehlhaber

Institut fir Lebensmittelhygiene
Veterindrmedizinische Fakultit, Universitdt Leipzig
Anden Tierkliniken 1, 04103 Leipzig

Tel.: 0341 97-38220, Fax: 0341 97-38249

E-Mail: fehlhaber@vetmed.uni-leipzig.de

Ein Ziel des Projekts ist es, Untersuchungen zur Tenazitdt von
Toxoplasma gondii (T.g.)-Gewebezysten durchzufiihren. Ein weite-
res Ziel des Projekts ist die Entwicklung eines sensitiven ELISA
zum sicheren Nachweis von spezifischen T.g.-Antikérpern in der
Pute.

Die Untersuchungen zur Tenazitdt sind im in vitro-Modell, im
Putenfleisch sowie in nicht thermisch behandelten Putenfleisch-
erzeugnissen geplant. Der Einfluss von pH- und aw-Wert, Nitrit-
pokelsalz sowie Temperatur soll gepriift werden. Weiterhin sollen
ein T.g.-Zellkulturverfahren und eine RT-PCR etabliert werden,
die es ermoglichen, infektionsfdhige T.g.-Gewebezysten im in
vitro-Modell, in Putenfleisch und -fleischerzeugnissen sicher
nachzuweisen. Das fiir die Bearbeitung aller Ziele notwendige
,I.g.-Infektionsmodell-Pute” wird aufgebaut.

Die Erkenntnisse aus den Tenazitdtsuntersuchungen kénnten
es ermdoglichen, nicht erhitzte Fleischerzeugnisse so herzustellen,
dass T.g.-Gewebezysten in den Produkten sicher abgetétet sind.
Insgesamt zielen die Inhalte des Projekts darauf ab, im Rahmen
des gesundheitlichen Verbraucherschutzes eine Bewertung des
Risikos zu ermoglichen und T.g. aus der Lebensmittelkette effek-
tiv zuriickzudrangen.
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Teilprojekt 4

Validierung und Standardisierung diagnostischer
Methoden fiir Untersuchungen zur relativen
Bedeutung von Toxoplasma gondii bei Lebens-
mittel liefernden Tieren

Projektleitung

Apl. Prof. Astrid M. Tenter

Institut fir Parasitologie, Zentrum fiir Infektionsmedizin
Stiftung Tierarztliche Hochschule Hannover

Biinteweg 17, 30539 Hannover

Tel.: 0511953-8717, Fax: 0511 953-8870

E-Mail: astrid.tenter@tiho-hannover.de

Ein standardisiertes Testsystem zum Nachweis von Toxoplasma
gondii in diagnostischen Proben von Tieren oder in Produkten
tierischen Ursprungs ist eine Voraussetzung fiir die Entwicklung
effektiver MaBnahmen zur Reduktion infektidser Parasitenstadi-
enin der Lebensmittelkette. In diesem Projekt sollen traditionelle
Testmethoden mit neuen Tests auf der Basis rekombinanter Anti-
gene miteinander verglichen und hinsichtlich ihrer Qualitét eva-
luiert werden.

Insgesamt stehen neun rekombinante Antigene zur Verfii-
gung. Zur Validierung der Tests werden Referenzseren von expe-
rimentell infizierten Schweinen und Gefliigelarten gewonnen.
Die sensitivsten und spezifischsten Tests werden in Ringversu-
chen hinsichtlich ihrer Reproduzierbarkeit validiert und standar-
disiert. Die Tests mit den besten Ergebnissen aus den Ringver-
suchen werden dann eingesetzt, um Daten zur Pravalenz von
T. gondii beilandwirtschaftlichen Nutztieren in Deutschland zu
erheben.

Die in diesem Projekt ermittelten Daten werden in Teilprojekt
7 ausgewertet. Sie werden einen wesentlichen Beitrag zum Kennt-
nisstand tiber die Epidemiologie von Infektionen mit T. gondii
liefern.

Teilprojekt 5

Charakterisierung neuer Oozysten-spezifischer
Toxoplasma gondii-Antigene: Bedeutung in der
Transmission des Erregers und Identifikation der
mit Oozysten Infizierten

Projektleitung

Prof. Dr. med. Oliver Liesenfeld

Institut fir Mikrobiologie und Hygiene
Charité-Universitdtsmedizin Berlin, Campus Benjamin Franklin
Hindenburgdamm 30, 12200 Berlin

Tel.: 030 8445-3630, Fax: 030 8445-3830

E-Mail: oliver.liesenfeld@charite.de

Der Mensch kann sich mit Toxoplasma gondii einerseits tiber den
Kontakt mit Katzenkot und darin enthaltener Oozysten, anderer-
seits durch den Verzehr von ungentiigend gekochtem oder rohem
Fleisch mit Gewebezysten infizieren. Derzeit erhéltliche Tests zum
serologischen Nachweis von Antikérpern sind nichtin der Lage,

zwischen den beiden Infektionswegen zu unterscheiden. Zum
Aufbau geeigneter Praventionsprogramme sind aber Kenntnisse
iiber die Relevanz dieser Infektionswege in Deutschland von
essenzieller Bedeutung.

Im Projekt werden deshalb oozystenspezifische Antigene mit-
tels 2D-Gelelektrophoresen aufgetrennt, auf ihre Reaktivitat mit
Antikorpern im Serum infizierter Katzen charakterisiert und per
Massenspektroskopie identifiziert. Nachfolgend werden geeig-
nete Antigene in serologischen Tests eingesetzt, um ihre Eignung
fiir epidemiologische Fragestellungen zu tiberpriifen. In einem
weiteren Projektteil soll die funktionelle Relevanz identifizierter
Oozysten-Antigene fiir die Invasion von Wirtszellen und die
Transmission geklart werden.

Teilprojekt 6

Funktionelle Charakterisierung neuer immun-
dominanter Antigene von Toxoplasma gondii:
Wertigkeit als diagnostische und therapeutische
Zielstrukturen

Projektleitung

Prof. Dr. med. Walter Ddubener

Institut fir Medizinische Mikrobiologie und Krankenhaushygiene
Heinrich-Heine-Universitat Diisseldorf

UniversitatsstraBe 1, Geb. 22.21, 40225 Diisseldorf

Tel.: 0211 81-12464, Fax: 0211 81-15906

E-Mail: daeubene@uni-duesseldorf.de

Die Toxoplasmose ist eine bekannte und weltweit verbreitete
Zoonose. Beim Menschen sind klinisch insbesondere die Toxoplas-
mose bei Schwangeren und die Reaktivierungstoxoplasmose bei
immunsupprimierten Patienten von Bedeutung. Das Teilprojekt
beteiligt sich an den im Verbund geplanten epidemiologischen
Analysen, dem Aufbau einer Serumbank und dem Aufbau einer
Parasitenstammsammlung. Der Schwerpunkt liegt jedoch in der
Analyse der Bedeutung von rekombinanten Antigenen zur Dia-
gnose der Toxoplasmose beim Menschen und bei Nutztieren.
Dabei wollen wir insbesondere die von uns neu beschriebenen
Toxoplasmen-Antigene GRA9, B4 und D1 analysieren. Ferner pla-
nen wir auch, die Antigene GRA3, GRA4, GRA5, ROP7 und MICS5 als
rekombinante Proteine herzustellen und in serologischen Tests
(ELISA, Westernblot, Agglutinationstests) einzusetzen.

Aus Vorbefunden unserer Arbeitsgruppe ist bekannt, dass
GRA9 insbesondere an Membranen des Netzwerks innerhalb der
parasitophoren Vakuole gebunden ist und eine Homologie zur
Farnesyltransferase aufweist. Ferner konnten wir bereits beschrei-
ben, dass GRA9 ein essenzielles Protein fiir Toxoplasmen darstellt.
Nach unseren Befunden kénnen GRA9 defiziente Toxoplasmen
nicht fiir langere Zeit iiberleben. Das Antigen B4 ist im Zytoplas-
ma von Tachyzoiten und Bradyzoiten zu finden, ist moglicherwei-
se mit dem Zytoskelett assoziiert und spielt eventuell eine Rolle
bei der Parasitenreplikation. Exakte Daten zur Lokalisation des
11kDa groBSen D1 Protein liegen zurzeit noch nicht vor. Erste Ergeb-
nisse lassen jedoch die Vermutung zu, dass D1 mit den Rhoptrien
assoziiert ist.
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Zusammenfassend planen wir die Antigene GRA9, D1 und B4
weiter zu charakterisieren und deren Immunogenitét zur Etablie-
rung von serologischen Testsystemen zur Diagnose der Toxoplas-
mose bei Mensch und Tier zu nutzen.

Teilprojekte 7 und 8

Toxoplasma gondii: Serologische und molekulare
Typisierung sowie Untersuchungen zum Vorkom-
men bei Schweinen und Gefliigel in Deutschland

Projektleitung

Dr. Gereon Schares

Institut fir Epidemiologie, Friedrich-Loeffler-Institut
Bundesforschungsinstitut fiir Tiergesundheit
SeestraB3e 55, 16868 Wusterhausen

Tel.: 033979 80-193, Fax: 033979 80-222

E-Mail: gereon.schares@fli.bund.de

Die Geno- und Serotypen von T. gondii, die bei menschlichen
Erkrankungen und in potenziellen Infektionsquellen (Fleisch,
Oozysten von Feliden) nachgewiesen werden, sollen bestimmt
werden. Um aktuelle Daten iiber die Prévalenz von T. gondii-infi-
zierten Schweinen und Hausgefliigel zu erhalten, werden serolo-
gische Querschnittsuntersuchungen durchgefiihrt.

Die Genotypisierung soll auf vier unabhangigen genetischen
Markern basieren. Zur serologischen Bestimmung des Genotyps,
mit dem Menschen infiziert sind, werden polymorphe Peptidanti-
gene verwendet. Analoge Tests werden auch fiir Seren von Kat-
zen, Schweinen und Gefliigel entwickelt und eingesetzt. Fiir die
Pravalenzermittlung bei Schweinen und Gefliigel kommen Seren
zum Einsatz, die fiir andere Monitoring-Programme im Land
Niedersachsen gesammelt wurden.

Die zu erwartenden Ergebnisse werden helfen aufzuklaren,
ob ein Zusammenhang zwischen bestimmten Geno- oder Sero-
typen und dem Auftreten gewisser Krankheitsverldufe beim
Menschen besteht und werden helfen, die fiir Deutschland rele-
vanten Infektionsquellen aufzudecken. Die Querschnittsunter-
suchungen werden aktuelle Informationen tiber die Préavalenz
von T. gondii bei Schweinen und Hausgefliigel liefern.

Teilprojekt 9

Epidemiologische Studien/Etablierung eines
Labornetzwerks ToxoLabNet-D und eines
Deutschen Registers der okuldren Toxoplasmose

Projektleitung

Prof. Dr. med. Uwe Grof3

Institut fir Medizinische Mikrobiologie
Universitatskliniken Gottingen
Kreuzbergring 57, 37075 Gottingen

Tel.: 055139-5801, -5806, Fax: 0551 39-5861
E-Mail: ugross@gwdg.de

Prof. Dr. med.Oliver Liesenfeld
Institut fir Mikrobiologie und Hygiene
Charité - Universitdtsmedizin Berlin, Campus Benjamin Franklin

Hindenburgdamm 30, 12200 Berlin
Tel.: 030 8445-3630, Fax: 030 8445-3830
E-Mail: oliver.liesenfeld@charite.de

Das Wissen um Risiko- und Prognostikfaktoren der Toxoplasmose
ist bisher in Deutschland nur unzureichend untersucht worden.
Das Teilprojekt hat zum Ziel, (i) in Deutschland relevante Risiko-
faktoren fiir die Ubertragung der Toxoplasmose auf den Men-
schen zu identifizieren, (ii) eine genauere Bestimmung bzw.
Einschatzung der klinisch relevanten pranatal erworbenen Infek-
tionen mit Toxoplasma gondii zu erreichen und (iii) zu kldren, ob
prognostische Marker ein geeignetes und innovatives Instrument
fir unterschiedliche Behandlungsstrategien dieser parasitdren
Infektionskrankheit des Menschen darstellen kénnen. Die Be-
stimmung von Risikofaktoren fiir die Ubertragung der Infektion
soll mithilfe eines bundesweiten Labornetzwerks (ToxoLabNet-D)
durch ein organisiertes Meldewesen und Call-on-Epidemiologie
erreicht werden. Um die klinischen Konsequenzen einer pranatal
erworbenen Infektion zu klaren, soll in Zusammenarbeit mit
deutschen Ophthalmologen ein nationales Retinochorioiditis-
Register (ToxEye-D) etabliert werden. Schlieflich wird erwartet,
dass durch den Einsatz der Phage-Display-Technologie und durch
Untersuchungen definierter Serumproben mit rekombinanten
Antigenen durch das ToxoLabNet-D eine Identifikation von pro-
gnostischen Markern moglich ist.

2.7 Arbovirusinfektionen in Deutschland:
Pathogenese, Diagnostik und Uberwachung

Verbundkoordination

Prof. Dr. med. Frank T. Hufert

Institut fur Virologie, Bereich Humanmedizin
Georg-August-Universitat Gottingen
Kreuzbergring 57, 37075 Gottingen

Tel.: 055139-5872, Fax: 055139-4471

E-Mail: fhufert@gwdg.de

Laufzeit: 1.7.2007-30.6.2010

Strukturelles und wissenschaftliches Konzept

Dieser Verbund fasst integrativ virologische Forschergruppen aus
den Bereichen Tier- und Humanmedizin sowie Wildtierbiologen
zusammen. Das Konsortium umfasst Universitatsinstitute und
Bundesforschungsinstitutionen. Ziel ist es, eine gemeinsame
Netzwerkstruktur in der Bundesrepublik aufzubauen, die sich mit
der Erforschung der Pathogenese, der Entwicklung von Diagno-
stika und dem Aufbau von Uberwachungssystemen arboviraler
Enzephalitis-Erreger befasst. Da bis zu 70 Prozent der aseptischen
Meningoenzephalitiden dtiologisch ungeklért sind, ist dieses Vor-
haben von zentraler medizinischer Bedeutung. Daten zur Préva-
lenz von Arboviren stehen zurzeit weder fiir Arthropodenpopula-
tionen (Vektoren) noch fiir Tierreservoirs (z. B. Kleinsduger) zur
Verfligung. Fiir den Menschen ist nur die Anzahl der jahrlichen
FSME-Fdlle in den Endemiegebieten bekannt. Der Anteil der asep-
tischen Meningitiden, die durch andere européische Arboviren
verursacht werden, ist unbekannt. Dies liegt vor allem an dem
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Mangel an standardisierten diagnostischen Verfahren zum Virus-
und Antikérpernachweis. Ziel der Konsortiumsaktivitédten ist es,
Wissensliicken auf den Gebieten Pathogenese, Diagnostik und
Uberwachung zu schlieBen und so kiinftig eine Risikoanalyse fiir
das 6ffentliche Gesundheitswesen zu ermdoglichen. Hierzu ist die
Erhebung pathogenetischer und epidemiologischer Daten in
Arthropoden, Tierreservoirs und Menschen notwendig. Insbeson-
dere die Entwicklung und Bereitstellung von diagnostischen Ver-
fahren nimmt hierbei eine Schliisselstellung ein und ermoglicht
eine weitere Aufklarung der aseptischen Meningoenzephalitis
unklarer Atiologie.

Teilprojekt 1
Frihsommer-Meningoenzephalitis-Virus
und das antivirale Interferon-System

Projektleitung

PD Dr. Friedemann Weber

Institut fir Medizinische Mikrobiologie und Hygiene
Abteilung Virologie, Universitit Freiburg
Hermann-Herder-StraB3e 11, 79104 Freiburg

Tel.: 0761203-6614, Fax: 0761203-6634

E-Mail: friedemann.weber@uniklinik-freiburg.de

Zusammenfassung

Das Frithsommer-Meningoenzephalitis (FSME)-Virus ist das medi-
zinisch wichtigste Arbovirus in Europa. Das Spektrum der Krank-
heitssymptome reicht von asymptomatischer Infektion bis hin zu
schwerer Enzephalitis/Meningitis und ist aus ungeklarten Griin-
den abhédngig vom Virusstamm. Zwar gibt es keine etablierte
Therapie, aber die Vorbehandlung mit Typ-I-Interferonen (IFN-c,
B) kann effektiv das Viruswachstum hemmen. Die Synthese von
IFN wird in virusinfizierten Zellen induziert. Die sezernierten
Interferone aktivieren in Nachbarzellen eine Signaltransduk-
tionskette, welche die Expression sogenannter IFN-stimulierter
Gene (ISGs) einleitet. Viele ISGs haben antivirale Aktivitat und
hemmen direkt die Virusvermehrung. Hoch pathogene Viren
deaktivieren jedoch die IFN-Induktion und/oder die IFN-Signal-
transduktion. Fir den FSME-Virusstamm Langat wurde kiirzlich
gezeigt, dass das NS5-Protein die IFN-Signaltransduktion zu
hemmen vermag. Wir wollen untersuchen, ob diese Aktivitat auf
Langat beschrénkt ist und ob FSME-Viren auch die IFN-Induktion
hemmen. Ziel dieses Projekts ist es, anti-IFN-Profile fiir die ver-
schiedenen FSME-Stdémme des Forschungsverbunds zu erstellen
und die effektivsten ISGs zu identifizieren. Durch Abgleich mit
den klinischen Daten soll eine mogliche Korrelation zwischen der
stammspezifischen Qualitdt und Quantitat der viralen anti-IFN-
Aktivitdten und dem klinischen Verlauf ermittelt werden. Die
Studien kénnen zu einem besseren Verstandnis der FSME-Patho-

genese und der Etablierung neuer prognostischen Marker fithren.

Teilprojekt 2

Interaktion des Friihsommer-
Meningoenzephalitis-Virus mit
Antigen-prasentierenden Zellen

Projektleitung

Prof. Dr. med. Frank T. Hufert/Dr. rer. nat. Martin Spiegel
Institut fur Virologie, Bereich Humanmedizin
Georg-August-Universitat Gottingen

Kreuzbergring 57, 37075 Gottingen

Tel.: 055139-5872 (Hufert), 0551 3899-443 (Spiegel)

Fax: 055139-4471 (Hufert), 05513899-439 (Spiegel)
E-Mail: fhufert@gwdg.de, mspiegel@gwdg.de

Zusammenfassung

Arboviren werden durch Arthropoden-Vektoren ibertragen,
hierzu zahlen unter anderem verschiedene Moskito- und Zecken-
arten. Das Frithsommer-Meningoenzephalitis-Virus (FSMEV) ist
sowohlin Deutschland als auch in Europa das am haufigsten
vorkommende Arbovirus. Die klinischen Symptome einer FSMEV-
Infektion reichen von mildem Fieber bis zu schweren neurologi-
schen Schédden. Die Mechanismen der FSMEV-vermittelten Patho-
genese sind nach wie vor nicht richtig verstanden; sowohl die
Prinzipien der Virus-Wirt-Interaktion als auch die Grundlage der
Neuroinvasivitdt des Virus sind noch nicht aufgeklart. Im Teilpro-
jekt werden wir die Interaktion von FSMEV mit Antigen-présentie-
renden Zellen (APC) untersuchen, insbesondere die Interaktion
mit myeloiden sowie plasmacytoiden dendritischen Zellen und
mit von Monozyten abgeleiteten Makrophagen. Der Einfluss von
FSMEV auf die Funktion von APC, die Rolle dieser Zellen bei der
Ausbreitung des Virus und die Mechanismen der FSMEV-vermit-
telten Immunmodulation stehen im Zentrum des ersten Teils des
Projekts.

Im zweiten Teil soll im Mausmodell mithilfe des adoptiven
Zelltransfers geklart werden, ob FSMEV mittels APC oder T-Zellen
in das Zentralnervensystem (ZNS) gelangt und ob hierbei Unter-
schiede zwischen verschiedenen FSMEV-Stdmmen existieren.

Teilprojekt 3

Frithsommer-Meningoenzephalitis in Deutschland:
Isolierung und Charakterisierung zirkulierender
Virusstaimme

Projektleitung

PD Dr. med. vet. Martin Pfeffer/Dr. med. Gerhard Dobler
Institut fir Mikrobiologie der Bundeswehr
NeuherbergstraB3e 11, 80937 Miinchen

Tel.: 089 3168-3281 (Pfeffer), -3174 (Dobler), Fax: 089 3168-3292
E-Mail: martinlpfeffer@bundeswehr.org
gerharddobler@bundeswehr.org

Zusammenfassung

In Deutschland wurde in den letzten Jahren ein stetiger Anstieg
der FSME-Erkrankungsfalle beobachtet. Moglicherweise ist dies
durch eine Virulenzsteigerung neu auftretender virulenter FSME-
Virusstimme bedingt. Aus Deutschland stehen seit ca. 30 Jahren
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keine FSME-Virusisolate zur Verfiigung. FSME-Virusstdmme und
andere durch Zecken iibertragene Arboviren sollen in Deutsch-

land isoliert, molekularbiologisch charakterisiert und zellbiolo-
gisch auf ihre Virulenz getestet werden.

Aus hoch endemischen FSME-Regionen Bayerns, Baden-Wiirt-
tembergs und Hessens werden Zecken auf FSME-Virus untersucht
und die Virusstdmme isoliert. Die Isolate werden molekularbiolo-
gisch charakterisiert (Sequenzierung). In verschiedenen Zellsyste-
men (u. a. Makrophagen, Neuroblastom-, Glioblastom-Zelllinien
als primaére Zielzellen im Organismus) werden die Replikations-
fahigkeit und Apoptose-Mechanismen mit bekannten FSME-
Virusstimmen und russischen Virusstimmen verglichen.

Virusisolate stehen fiir weitere Teilprojekte des Verbunds zur
Verfiigung. Die Ergebnisse kénnen zeigen, warum Patienten
leicht oder schwer erkranken. Mit den Stimmen kénnen neue
Nachweisverfahren entwickelt und bisher unbekannte Ursachen
fiir ZNS-Infektionen nachgewiesen werden.

Teilprojekt 4
Entwicklung molekularer Diagnostik
fiir europdische Arboviren

Projektleitung

Dr.rer. nat. Manfred Weidmann

Institut fur Virologie, Bereich Humanmedizin
Georg-August-Universitdt Gottingen
Kreuzbergring 57, 37075 Gottingen

Tel.: 055139-5872, Fax: 055139-4471

E-Mail: mweidma@gwdg.de

Zusammenfassung
Europdische Arboviren kommen als dtiologische Agenzien fiir
Meningoenzephalitiden unklarer Genese in Frage. Um diese
Fragestellung bei akuten Féllen effizient und zeitnah kldren zu
kénnen, stehen - neben wenigen traditionellen virologischen
Methoden - kaum molekularbiologische oder serologische Test-
verfahren zur Verfiigung. Wir schlagen hier die Entwicklung
molekularer und serologischer Methoden zur Detektion von
14 europdischen Arboviren vor. Zur Detektion der Genome dieser
Viren sollen fluoreszenzbasierte Real Time-RT-PCR-Verfahren
(F-RT-PCR) und ein Mikroarray-Verfahren entwickelt werden.
Neun F-RT-PCR-Verfahren sollen dann verwendet werden, um von
Teilprojekt 6 gesammelte Zecken auf Meningoenzephalitis auslo-
sende Arboviren hin zu untersuchen. Die so gewonnenen Daten
sollen Aufschluss iiber die Pravalenz dieser Viren in Zecken geben
und gezielte Isolierungen der Viren aus den Zecken ermdoglichen.
Zusétzlich ist projektiert, einen ,,Cytometric Bead Array”
(CBA) zur Detektion von humanen IgM und IgG gegen alle 14
Viren zu entwickeln. Die dazu erforderlichen Schritte umfassen
Proteinexpression und -aufreinigung, die Gewinnung von poly-
klonalen Mausseren, die Entwicklung eines Festphasen-EIA, um
die Sensitivitdt und die Spezifitat der Antigene zur Antikorper-
detektion zu testen und die Ubertragung des EIA-Systems auf das
CBA. Das entwickelte CBA-Verfahren soll mit positivem Patienten-
material, welches in TP 8 gesammelt wird, evaluiert werden.

Teilprojekt 5

West-Nil-Virus: Studien zur Antikérper- und Virus-
pravalenz in Deutschland und zu allgemeinen, die
Ubertragungseffizienz zwischen Mensch und
Vogel modulierenden Faktoren

Projektleitung

Prof. Dr. Martin H. Groschup

Institut fir neue und neuartige Tierseuchenerreger
Friedrich-Loeffler-Institut
Bundesforschungsinstitut fiir Tiergesundheit
Boddenblick 5a, 17493 Greifswald

Tel.: 0383517-163, -162, Fax: 038351 7-191

E-Mail: martin.groschup@fli.bund.de

Zusammenfassung

Das West-Nil-Virus (WNV) ist ein sog. Arbovirus (von ,arthropod-
borne”) aus der Familie der Flaviviridae, das besonders seit seiner
Einschleppung und epidemischen Ausbreitung in Nordamerika
auch in Europa erhebliche Aufmerksamkeit erfahrt. Die Virus-
infektion kann beim Menschen zu einer Enzephalitis flihren und
todlich verlaufen. In einer ersten Studie zur Seropravalenz von
WNV in Deutschland wurden bei Zugvégeln Antikdérper gegen
WNV nachgewiesen. Dies ldsst vermuten, dass das Risiko einer
Einschleppung des Erregers nach Deutschland prinzipiell besteht.
Die entsprechenden Stechmiickenarten (Culex spec.), die als
Vektoren in der Lage, sind das WNV zu iibertragen, kommen in
Deutschland vor.

Die Ziele der geplanten Studie sind deshalb insbesondere
i) eine serologische Untersuchung und virus- bzw. nukleinsaure-
basierter Erregernachweis zur Uberwachung der Zugvgel- und
einheimischen Vogelpopulation und ii) Studien zur Identifizie-
rung modulierender Faktoren bei der Inter- und Intraspezies-
Ubertragung des WNV bei Vogel- und Sdugetierarten (Kreuzim-
munitdt des WNV und anderer Flaviviren, die Charakterisierung
der rezeptorvermittelten, speziesabhdngigen Pathomechanis-
men).

Als Ergebnis der Studie wird die aktuelle Verbreitung des
WNV in Deutschland erhoben. Die experimentellen Studien sol-
len Riickschliisse auf die Mechanismen und bestimmenden Fakto-
ren beim Wirtswechsel zulassen und nachfolgend als mogliche
Grundlage fiir eine nationale Risikobewertung dienen.
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Teilprojekt 6

Zeckenparasitismus bei WithImausen, Mausen und
Rehen in Deutschland: Untersuchung arboviraler
Infektionsraten in Beziehung zu Populationsdich-
ten und individuellen Merkmalen der Wirtstiere

Projektleitung

Dr. Ferdinand Rithe

Institut fir Forstzoologie und Forstschutz einschlieBlich
Wildbiologie und Jagdkunde

Georg-August-Universitat Gottingen

Biisgenweg 3, 37077 Gottingen

Tel.: 055139-3633, Fax: 055139-2089

E-Mail: fruehe@gwdg.de

Zusammenfassung

Hauptziel des Projekts ist es zu untersuchen, ob arbovirale Infek-
tionsraten der Wirte Wiithlmaus, Maus und Reh mit Populations-
dichten und individuellen Merkmalen der Wirtstiere zusammen-
héngen, einschlieBlich ihrer Parasitierung durch Zecken und der
Arbovirus-Infektionsraten dieser Zecken in FSME-Verbreitungsge-
bieten Deutschlands. Die Beprobung von Zecken, Withlm&usen,
Méusen und Rehen sowie das Erfassen individueller Merkmale
der Wirtstiere und der Populationsdichten von Nagern und
Rehen erfolgt im spaten Frithjahr, Hochsommer und frithen
Herbst in drei Projektjahren. Zecken und Blut von Rehen und
Nagern werden gleichzeitig (an denselben Tagen innerhalb von
drei Wochen) auf derselben Untersuchungsflache beprobt. Die
Anzahl der Zecken pro Wirtstier sowie Alter, Geschlecht und kor-
perliche Verfassung der untersuchten Nager und Rehe werden im
Gelande festgehalten. Die gesammelten Proben werden an die
Verbundpartner zur Untersuchung auf Viren in Ubertrdgern und
Wirtszellen (Neuroblasten, Makrophagen usw.) weitergereicht.
Die Ergebnisse werden anschlieBend zur Berechnung der Infekti-
onsrisiken der Nager und Rehe und ihrer Zelltypen in Abhédngig-
keit von den erfassten Populationsmerkmalen der Wirtstiere
genutzt.

Teilprojekt 7

Neue Methoden zur Bestimmung der Risiken des
Frihsommer-Meningoenzephalitis-Virus und des
West-Nil-Virus

Projektleitung

Prof. Dr. Matthias Niedrig

Robert Koch-Institut

Nordufer 20, 13353 Berlin

Tel.: 01888 754-2370, -2321, Fax: 01888 754-2625, -2390
E-Mail: niedrigm@rki.de

Zusammenfassung

Die Risikoabschédtzung fiir eine Infektion mit dem Frithsommer-
Meningoenzephalitis (FSME)-Virus basiert im Wesentlichen auf

den erfassten humanen Erkrankungen, die zurzeit den einzigen
Parameter darstellen. Einen wesentlichen Aspekt des Projekts

stellen die serologischen Untersuchungen in Nagern im Ver-
gleich zu den Infektionen von Zecken mit dem FSME-Virus dar,
wobei Umwelt- und Klimadaten mit berticksichtigt werden
sollen.

Teilprojekt 8
Diagnose von Arbovirus-Infektionen bei Patienten
mit Meningoenzephalitis ungeklirter Atiologie

Projektleitung

PD Dr. med. Ursula Meyer-Kénig

Institut fiur Medizinische Mikrobiologie und Hygiene
Abteilung Virologie, Universitatsklinikum Freiburg
Hermann-Herder-Stra3e 11, 79104 Freiburg

Tel.: 0761203-6611, Fax: 0761 203-6608

E-Mail: ursula.meyer-koenig@uniklinik-freiburg.de

Kooperationspartner

Prof. Dr. Reinhard Kaiser

Neurologische Klinik, Klinikum Pforzheim GmbH
Kanzlerstra3e 2-6, 75175 Pforzheim

Tel.: 07231 969-602, Fax: 07231 969-911

E-Mail: rkaiser@klinikum-pforzheim.de

Zusammenfassung

Der wichtigste Vertreter der Arboviren in Deutschland ist der
Erreger der Frithsommer-Meningoenzephalitis (FSME), das FSME-
Virus (FSMEV). Die klinische Symptomatik der FSME variiert zwi-
schen mildem fieberhaftem Verlauf und ausgepragter Menin-
goenzephalitis mit Residualschdden. Neben dem FSMEV gibt es
jedoch noch neun weitere europdische Arboviren und das West-
Nil-Virus (WNV), welche ein vergleichbares klinisches Bild hervor-
rufen konnen, tiber die aber bisher noch wenig bekannt ist. Diese
gehoren zur Familie der Reo-, Bunya- und Flaviviridae. Die Atiolo-
gievon bis zu 70 Prozent aller aseptischen Meningoenzephalitis-
Falle ist derzeit noch ungeklért. Ziel des Projekts ist daher zu
kldren, wie hdufig - neben FSMEV - diese anderen Arboviren in
Baden-Wirttemberg beim Menschen vorkommen. Hierzu sollen
sieben Arbovirus-Enzymimmunoassays (EIA) und neun Immun-
fluoreszenztests (IFT) entwickelt werden. Durch die Erfassung kli-
nisch-epidemiologischer Informationen in einer Datenbank und
der Erganzung bereits durchgefiihrter diagnostischer Tests soll
die Anzahl der Meningoenzephalitiden geklarter und ungeklér-
ter Atiologie bestimmt werden.
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2.8 SARS - Okologie und Pathogenese
einer archetypischen Zoonose

Verbundkoordination

Prof. Dr. med. Christian Drosten

Institut fir Virologie

Rheinische Friedrich Wilhelms-Universitdt Bonn
Sigmund Freud StraBe 25, 53105 Bonn

Tel.: 0228 287-11055, Fax: 0228 287-14433

E-Mail: drosten@virology-bonn.de

Laufzeit: 1.7.2007-30.6.2010

Wissenschaftliches Konzept

Normalerweise sind Viren hochgradig an ihre Wirtstiere ange-
passt - ein Wirtswechsel ist ihrer Lebensfahigkeit abtraglich.
Trotzdem kénnen Wirtswechselprozesse auftreten, was dann

zu dramatischen zoonotischen Epidemien fithren kann. Detail-
wissen iber den abgelaufenen Wirtswechselprozess bei SARS ist
von essenzieller Bedeutung, um die Wahrscheinlichkeit &hnli-
cher Ereignisse zu erfassen und zu iiberwachen. Folgende Aspek-
te sind in diesem Zusammenhang relevant:

Viruspersistenz im natiirlichen Reservoir

A.Vergleich eines angepassten mit einem nicht angepassten
Virus im Menschen: SARS-CoV vs. hCoV-NL63. Projekt 2 wird die
differenzielle Rezeptorbindung und -verwendung als Surrogat
der Virusadaptation untersuchen. Retrovirale NL63-Spike-
Pseudotyppartikel liefern die technische Basis fiir diese Arbeit.

B. SARS-Coronavirus in seinem nattirlichen Wirt: Fleder-
maéuse sind die Wirtstiere von SARS-CoV. Die Vorgédnger und Ver-
wandten des SARS-Coronavirus in Fledermé&usen sind molekular-
biologisch charakterisiert worden, aber ihre Isolierung im Labor
ist nie gelungen. Projekt 1 stellt deshalb VSV-Pseudotypen mit
S-Proteinen des SARS-Coronavirus her, wie sie in Fledermausen
beobachtet wurden. Ausgewdhlte Typen werden in Projekt 3 mit-
hilfe eines reversen Genetiksystems in den Genomkontext des
SARS-Coronavirus tibertragen.

Mechanismen des Wirtsiibergangs

Die viralen Oberflachenproteine sind ein Hauptengpass im
Wirtstibergang. In Projekt1werden diese Proteine bei SARS-Coro-
navirus-Varianten entsprechend folgender Systematik unter-
sucht: (i) Epidemiestamm, (ii) homologe Stimme aus Zwischen-
wirtstieren (felidae, mustelidae, canidae), (iii) eng verwandte
Stamme von Fledermaus-SARS-CoV und (iv) entfernt verwandte
Stdmme von Fledermaus-SARS-CoV. Représentative Stdmme wer-
den im reversen Genetiksystem rekonstruiert (Projekt 3). Fiir die
Testung im Tiermodell stehen mehrere Modelle zur Verfiigung.
Das Hamstermodell in Projekt 4 wird als Standard-Kleintiermo-
dell verwendet. Ein Balb/C-Maus-Modell mit mausadaptiertem
Virus soll aufgebaut werden, um das gut charakterisierte Maus-
system nutzen zu konnen (Projekte 3/4). In Projekt 5 besteht die
Maoglichkeit, Katzen zu infizieren. Diese sind ein ideales Modell
fiir die SARS-CoV-Zwischenwirte. In Projekt3 wird ein Fledermaus-

modell erarbeitet, welches das nattirliche Reservoir abbildet. Eine
kombinierte Analyse der Virus-Genotypen im Reservoir wird zei-
gen, ob der zoonotische Ubergang von SARS-CoV ein groBer
Zufall war oder ob eine klare Wiederholungswahrscheinlichkeit
besteht.

Pathogenitatsdeterminanten beim Menschen

Die Frage, warum ein Virus einerseits friedlich im Wirtstier per-
sistiert und andererseits verheerende Krankheitssymptome beim
Menschen auslost, birgt den Schliissel zur Einddmmung von Zoo-
nosen. Hier liegt ein dritter groBer Arbeitsschwerpunkt des Ver-
bunds.

A. Spike Protein und Rezeptor: ACE2, das SARS-Rezeptormo-
lekil, ist ein negativer Regulator des Renin-Angiotensinsystems
und verringert die Effekte von Angiotensin (Vaso- und Brocho-
konstriktion, Hypersekretion). Dies sind Schliisseleffekte in der
Pathogenese des ARDS, und SARS-Coronavirus kénnte diese durch
Rezeptor-Herabregulation induzieren bzw. erhalten. Hier beste-
hende, grundsétzliche Unterschiede zwischen NL63- und SARS-
CoV konnten eine Reflektion der attenuierenden Anpassung von
NL63 an den Menschen sein. Projekt 2 ist deshalb vor allem auf
diese Frage ausgerichtet.

B. Gruppenspezifische Leserahmen: Die sogenannten grup-
penspezifischen Proteine dienen dem SARS-Coronavirus mogli-
cherweise dazu, in Fledermé&usen apathogen persistieren zu kon-
nen. Projekt 3 analysiert wiahrend der Epidemie beobachtete
Verdnderungen in gruppenspezifischen ORFs im Kontext des
rekombinanten Vollvirus. Ein konstruiertes ,Minimalvirus” mit
vollstédndig inaktivierten ORFs zeigt im Umkehrschluss deren Not-
wendigkeit fiir die Replikation. Projekt 5 untersucht Funktionen
entsprechender ORFs bei felinen Coronaviren in der Katze. Pro-
jekt 7 fihrt ein Zweihybridsystem-Screening fiir die gruppenspe-
zifischen ORFs gegen vollstdndige menschliche cDNA-Bibliothe-
ken durch.

C. Angeborene Immunitét: Die Aktivitat des angeborenen
Immunsystems kontrolliert auf entscheidende Weise Virusinfek-
tionen, tragt aber auch zu deren Pathogenese bei. Projekt 7 arbei-
tet deshalb an diesen Mechanismen, insbesondere am Interferon-
System.

Strukturelles Konzept

Keines der sieben Teilprojekte dieses Verbunds kénnte fiir sich
allein arbeiten. Die technische und inhaltliche Komplexitat erfor-
dert Vernetzung. Ensprechend dem oben beschriebenen wissen-
schaftlichen Konzept werden jeweils Vorbefunde aus Surrogat-
systemen erhoben, interessante Virusvarianten in reverse
Genetiksysteme tiberfiihrt und dann an Tiermodellen evaluiert.
Die Arbeitsgruppen, die grundlegende Befunde liefern (Projekte
1,2, 5, 6) werden parallel und im gegenseitigen Austausch arbei-
ten. Ein Subkomitee koordiniert diese Arbeit mit der Arbeit der
beiden Gruppen, die Virusmutanten fiir das Konsortium herstel-
len (Projekte 3 und 5). Fiir in vivo-Arbeit gibt es ein weiteres Subko-
mitee, welches die Arbeit aller Gruppen koordiniert, die Tierexpe-
rimente selbst durchfiihren (Projekte 3, 4, 5, 6). Hervorzuheben ist
eine Technikplattform, die durch die Zusammenlegung der
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Arbeiten zur Konstruktion von SARS-CoV-Mutanten sowie Ham-
ster- und Mausmodellen an der Universitdt Bonn entsteht. Hier ist
auch ein BIAcore-System angesiedelt, welches eine zentrale Funk-
tion in allen Studien zu Protein-Protein-Interaktionen einnimmt.

Teilprojekt 1
Interspezies-Ubertragung animaler
SARS-Coronaviren

Projektleitung

Prof. Dr. Georg Herrler

Institut fur Virologie, Zentrum fiir infektionsmedizin
Stiftung Tierérztliche Hochschule Hannover
Biinteweg 17, 30559 Hannover

Tel.: 0511953-8857, Fax: 0511 953-8898

E-Mail: georg.herrler@tiho-hannover.de

Mithilfe primérer Epithelzellen von Mensch, Fledermaus (natiir-
liche Wirte) und Hamster (Tiermodell) wird die Fahigkeit des
SARS-CoV untersucht, die Speziesbarriere zu tiberwinden. Das
besondere Interesse gilt dabei dem Oberfldchenprotein S, das fiir
die Bindung an zelluldre Rezeptoren verantwortlich ist.

Primére Epithelzellen aus der Lunge der genannten Spezies
werden auf Filtern unter Air-liquid-interface-Bedingungen kulti-
viert. Alternativ werden Lungenprézisionsschnitte hergestellt, bei
denen die Zellen im urspriinglichen Zellverband bleiben. Die
S-Proteine werden in Pseudoviren eingebaut, die vom Virus der
vesikuldren Stomatitis abgeleitet sind. Mithilfe dieser Pseudo-
viren wird vergleichend untersucht, inwieweit die S-Proteine
verschiedener SARS-Coronaviren respiratorische Epithelzellen
unterschiedlicher Herkunft infizieren kénnen und welche Rezep-
toren dabei genutzt werden. Durch Mutationsanalyse wird
erforscht, welche genetischen Anderungen fiir einen Wirts-
wechsel erforderlich sind.

Die Ergebnisse werden die Grundlagen des Wirtswechsels
von SARS-Coronaviren aufkldren und so helfen, gegen kiinftige
Epidemien besser gewappnet zu sein.

Teilprojekt 2
NL 63 versus SARS-Coronavirus:
Rezeptor-Interferenz als Pathogenesefaktor?

Projektleitung

PD Dr. Stefan P6hlmann

Zentrum Laboratoriumsmedizin, Abteilung Virologie, OE 5230
Medizinische Hochschule Hannover

Carl-Neuberg-Stra3e 1, 30625 Hannover

Tel.: 0511 532-6736, Fax: 0511 532-8736

E-Mail: poehlmann.stefan@mh-hannover.de

Das SARS-Virus - jedoch nicht das NL63-Coronavirus —ist hoch
pathogen. Beide Viren verwenden die Peptidase ACE2 fiir den Ein-
trittin Zielzellen. Die Interaktion des SARS-Coronavirus Spike-Pro-
teins (SCV-S) mit ACE2 verstarkt Lungenpathogenese und fordert
moglicherweise die Entwicklung von SARS. SCV-S und NL63-S

interagieren unterschiedlich mit ACE2. Es soll daher untersucht
werden, ob Unterschiede in der ACE2-Bindung fiir die unter-
schiedliche Pathogenitédt von SCV und NL63 verantwortlich sind.

Die molekulare Schnittstelle zwischen S-Protein und ACE2 soll
kartiert, Bindungsaffinitdten bestimmt und inhibitorische ACE2-
abgeleitete Peptide identifiziert werden. Die Analyse der ACE2-
Herabregulation soll zeigen, ob SCV-S und NL63-S bzw. die ak-
zessorischen viralen Proteine mit der Rezeptorexpression inter-
ferieren. Im Mausmodell wird untersucht, ob SCV-S und NL63-S
Lungenpathogenese unterschiedlich verstarken. SchlieB3lich soll
bestimmt werden, ob sich die NL63-S Interaktion mit ACE2 unter
Selektionsdruck verédndert.

Die Ergebnisse sollen in einschldgigen internationalen Fach-
zeitschriften publiziert, patentiert und als Ausgangsbasis fiir die
Entwicklung von Impfstoffen und Inhibitoren eingesetzt werden.

Teilprojekt 3
Persistenz eines zoonotischen Virus im Reservoir:
Das SARS-Coronavirus in Fledermausen

Projektleitung

Prof. Dr. Christian Drosten

Institut fur Virologie

Rheinische Friedrich Wilhelms-Universitat Bonn
Sigmund Freud StraBe 25, 53105 Bonn

Tel.: 0228 287-11055, Fax: 0228 287-14433

E-Mail: drosten@virology-bonn.de

Dieses Projekt untersucht Mechanismen der Persistenz des SARS-
Coronavirus in seinem Reservoir. Gleichzeitig charakterisiert es
Mechanismen, die ihm im Fehlwirt eine hohe Pathogenitét verlei-
hen. Rekombinante SARS-Coronaviren werden mit einem rever-
sen Genetiksystem hergestellt. Hiermit werden Vorbefunde aus
Surrogatsystemen (Pseudotypen, Uberexpression) untersucht, die
in anderen Teilprojekten des Verbunds generiert wurden. Eine
Analyse erfolgt zundchst durch Zellkultur und in vitro-Testsyste-
me. Zur Untersuchung der Persistenz im Reservoir werden Fleder-
mauszellkulturen hergestellt und Infektionsexperimente mit
laboradaptierten Flederméusen durchgefiihrt. Zur Darstellung
der Pathogenese im Fehlwirt werden Infektionsexperimente am
Hamster und an der Balb/C Maus durchgefiihrt. Fir Infektionen in
letzterem Modell dient ein mausadaptiertes rekombinantes SARS-
CoV als Basis. Dieses Teilprojekt dient allen anderen Projekten des
Verbunds als Technologieplattform (rekombinante Viren, Fleder-
mauszellkultur, Tiermodelle). Eine Verwertung von Teilergeb-
nissen erfolgt durch Veréffentlichung von Zwischenergebnissen
und Patentierung von Testsystemen.
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Teilprojekt 4

Einfluss der Immunoseneszenz auf die
Pathogenese von SARS: Untersuchungen
an Kleintiermodellen

Projektleitung

PD Dr. Oliver Schildgen

Institut fir Virologie

Rheinische Friedrich Wilhelms-Universitdt Bonn
Sigmund Freud StraBe 25, 53105 Bonn

Tel.: 0228 287-11697, Fax: 0228 287-14433

E-Mail: schildgen@virology-bonn.de

Ziel des Projekts ist zum einen die Bereitstellung einer Technolo-
gieplattform fiir den Forschungsverbund in Form von Tiermodel-
len, die verschiedenen Partnerprojekten zur Untersuchung des
zoonotischen Potenzials des SARS-Coronavirus dienen. Den in-
haltlichen Arbeitsschwerpunkt bildet zum anderen die Untersu-
chung des Einflusses physiologischer Bedingungen der Alterung
auf den zoonotischen Ubergang und die Pathogenese der Corona-
viren SARS-CoV und NL63. Zwei an Laborbedingungen adaptierte
Nager-Modelle (syrische Goldhamster, Balb/C Mause) sollen mit
SARS-Coronavirus infiziert und die Infektionskinetik, Immun-
antwort und Symptomatik der Tiere altersabhdngig verglichen
werden.

Teilprojekt 5
Pathogenesemechanismen von Coronaviren -
Vergleich von felinem CoV mit SARS-CoV

Projektleitung

Prof. Dr. Heinz-Jiirgen Thiel/Dr. Iris Stallkamp

Institut fiir Virologie, Fachbereich Veterindrmedizin (FB 10)
Justus-Liebig-Universitédt Gieen

Frankfurter StraBe 107, 35392 GieBBen

Tel.: 0641 99-38350 (Thiel), -38392 (Stallkamp)

Fax: 064199-38359

E-Mail: juergen.thiel@vetmed.uni-giessen.de
iris.stallkamp@vetmed.uni-giessen.de

Die feline infektiose Peritonitis (FIP) ist eine tédlich verlaufende
Erkrankung von Katzen, die durch das feline Coronavirus (FCoV)
verursacht wird und bislang nicht therapierbar ist. Der Ausbruch
der FIP ist vermutlich auf die Entstehung eines hoch virulenten
Biotyps des Virus durch Mutationen im Genom eines harmlosen
Biotyps in der Katze zuriickzufiihren. Auf der Grundlage eines
reversen genetischen Systems sollen in diesem Projekt die der
Krankheit zugrunde liegenden Pathogenesemechanismen aufge-
klart werden. Desweiteren werden die an der Pathogenese betei-
ligten Proteine charakterisiert und ihre Funktionen untersucht.

Die angestrebten Ergebnisse sind grundlegend fiir das Ver-
stdndnis der molekularen Mechanismen der felinen infektidsen
Peritonitis. Dies ist Voraussetzung fiir die Entwicklung neuer The-
rapieansdtze der bislang nicht behandelbaren Krankheit. Ferner
bietet das reverse genetische System die Moglichkeit, Vakzine
gegen infektiose Erkrankungen der Katze herzustellen.

Teilprojekt 6
SARS - Coronavirus und das antivirale
Interferonsystem

Projektleitung

PD Dr. Friedemann Weber

Institut fiur Medizinische Mikrobiologie und Hygiene
Abteilung Virologie, Universitét Freiburg
Hermann-Herder-Stra3e 11, 79104 Freiburg

Tel.: 0761203-6614, Fax: 0761203-6634

E-Mail: friedemann.weber@uniklinik-freiburg.de

Interferone (IFN-alpha/beta) sind antiviral aktiv gegen SARS-CoV.
In SARS-CoV-infizierten Zellen ist jedoch die Synthese der IFNe
blockiert. Ziel dieses Projekts ist es, (i) den verantwortlichen vira-
len Faktor zu identifizieren, (ii) zu untersuchen, ob und wie ande-
re Aste der IFN-Antwort auch betroffen sind, und (iii) das zellulire
Gen zu finden, das die IFN-vermittelte Hemmung des SARS-CoV
bewirkt.

Zundchst sollen sédmtliche Gene des SARS-CoV kloniert und
auf anti-IFN-Aktivitat hin getestet werden. Dann wollen wir Virus-
mutanten mit Defekten in diesen Genen herstellen und ihren
Phénotyp und ihr Potenzial als Impfstoff in vitro und in vivo
charakterisieren

Die erzielten Ergebnisse sollen fortlaufend auf wissenschaft-
lichen Konferenzen vorgestellt und in wissenschaftlichen Zeit-
schriften publiziert werden. Die neuen Erkenntnisse tiber die
anti-Interferon-Strategien des SARS-CoV werden helfen, die
Pathogenese dieses Erregers besser zu verstehen. Die SARS-CoV-
Mutanten, die im Rahmen dieses Projekts hergestellt werden
sollen, sind vielversprechende Kandidaten fiir Lebendvakzine.
Eine Ubertragung der gewonnenen Ergebnisse auf wirtschaftlich
wichtige, tierpathogene Coronaviren ist denkbar.

Teilprojekt 7
Genomweite Analyse von Virus-Wirt-Interaktionen
des SARS-Coronavirus

Projektleitung

Dr. Albrecht von Brunn
Max-von-Pettenkofer Institut
Ludwig-Maximilians-Universitat Miinchen
PettenkoferstraBe 9a, 80336 Miinchen
Tel.: 089 5160-5220, Fax: 089 5160-5292
E-Mail: vonbrunn@lmb.uni-muenchen.de

Wir haben das komplette SARS-CoV-Orfeome kloniert. Aufgabe
dieses Projekts ist eine umfassende systembiologische Analyse der
Virus-Wirt-Proteininterakionen zwischen einem kompletten Satz
der SARS-CoV-Proteine und zelluldren Proteinen aus humanen
cDNA-Banken. Ziel ist die Identifizierung von viralen und zellu-
laren Proteinen in Mensch und Zoonosepartner zur Aufklarung
von Virus-Wirt-Beziehungen.

Die Proteininteraktionen werden zunachst mittels ,, Yeast-
Two-Hybrid”-System zwischen dem viralen Orfeom und humanen
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cDNA-Banken identifiziert und anschlieBend durch biochemische
und in vitro-Infektionsexperimente tiberpriift. Bei letzteren wer-
den zellulédre Interaktionspartner permissiver Zellinien durch
siRNA ausgeschaltet. Des Weiteren werden wichtige virale Inter-
aktionspartner mutagenisiert und die Effekte mittels reverser
genetischer Methoden untersucht.

Erwartet wird die Identifizierung von Determinanten der
Pathogenese im Menschen, welche die Entwicklung von Hemm-
stoffen zur Unterbindung der Virusreplikation und -iibertragung
zwischen den Zoonosepartnern ermoglicht.

2.9 FLURESEARCHNET - Molekulare Signaturen
als Determinanten der Pathogenitat und der
Speziestransmission von Influenza A-Viren

Verbundkoordination

Prof. Dr. rer. nat. Stephan Ludwig

Institut fir Molekulare Virologie (IMV)
Westfélische-Wilhelms-Universitdt Miinster
Von-Esmarch-StraB3e 56, 48149 Miinster

Tel.: 0251 83-57791, Fax: 0251 83-57793
E-Mail: ludwigs@uni-muenster.de

Laufzeit: 1.10.2007-30.9.2010

Strukturelles und wissenschaftliches Konzept des Verbunds
Die Influenza gehort nach wie vor zu den groen Seuchen der
Menschheit. Neben der Fahigkeit von Influenza A-Viren, nicht nur
den Menschen, sondern auch eine Vielzahl von Tier-Spezies zu
infizieren, findet man fiir diese Pathogene ein riesiges natiirliches
Reservoir in wild lebenden Wasservogeln. Dieses Reservoir liefert
immer wieder virale Gene oder ganze Genome, die das Entstehen
von Virusstdmmen férdern, die hochgefahrlich fiir Mensch und
Tier sind. Dies macht die Influenza zu einer nicht ausrottbaren
Zoonose mit pandemischem Potenzial. Die seit einigen Jahren
auftretenden Infektionen von Menschen mit hoch pathogenen
avidren Influenzaviren des Subtyps H5SN1mit enorm hoher
Mortalitédtsrate sind ein eindringliches Zeichen fiir die immer-
wéhrende Gefahr einer neuen Influenza-Pandemie.

Bislang ist noch weitgehend unbekannt, welche Faktoren und
Mechanismen auf viraler und zellularer Ebene die Fahigkeit eines
Virusstamms determinieren, den Menschen zu infizieren und sich
in der menschlichen Population auszubreiten. Die Kldrung dieser
Fragen ist dringend notwendig, um geeignete MaBnahmen
gegen die drohende Gefahr einer neuerlichen Pandemie treffen
zu konnen und fir zukiinftige Ausbriiche gewappnet zu sein.
Hierfirist ein tibergreifendes Verstandnis der Virus-Wirt-Bezie-
hungen sowie der viralen, zelluldren und genetischen Determi-
nanten erforderlich. Dies kann nur in einem multidisziplindren
Ansatz erreicht werden, der Expertisen aus Medizin, Veterinér-
medizin, Virologie, Zellbiologie und Immunologie vereinigt.

In der Konzeption des FLURESEARCHNET werden erstmals die
entsprechenden Expertisen in Deutschland zusammengefasst,
um in einem breiten und interdisziplindren Ansatz die moleku-

laren Determinanten der Pathogenitédt und des Speziesiibertritts
aufzudecken. Neben der gesammelten Kernkompetenz der Influ-
enza-Virologie in Deutschland vereinigt FLURESEARCHNET
umfassend Expertisen aus Grundlagenforschung, klinischer Viro-
logie und Veterindrmedizin. Assoziiert sind weitere Labors aus
der Schweiz und den USA, die die Kompetenz des Verbunds durch
besondere Tiermodelle, Techniken und Fragestellungen ergén-
zen. Dartiber hinaus ist das FLURESEARCHNET eng vernetzt mit
den Aktivitdten der Bundesinstitute und Referenzzentren am
Friedrich-Loeffler-Institut (FLI), Robert Koch-Institut (RKI) und
Paul-Ehrlich-Institut im Rahmen des BMIBF-Sofortprogramms
LInfluenza”. Dies wird nicht nur erreicht iiber intensiven und
regelmaBigen Informations- und Materialaustausch, sondern
auch tiber kollaborative bilaterale Projekte mit Ko-Antragstellern
aus diesen Institutionen. Mit diesem Konzept werden in ganzer
Breite alle fiir die Fragestellungen wichtigen Aspekte von der
virologischen, immunologischen und zellbiologischen Grundla-
genforschung tiber Veterindrmedizin und Klinik bis hin zu Dia-
gnostik und Epidemiologie adressiert.

Die konzipierten Projekte des FLURESEARCHNET bauen auf
der Hypothese auf, dass die Suszeptibilitat fiir eine Infektion und
die Schwere eines Infektionsverlaufs von einem multifaktoriellen,
dynamischen Wechselspiel zwischen den viralen Erregern und
den komplexen zelluldren Antworten in den verschiedenen
Wirtsspezies abhangig sind. Inhaltlich fokussieren die Arbeiten
des FLURESEARCHNET daher auf die Erkennung und Charakteri-
sierung der molekularen viralen und zelluldren Signaturen, wel-
che die Pathogenitit und den Trans-Spezies-Ubertritt von Influen-
zaviren determinieren.

Die iibergreifenden Ziele des FLURESEARCHNET sind:

+ DieBundelung der multidisziplindren Expertisen aus
Grundlagenforschung, Medizin und Veterindrmedizin sowie
der Nationalen Referenzzentren fir ein koordiniertes, breit
angelegtes Forschungsprogramm zur Zoonose Influenza.

+ Die Definition und Charakterisierung der molekularen
Mechanismen, zelluldaren Determinanten und viralen
Virulenzfaktoren, die den Ubertritt eines Virus auf eine
andere Spezies beeinflussen.

+ Dieldentifizierung der protektiven und pathologischen
Aktivitdten von Faktoren der angeborenen Immunantwort
gegen Influenzaviren.

+ Ergdnzungund Erweiterung der epidemiologischen
Untersuchungen und diagnostischen Entwicklungen der
Nationalen Referenzzentren fir humane und aviare Influenza.

Die vier tiberlappenden Projektbereiche des Verbunds befas-
sen sich mit den zelltypspezifischen Antworten (TP 1-3), den
viralen Determinanten, zelluldren Interaktionen und genetischen
Faktoren (TP 4-7), der Rolle der Typ-I-Interferon-Abwehr (TP 8
und 9) sowie der besonderen Rolle der Wirtsspezies Schwein fiir
das Entstehen neuer pandemischer Stdmme.
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Teilprojekt 1

Vergleichende Analyse der Infektion von primaren
humanen Lungenepithelzellen durch human
pathogene und avidre Influenza A-Viren

Hauptprojektleitung

PD Dr. rer nat. Thorsten Wolff

Robert Koch-Institut, P15

Nordufer 20, 13353 Berlin

Tel.: 030 18754-2278, Fax: 030 18754-2328
E-Mail: wolfft@rki.de

Koprojektleitung

PD Dr. med Stefan Hippenstiel
Medizinische Klinik m. S. Infektiologie
Charité - Universitdtsmedizin Berlin
Augustenburger Platz1,13353 Berlin

Tel.: 030 450-553052, Fax: 030 450-553906
E-Mail: stefan.hippenstiel@charite.de

Zusammenfassung

Die Epithelien des menschlichen Respirationstraktes sind die
priméren Zielgewebe von humanpathogenen Influenzaviren, die
fiir die meisten avidaren Virenstdmme jedoch nicht permissiv sind.
Die Entstehung eines pandemischen Grippevirus mit einem
neuartigen Oberflachenantigen setzt daher die Adaptation eines
avidren Virenstamms an eine effiziente Replikation im mensch-
lichen Respirationstrakt voraus. Gegenwdértig gibt es nur liicken-
hafte Kenntnisse tiber die viralen und wirtskodierten Faktoren,
die die Vermehrung von Vogelinfluenzaviren im Menschen nor-
malerweise blockieren. In diesem Teilprojekt wird die Hypothese
untersucht, dass avidre Influenzaviren in der Regel durch Funk-
tionen der angeborenen Erregerabwehr erfolgreich kontrolliert
werden. Dazu werden systematisch die Infektionen von authen-
tischem humanen Lungengewebe durch avidre und human-
pathogene Virenstdmme hinsichtlich der viralen Vermehrung
und Genexpression sowie der spezifischen Parameter der Wirts-
zell-Aktivierung vergleichend untersucht. Dies beinhaltet Ana-
lysen der Genaktivierung, der Zytokinmuster sowie von Signal-
transduktionswegen nach Infektion durch natiirliche und
rekombinante Influenzaviren. Wir erhoffen uns von diesen
Studien die Identifizierung von Faktoren der Artenbarriere, die
auch von zukiinftigen pandemischen Grippeviren iiberwunden
werden missen.

Teilprojekt 2
Adaptation von Influenzaviren an das
respiratorische Epithel neuer Wirte

Hauptprojektleitung

Prof. Dr. rer. nat. Georg Herrler

Institut fur Virologie, Zentrum fir Infektionsmedizin
Stiftung Tierdrztliche Hochschule Hannover
Biinteweg 17, 30559 Hannover

Tel.: 0511953-8857, Fax: 0511953-8898

E-Mail: georg.herrler@tiho-hannover.de

Koprojektleitung

Dr. med. vet. Christel Schwegmann-Wessels

Institut fur Virologie, Zentrum fiir Infektionsmedizin
Stiftung Tierdrztliche Hochschule Hannover
Blnteweg 17, 30559 Hannover

Tel.: 0511953-8843, Fax: 0511-953-8898

E-Mail: christel.schwegmann@tiho-hannover.de

Zusammenfassung

Mit priméren Epithelzellen aus dem Respirationstrakt wird die
Fahigkeit von Influenzaviren untersucht, sich an Zellen eines
neuen Wirts zu adaptieren.

Primére Epithelzellen aus der Lunge von Huhn, Schwein und
Mensch werden bis zur Enddifferenzierung unter Air-liquid-inter-
face-Bedingungen kultiviert. Alternativ kommen Lungenprazi-
sionsschnitte zur Anwendung, bei denen die Zellen im urspriing-
lichen Verband bleiben. Mit diesen Systemen wird untersucht,
welche genetischen Verdnderungen bei avidren und porzinen
Influenzaviren auftreten, wenn sie iiber mehrere Passagen in
Wirtszellen einer anderen Spezies vermehrt werden (Huhn-
Schwein, Schwein-Mensch). Durch die Erzeugung rekombinanter
Viren wird die Bedeutung einzelner Mutationen experimentell
bestatigt werden. Neben der Vermehrungsfahigkeit werden die
Viren auch hinsichtlilch ihrer Interaktion mit zelluldren Rezep-
toren untersucht.

Die Informationen aus dieser Adaptationsstudie werden hel-
fen das Risiko abzuschatzen, ob gegenwaértige Influenzaviren die
Speziesbarriere iberwinden und Epidemien bei Menschen
auslosen.

Teilprojekt 3
Charakterisierung der Influenzavirus-induzierten
Stressantwort in Endothelzellen

Hauptprojektleitung

Univ.-Prof. Dr. med. Johannes Roth

Allgemeine Pddiatrie, Universitdtsklinikum Minster
Albert-Schweitzer-Stra3e 33, 48149 Miinster

Tel.: 0251 83-56577, Fax: 0251 83-56549

E-Mail: rothj@uni-muenster.de

Koprojektleitung

Dr. med. Dorothee Viemann

Allgemeine Pddiatrie, Universitdtsklinikum Minster
Albert-Schweitzer-Straf3e 33, 48149 Miinster

Tel.: 0251 83-56577, Fax: 0251 83-56549

E-Mail: viemannd@uni-muenster.de

Zusammenfassung

Infektionen mit humanpathogenen avidren Influenzaviren
(HPAIV; Subtypen H5 und H7) kénnen schwere hamorrhagische
Septitiden auslosen. Besonders gefiirchtet werden genetische
Rekombinationen aviérer Influenzaviren mit humanen Influen-
zastdammen, da so neue humanspezifische, hoch pathogene
Virusstdmme entstehen konnen. Die Infektion von Végeln mit
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HPALIV fiihrt zu einer hyperinflammatorischen Endothelreaktion,
die eine Schliisselrolle fiir das Krankheitsbild darstellt. Bei der
experimentellen Infektion von Katzen konnte das H5N1-Virus im
Endothel nachgewiesen werden, was den Endotheltropismus
auch fir Sduger beweist und damit auch fiir Menschen anzuneh-
men ist. In diesem Projekt werden wir die Stressantwort endothe-
lialer Zellen auf verschiedene Influenzavirusstimme auf genomi-
scher Ebene charakterisieren und den verschiedenen Viren
spezifische endotheliale Signalwege zuordnen. Dabei sollen regu-
latorische Knotenpunkte in dem von Influenzaviren aktivierten
Signalnetzwerk identifiziert und potenzielle Unterschiede zwi-
schen niedrig und hoch pathogenen Virusstimmen herausgear-
beitet werden. Ubergeordnetes Ziel ist die Benennung molekula-
rer Zielstrukturen, die eine spezifische Modulation der durch
hoch pathogene Influezaviren ausgeldsten malignen Endothel-
reaktion erlauben.

Teilprojekt 4

Identifizierung und Charakterisierung
zelluldrer Faktoren, die fiir das Uberspringen
der Wirtsbarriere von hoch pathogenen avidren
Influenzaviren verantwortlich sind

Hauptprojektleitung

Prof. Dr. rer. nat. Martin Schwemmle

Abteilung Virologie, Universitdt Freiburg
Hermann-Herder-Stra3e 11, 79104 Freiburg

Tel.: 0761203-6526, Fax: 0761 203-6639

E-Mail: martin.schwemmle@uniklinik-freiburg.de

Koprojektleitung

Dr. rer. nat. Giilsah Gabriel

Institut fur Virologie, Universitat Marburg
Hans-Meerwein-Straf3e, 35033 Marburg
Tel.: 0642128-66129, Fax: 06421 28-68962
E-Mail: gabrielg@staff.uni-marburg.de

Zusammenfassung

Hoch pathogene avidre Influenzaviren (HPAIV) des HSN1 Subtyps
konnen Wirtsbarrieren tiberspringen und direkt vom Vogel auf
den Menschen iibergehen. Neben dem Erwerb einer polyba-
sischen Spaltstelle und der Funktion des viralen NS1-Proteins wird
vermutet, dass eine erhdhte Polymeraseaktivitat fiir die Virulenz
und Adaptation von H5N1an den Menschen eine entscheidende
Rolle spielt. Es wird dabei angenommen, dass es durch bestimmte
Aminosdureaustausche in den avidren Polymeraseuntereinheiten
und dem Nukleoprotein zu einer neuen oder verbesserten Bin-
dung des Polymerasekomplexes mit zelluldren Faktoren kommt
und damit die Adaptation an den Menschen ermdoglicht wird.

In diesem Projekt sollen die zelluldren Faktoren, die mit dem
Polymerasekomplex des HPAIV des H5N1Subtyps A/Thailand/1
(KAN-1)/2004 in avidren und humanen Zellen interagieren, iden-
tifiziert und charakterisiert werden. Die Identifizierung dieser
Faktoren soll durch eine Proteomics-basierende Methode erreicht
werden. Der Einfluss dieser Interaktionspartner auf die Polyme-

raseaktivitdt in avidren und humanen Zellen soll in etablierten
Replikonsystemen und in geeigneten Tiermodellen untersucht
werden.

Teilprojekt 5

Der Einfluss viraler Faktoren und virusinduzierter
zelluldrer Antworten auf die Vermehrung und das
Wirtsspektrum von Reassortanten hoch patho-
gener aviarer Influenzaviren

Hauptprojektleitung

Prof. Dr. Stephan Pleschka, PhD

Institut fir Med. Virologie, Justus-Liebig-Universitdt GieBen
Frankfurter Stra3e 107, 35392 Gie3en

Tel.: 064199-47750, Fax: 0641 99-41209

E-Mail: stephan.pleschka@mikro.bio.uni-giessen.de

Koprojektleitung

Prof. Dr. vet. med. Silke Rautenschlein

Klinik fur Gefligel

Stiftung Tierdrztliche Hochschule Hannover
Blinteweg 17, 30559 Hannover

Tel.: 0511 953-8763, Fax: 0511 953-8580

E-Mail: silke.rautenschlein@tiho-hannover.de

Zusammenfassung

Vermehrte Infektionen des Menschen mit hoch pathogenen
avidren Influenzaviren (HPAIV) des H5- und H7-Subtyps verstar-
ken die wachsenden Befiirchtungen vor einem pandemischen
Ausbruch. Dass beide Subtypen im Wassergefliigel co-zirkulieren
und dabei ihr Genom vermischen kénnen, kompliziert die Lage
zuséatzlich. H7-HPAIV rufen meist nur milde Infektionen beim
Menschen hervor, aber die Rekombination mit H5-Genom-
anteilen konnte ihr Gefahrdungspotential deutlich verandern.
Weiterhin ist von Bedeutung, dass Influenzaviren fiir ihre effizi-
ente Vermehrung zelluldre Signalmechanismen aktivieren. Die
Rolle dieser Virus-Wirt-Interaktion fiir die HPAIV-Vermehrung in
einem neuen Wirt ist bis jetzt nicht verstanden. In diesem Projekt
sollen durch reverse Genetik H7-Viren mit unterschiedlichen
H5-Genomanteilen erzeugt und ihr Pandemiepotenzial evaluiert
werden. Die Virusvarianten werden in vivo und in vitro im avidren
und Sdugersystem im Vergleich zu anderen natirlich vorkom-
menden Virustypen auf ihre Infektiositdt und Vermehrungs-
fahigkeit untersucht. In Hiihnern und Schweinen werden ihre
Replikationsrate, Gewebespezifitat und ihre Fahigkeit, die zellu-
lare Immunantwort zu unterdriicken, analysiert. Weiterhin soll
untersucht werden, wie stark die H7-Varianten die fiir die Virus-
vermehrung wichtige Raf/MEK/ERK-Signalkaskade in verschieden
Geweben und Wirten aktivieren.
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Teilprojekt 6

Die Rolle virusinduzierter Signalwege fiir die
Hyperzytokinamie und die Apoptose-Induktion
durch hoch pathogene avidre Influenzaviren
(HPAIV)

Projektleitung

Prof. Dr. rer. nat. Stephan Ludwig

Institut fir Molekulare Virologie (IMV)
Westfdlische-Wilhelms-Universitat Miinster
Von-Esmarch-StraBe 56, 48149 Miinster

Tel.: 0251 83-57791, Fax: 0251 83-57793
E-Mail: ludwigs@uni-muenster.de

Zusammenfassung

Hoch pathogene avidre Influenzaviren (HPAIV) vom Subtyp H5N1
l6sen im infizierten Wirt eine Hyperinduktion von Zytokinen und
Chemokinen aus (Zytokinsturm, Hyperzytokindmie), welche
maBgeblich mit der hohen Pathogenitét dieser Viren in Verbin-
dung gebracht wird. Die Zytokin-Uberexpression ist eine intrin-
sische Eigenschaft der virusinfizierten Zelle und lauft unter
Beteiligung des Transkriptionsfaktors NF-kB und einer Hyper-
aktivierung des p38 MAP Kinase Signalwegs ab. Dies impliziert,
dass eine verdnderte Regulation intrazelluldrer Signalwege durch
HPAIV die Aggressivitédt dieser Viren kodeterminiert. In Vorarbei-
ten haben wir uns intensiv mit der Rolle verschiedener Signalwe-
ge (NF-kB, p38 MAPK, PI3K/Akt) sowie der Apoptose-Induktion in
virusinfizierten Zellen befasst und hier sowohl antivirale aber
auch virusunterstiitzende Funktionen aufkldren kénnen. Aufbau-
end hierauf sollen die Aktivierungsprofile und die verschiedenen
Funktionen dieser Signalwege nach Infektion mit HPAIV vom H5-
und H7-Subtyp vergleichend mit niedrig pathogenen avidren und
humanen Isolaten analysiert werden. Ziel des Projekts ist, Ein-
blicke in die detaillierten Mechanismen der Induktion des Zyto-
kinsturms und der zelluldren Determinanten von Pathogenitédt
und Wirtstropismus von HPAIV zu erhalten und neue Zielstruk-
turen fiir mogliche antivirale Strategien zu identifizieren.

Teilprojekt 7
Untersuchungen zur genetischen Suszeptibilitit
des Wirts gegeniiber Influenzainfektionen

Hauptprojektleitung

Prof. Dr. Klaus Schughart

Abteilung Experimentelle Mausgenetik
Helmholtz-Zentrum fiir Infektionsforschung Braunschweig
und Abteilung Virologie

Stiftung Tierdrztliche Hochschule Hannover
InhoffenstraBe 7, 38124 Braunschweig

Tel.: 05316181-1100, Fax: 0531 6181-1099

E-Mail: klaus.schughart@helmholtz-hzi.de

Koprojektleitung

Dr. Ralf Wagner

FG Virale Impfstoffe, Abteilung Virologie
Paul-Ehrlich-Institut

Paul-Ehrlich-StraBe 51-59, 63225 Langen
Tel.: 06103 77-2351, Fax: 06103-77-1234
E-Mail: wagra@pei.de

Zusammenfassung
In diesem Projekt werden die genetischen Faktoren untersucht,
die die Empfindlichkeit des Wirts gegeniiber einer Infektion mit
Influenzaviren beeinflussen. Hierzu werden verschiedene Maus-
stdamme sowie Populationen von Mausfamilien nach Infektion
mit einem HIN1-Subtyp des Influenza A-Virus infiziert und auf
ihre Abwehrreaktion hin untersucht. Die Sterblichkeit, Pathophy-
siologie, Virusausbreitung im Organismus und verschiedene
Aspekte der Immunantwort des Wirts werden in Abhdngigkeit
vom Mausstamm bestimmt. Da die Genetik der Mausfamilien
genau bekannt ist, lassen sich auf diese Weise Regionen im
Genom identifizieren, die einen Einfluss auf die Abwehr des Wirts
gegeniiber einer Influenzainfektion haben. Diese Studien werden
neue Angriffspunkte fiir die Pravention und Therapie von Influen-
zainfektionen beim Menschen und in Nutztieren liefern.
Weiterhin werden in Kooperation mit Partnern aus den USA,
China und Indien andere Virus-Subtypen, insbesondere des
HI9N2-Subtyps, auf ihre Infektiositat in Sdugerzellen und der Maus
untersucht. Diese Untersuchungen werden neue Erkenntnisse
zum zoonotischen Potenzial (Ubertragung von Grippeviren des
Vogels auf Sduger) liefern.

Teilprojekt 8

Rolle des Typ-I-Interferons und Mx-Proteinen bei
der angeborenen Resistenz des Huhns gegen
Influenza A-Virus

Hauptprojektleitung

Prof. Dr. Peter Staheli

Abteilung Virologie, Universitat Freiburg
Hermann-Herder-Stra3e 11, 79104 Freiburg
Tel.: 0761203-6579, Fax: 0761 203-5350
E-Mail: peter.staeheli@uniklinik-freiburg.de

Koprojektleitung

Dr. Sonja Kothlow

Institut fur Tierphysiologie, LMU Miinchen
VeterindrstraBe 13, 80539 Miinchen

Tel.: 089 2180-1669, Fax: 089 2180-2554

E-Mail: kothlow@tiph.vetmed.uni-muenchen.de

Zusammenfassung

Im Rahmen dieses Projekts werden wir die Rolle von Typ-I-Inter-
feron (IFN) und IFN-induzierten Mx-Proteinen bei der natiirlichen
Resistenz naiver Hithner gegen Influenza-A-Viren studieren. Die
Arbeitshypothese besagt, dass die schnelle Synthese von IFN -
frith nach der Virusinfektion - den Grad der Resistenz entschei-
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dend beeinflusst und dass funktionelle Mx-Proteine fiir die
Auspragung des Resistenzphénotyps wichtig sind. Das Projekt
bedient sich eines neuen transgenen Ansatzes, in welchem einer-
seits die Expression des IFN-Rezeptors mithilfe von RNA-Inter-
ferenz herunterreguliert wird und andererseits verschiedene
Mx-Protein-Varianten mithilfe eines retroviralen Vektors tiber-
exprimiert werden. Fiir die geplanten Infektionsstudien mit hoch
pathogenen avidren Influenza A-Viren werden sowohl genetisch
verdnderte Hihner-Embryozellen als auch junge transgene Hith-
ner verwendet. Erwartet wird, dass die Resultate der Studie zum
Verstdndnis der angeborenen Resistenz des Huhns gegen Influen-
za A-Viren beitragen. Das Verstdndnis dieser Mechanismen ist von
groBer theoretischer und praktischer Bedeutung. Falls gewisse
Mx-Allele die natiirliche Resistenz gegen Influenza A-Viren
erhohen, wiirden zukiinftige Zuchtprogramme von dieser
Erkenntnis enorm profitieren kénnen.

Teilprojekt 9

Interferone als antivirale Medikamente gegen
hoch pathogene Influenzaviren: Wirksamkeits-
studien an neuen Tiermodellen

Hauptprojektleitung

Prof. Dr. med. Otto Haller

Institut fir Medizinische Mikrobiologie und Hygiene
Hermann-Herder-Stra3e 11, 79008 Freiburg

Tel: 0761203-6533, Fax: 0761203-6562

E-Mail: otto.haller@uniklinik-freiburg.de

Koprojektleitung

Prof. Dr. rer. nat. Oliver Planz

Institut fir Immunologie, Friedrich-Loeffler-Institut
Paul-Ehrlich-StraB3e 28, 72076 Tiibingen

Tel.: 07071 967-254, Fax: 07071 967-105

E-Mail: oliver.planz@uni-tuebingen.de

Zusammenfassung

Die Moglichkeiten zur Bekdmpfung einer Influenza-Pandemie
sind beschréankt. Verfiigbarkeit und Wirksamkeit der vorhande-
nen antiviralen Neuraminidase-Hemmstoffe sind nicht gesichert,
und ein Auftreten resistenter Virusstimme ist wahrscheinlich.
Eine alternative Strategie besteht darin, die Wirtsabwehr gegen-
uber Influenzaviren zu starken. Es ist bekannt, dass Interferone im
Respirationstrakt eine direkte antivirale Aktivitat gegen Influen-
zaviren erzeugen. Interferone wirken tiber zelleigene Abwehr-
molekiile, von denen die interferoninduzierte MxA-GTPase eine
Hauptrolle zu spielen scheint. Wir werden die Wirksamkeit einer
prophylaktischen Interferongabe in drei Tiermodellen untersu-
chen. Zum einen werden Mduse eingesetzt, die ein intaktes Inter-
feronsystem besitzen. Im Gegensatz zu konventionellen Labor-
Inzuchtméusen haben diese Tiere ein funktionstiichtiges Mx-Gen
und sind damit ein besseres Modell fiir die Situation beim Men-
schen. Zweitens werden wir Schutzversuche an Meerschweinchen
durchfiihren, die sich besonders gut fiir Virusiibertragungsver-
suche eignen. Drittens wird das Frettchen eingesetzt, das als

klassisches Tiermodell fiir die menschliche Influenza gilt. Die
Ergebnisse werden wichtige Hinweise auf die Niitzlichkeit einer
Interferon-Prophylaxe/-Therapie bei einer sonst unkontrollier-
baren Influenza-Pandemie liefern.

Teilprojekt 10

Uberwachung der Schweineinfluenza in Deutsch-
land und Untersuchung von therapierelevanten
porzinen Influenzaviren

Hauptprojektleitung

PD Dr. rer. nat. Roland Zell

Institut fiir Virologie und Antivirale Therapie (IVAT)
Klinikum der Friedrich-Schiller-Universitat
Hans-Knoll-StraBe 2, 07745 Jena

Tel.: 03641 65-7209, Fax: 03641 65-7202

E-Mail: roland.zell@med.uni-jena.de

Koprojektleitung

Dr. med. vet. Ralf Diirrwald
Impfstoffwerk Dessau-Tornau GmbH
Streetzer Weg 15a, 06862 Rodleben
Tel.: 034901 885-0, Fax: 084901 885-823

Dr. rer. nat. Michaela Schmidtke

Institut fiir Virologie und Antivirale Therapie (IVAT)
Klinikum der Friedrich-Schiller-Universitat
Hans-Knoll-StraBe 2, 07745 Jena

Tel.: 03841 65-7222, Fax: 03841 65-7202

Zusammenfassung

Die Etablierung eines Serosurveys fiir Influenza A-Virusinfektio-
nen beim Schwein ist vorgesehen. Hierfiir sollen in den ndchsten
drei Jahren eine Serumdatenbank angelegt und die Seropréava-
lenz von Antikérpern gegen Influenzaviren verschiedener Subty-
pen erfasst werden. AuBerdem sollen Viren aus infizierten Tieren
isoliert und serologisch sowie molekularbiologisch charakteri-
siert werden. Neben der Aktualisierung epidemiologischer Daten
erlaubt dieser Ansatz auch den Nachweis von Influenzaviren, die
wegen neuer Antigen-Eigenschaften von der serologischen Dia-
gnostik nicht erfasst werden. Schweine sind ein Reservoir fiir
Influenzaviren mit Amantadinresistenz und niedriger Sensitivitat
gegen Neuraminidaseinhibitoren (NAI). Die Préavalenz solcher
Viren und die zugrundeliegenden Mechanismen sollen analysiert
werden. Die Arbeiten beinhalten Sequenzanalysen, die Kartie-
rung des NAI-Resistenzphdnotyps ausgewdhlter Isolate durch
reverse Genetik und die Untersuchung derAl-Resistenz durch ver-
schiedene Assays. Die Pathogenitdt ausgewdahlter NAI-resistenter
Viren und der therapeutische Effekt von NAIs sollen auch in
BALB/c-Mdusen (nach Adaptation) und im Schwein untersucht
werden.
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3 BMELV-Vorhaben zur Bekdmpfung von
Zoonosen bei Tieren im Rahmen des Programims

zur Innovationsféorderung

Einleitung

Die Tiergesundheit ist in der landwirtschaftlichen Nutztierhal-
tung der entscheidende Faktor fiir die Aufrechterhaltung und
Steigerung der Sicherheit und Qualitdt der Produkte sowie der
Produktion. Zum einen ist die Tiergesundheit von groBter Bedeu-
tung, um die Gefahr der Ubertragung von Erregern vom Tier auf
den Menschen zu minimieren. Zum anderen sind gesunde
Lebensmittel tierischer Herkunft nur mit gesunden Tieren, die
bedarfsgerecht gefiittert und artgerecht gehalten werden,
effizient zu erzeugen.

Innovationspotenzial wird insbesondere bei der Bekdmpfung
von Zoonosen bei Tieren gesehen. Hier stehen sichere Diagnos-
tika, Impfstoffe sowie andere HygienemaBnahmen im Vorder-
grund. Fiir prophylaktische MaBnahmen sind mégliche Schutz-
und Notimpfungen zum Aufbau und zur Stabilisierung der spezi-
ellen Immunabwehr von Bedeutung. Deshalb fordert das Bundes-
ministerium fiir Erndhrung, Landwirtschaft und Verbraucher-
schutz im Rahmen und nach MaBgabe seines Programms zur
Innovationsforderung (http://www.ble.de, ,Innovationsférde-
rung”) entsprechende Vorhaben.

Schwerpunkt der ersten Bekanntmachung sind innovative
Vorhaben, die hinsichtlich der Influenza oder anderer Zoonosen
und als Zoonosen verddchtiger Erreger bei Tieren

+ die Diagnostik zeitlich und in Bezug auf die Sensitivitat
und Spezifitat verbessern,

+ zurEntwicklung von Therapeutika und Impfstoffen fir die
SchlieBung von Therapie- und Prophylaxenotstanden oder
zu einer Reduktion der Pravalenz beitragen,

+ Impfstoffkonzepte neu und effektiv gestalten, die fir
anzeigepflichtige Tierseuchen der DIVA-Strategie geniigen,

+ zuHygienemaBnahmen fihren, die zu einer Reduktion der
Prévalenz beitragen.

Zurzeit werden zwei Verbundvorhaben und zwei Vorhaben
gefordert. Die BMELV-Bekanntmachung vom 8.6.2006 ist im
Anhang (S. 68-69) abgedruckt.

3.1 Frihdiagnostik von Infektionen mit
Mycobacterium avium subspecies
paratuberculosis (MIAP) bei Rindern

Verbundkoordination

Prof. Dr. Michael Bilte

Institut firr Tierdarztliche Nahrungsmittelkunde (IFTN)
Justus-Liebig-Universitit GieBen

Frankfurter StraBBe 92, 35392 Gie8en

Tel.: 064199-38251, Fax: 0641 99-38259

E-Mail: buelte@vetmed.uni-giessen.de

Laufzeit: 1.4.2007-31.3.2010

Ziel des Projekts ist es, validierte und routinetaugliche Verfahren
zur Fritherkennung von Infektionen mit Mycobacterium avium
ssp. paratuberculosis (MAP), dem Erreger der todlich verlaufenden
Paratuberkulose der Rinder, zu entwickeln. Grundlagen dafiir
stellen der Desoxyribonukleinsdure (DNS)-Nachweis von MAP in
Biopsieproben von Darmlymphknoten mittels Polymerase-
Kettenreaktion in Echtzeit (Real Time-PCR), der Nachweis von
MAP-spezifischen Antikoérpern im Blutserum mittels Durchfluss-
zytometrie sowie der Nachweis von MAP-spezifischen, Interferon-
Gamma-bildenden T-Zellpopulationen im peripheren Blut dar.

Die hier beabsichtigten Entwicklungsarbeiten zur Etablie-
rung innovativer Testverfahren sollen im Vergleich zu den bisher
verfiigbaren Diagnostika (Mikroskopie, ELISA, Kultur) gepriift
werden. Dazu sind Longitudinalstudien an MAP-freien sowie an
experimentell mit MAP infizierten Kélbern (Infektionsmodell)
sowie eine vergleichbare Querschnittsstudie an Kélbern in
Paratuberkulose-Problembetrieben und in Paratuberkulose-
freien Milchviehbetrieben (Feldvalidierung) vorgesehen.

Die dabei entwickelten Verfahren sollen die Erfassung von
MAP-Infektionen bereits im Kalberalter ermoglichen.

3.2 Entwicklung eines diagnostischen Systems
zur Entdeckung von West-Nil-Virus-
Infektionen und Entwicklung eines gentech-
nischen Impfstoffs gegen diese Infektion

Projektleitung

Dr. Sebastian Ulbert

Laborleiter Impfstoffentwicklung

Fraunhofer-Institut fiir Zelltherapie and Immunologie IZI
Deutscher Platz 5e, 04103 Leipzig

Tel.: 0341 35536-245, Fax: 0341 35536-109

E-Mail: sebastian.ulbert@izi.fraunhofer.de
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Laufzeit: 1.1.2007 bis 31.12.2009

WNYV ist ein zoonotischer Erreger, der neben Vogeln auch Pferde,
Menschen und weitere Sdugetiere beféllt. Aufgrund rasanter
Ausbreitung von WNV in den USA mit hunderten Todesféllen bei
Menschen und aktuellen WNV-Nachweisen in Frankreich und
England ist eine Erforschung des Virus sowie die Entwicklung
eines Impfstoffs geboten. Dies soll erreicht werden iiber i) epide-
miologische Studien an Wildvogeln und Pferden, um die Ausbrei-
tung von WNV in Deutschland zu untersuchen, ii) Etablierung
eines murinen Infektionsmodells, iii) Entwicklung eines diagnos-
tischen Biomarkers, iv) Entwicklung eines DNA-Impfstoffs fiir
Pferde, der dann auch auf andere Sdugetiere ausdehnbar ist.

Das diagnostische Markersystem fiir die WNV-Infektion und
der Impfstoff fiir Pferde sollen patentiert und zur kommerziellen
Produktentwicklung auslizensiert werden. Daten zur Epidemio-
logie von WNV in Deutschland sollen mit den verantwortlichen
offentlichen Stellen fiir WNV-BekdmpfungsmaBnahmen verwen-
detwerden.

3.3 Neuartiger Ansatz zur Entwicklung eines
heterosubtypischen Marker-Impfstoffs
gegen die avidre Influenza beim Gefliigel

Verbundkoordination

Prof. Dr. Matthias Schramm/Dr. Heiko Apfel
CREATOGEN Laboratories GmbH
Hermannswerder 16, 14473 Potsdam

Tel.: 03312300700, Fax: 03312300701
E-Mail: h.apfel@creatogen.de

Dr. Ulrich Methner

Institut fir bakterielle Infektionen und Zoonosen
Friedrich-Loeffler-Institut, Standort Jena
Naumburger Stra3e 96a, 07743 Jena

Tel.: 3641 804-267, Fax: 3641 804-228

E-Mail: ulrich.methner@fli.bund.de

Laufzeiten:1.11.2006-28.2.2009 (1.3.2007-28.2.20009 fiir FLI)

Im Verbund wird eine neue Immunisierungsstrategie gegen
heterosubtypische Al-Virus-Infektionen beim Gefliigel unter-
sucht. Grundlage des Impfstoffs sind synthetische Antigene, die
Kombinationen konservierter Strukturbereiche aus verschiede-
nen Al-Virus-Proteinen enthalten und in Salmonella-Lebendimpf-
stoffen zur Expression gebracht werden. Dadurch soll in vakzi-
nierten Tieren eine Immunantwort gegen mehrere konservierte
Teile des Al-Virus erzeugt werden. Durch die Verwendung von
Salmonella-Lebendimpfstoffen als Antigentrager wird eine
besonders effiziente Inmunantwort erwartet, die das AI-Virus
sowohl lokal im Darm, dem natiirlichen Eintrittsort des AI-Virus,
als auch systemisch angreift. Dariiber hinaus ermoglicht die Ver-
wendung solcher Lebendimpfstoffe die einfache Applikation
liber das Trinkwasser des zu immunisierenden Gefliigels.

Die molekularbiologischen Arbeiten einschlieBlich der
Produktion der verschiedenen zu untersuchenden rekombinan-
ten Impfstdmme werden in Potsdam bei der Firma CREATOGEN
durchgefiihrt. Die tierexperimentellen Arbeiten werden am
Standort Jena des FLI realisiert. Hierzu werden die verschiedenen
konventionellen Salmonella-Lebendimpfstoffe und rekombinan-
te Varianten beim Gefliigel umfassend bakteriologisch und
immunologisch untersucht und die gewonnenen Daten zur Opti-
mierung des Impfansatzes und zum Screening wirksamer Antige-
ne herangezogen.

3.4 Entwicklung innovativer Therapieformen
fiir die Behandlung von Infektionen mit
Influenzaviren

Projektleitung

Prof. Dr. Ulrich Schubert

ViroLogik GmbH

HenkelstraBe 91, 91052 Erlangen

Tel.: 091315301-488, Fax: 091315301-644
E-Mail: u.schubert@virologik.com

Laufzeit: 5.3.2007-14.3.2010

Es sollen neue antivirale Strategien fiir die Behandlung und Vor-
beugung von Influenza-A-Virus (IAV)-Infektionen, insbesondere
von hoch pathogenen avidren Varianten mit starkem Pandemie-
potenzial in Mensch und Tier, erforscht und in industriell aner-
kannten Infektionsmodellen auf ihre Anwendbarkeit getestet
werden. Dazu werden neuartige Wirkstoffe entwickelt, welche
fiir die IAV-Replikation notwendige Funktionen der Wirtszelle
storen.

Fur den Anwendungsschwerpunkt in der Tiermedizin ist eine
strategische Allianz mit einem fithrenden Anbieter von Wirkstof-
fen fiir die Tiergesundheit geplant (LAH). Parallel zu den Unter-
suchungen in Tiermodellen (Maus, Frettchen) wird LAH diese
Technologie in Infektionsexperimenten mit niedrig pathogenen
avidren IAV-Isolaten an Gefliigel testen. Bei Erfolg sind Infektions-
experimente mit hoch pathogenen avidren IAV-Isolaten (z. B.
H5N1) in Hochsicherheitslaboren (FLI, Insel Riems) geplant. Die
Ergebnisse des Vorhabens sollen unmittelbar in die vorwettbe-
werbliche Entwicklung (zulassungsrelevante Studien) eingehen.
Moglicherweise lassen sich einzelne Ergebnisse direkt kommerzi-
ell verwerten, z. B. durch Lizenzen an Pharmaunternehmen und
LAH.
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4 Forschungs-Sofortprogramm Influenza des Bundes (FSI)

Einleitung

Influenzaviren sind als Krankheitserreger bei Tier und Mensch
seit Langem bekannt. Wildvogel stellen ein natirliches Reservoir
fiir alle Influenzaviren dar, aus dem diese Erreger sporadisch und
unvorhersehbar auf andere Wirte, z. B. Nutzgefliigel, oder auf
Sdugetiere, z. B. Schweine oder den Menschen, ibergehen
konnen. Erstin diesen Spezies kann es dann zum Ausbruch von
schwerwiegenden Erkrankungen kommen, die als rdumlich
begrenzte Epidemien und weltumspannende Pandemien kata-
strophale AusmaBe annehmen kénnen. Die saisonal auftretenden
Grippeepidemien, verursacht durch Viren der Subtypen H3N2
und HIN1, und sporadische Influenzapandemien sind daher bis-
her ungelo6ste, schwere Belastungen fiir das Gesundheitswesen.

Die stdndige pandemische Bedrohung durch einen neu auf-
tretenden Influenzavirus-Subtyp wurde in den letzten drei Jahren
durch die geographische Ausbreitung von H5N1-Viren von
Stidostasien bis nach Mitteleuropa und Afrika auch einer breite-
ren Offentlichkeit bewusst. Diese Viren befallen vorwiegend avia-
re Spezies, zeigen jedoch eine alarmierend hohe Letalitdt von
mehr als 50 Prozent bei den bisher relativ selten aufgetretenen
Ubertragungen auf den Menschen in Asien und Afrika. In
Deutschland kulminierte die bisherige Entwicklung im Februar
2006, als das hoch pathogene Influenzavirus vom Typ H5N1-Asia
erstmals bei Wildvdgeln auf Riigen nachgewiesen wurde. Gleich-
zeitig wurde deutlich, dass trotz jahrzehntelanger Forschung
groBe Liicken bestehen hinsichtlich der Biologie und Okologie
der Influenzaviren, ihrem krankmachenden Potenzial, der Zahl
moglicher Wirte sowie auch der Entwicklung von empfindlichen
Schnelltests zum Vor-Ort-Nachweis der Viren und bei der Bereit-
stellung addquater Impfstoffe fiir Mensch und Tier. Der Eintrag
von HPAI H5N1nach Deutschland und mehr als zehn weitere
westeuropdische Lander erhoht primar die Gefahrdung der
Nutzgefliigelbestdnde. Jedoch verdeutlichen die auch in Europa
beschriebenen natiirlichen Ubertragungen von H5N1 auf Katzen
(in Deutschland und Osterreich) und andere Sdugetiere (auf
Riigen) auch das Risiko einer Infektion des Menschen in Mittel-
europa.

Die drei Bundesinstitute, das Robert Koch-Institut (RKI), das -
Paul-Ehrlich-Institut (PEI) und das Friedrich-Loeffler-Institut (FLI),
wurden am 3. Médrz 2006 beauftragt, schnellstmdéglich ein praxis-
orientiertes Programm angewandter Forschung umzusetzen, das
geeignetist,

+ Defizite in der wissenschaftlichen Erkenntnis abzubauen,

+ Notwendigkeit und Zuverldssigkeit risikominimierender
MaRnahmen zu beurteilen sowie

+ die Grundlagen der wissenschaftlichen Politikberatung
weiter zu verbessern.

Die Laufzeit der Projekte betragt im Regelfall zwei bis drei
Jahre.

4.1 Projekte am Robert Koch-Institut (RKI)

Koordination

PD Dr. T. Wolff

Robert Koch-Institut, P15

Nordufer 20, 13353 Berlin

Tel.: 030 18754-2278, Fax: 030 18754-2328
E-Mail: wolfft@rki.de

Laufzeit: 1.10.2006-30.9.2008

Die Forschungsvorhaben des RKI beinhalten Projekte auf den
Gebieten Monitoring/epidemiologische Surveillance, Weiterbil-
dung, (Schnell-)Diagnostik und Pathogenese. In Kooperation mit
dem Paul-Ehrlich-Institut wird auch die Entwicklung von proto-
typischen Impfstoffen fiir den Pandemiefall vorangetrieben. In
der Laufzeit des Forderprogramms kéonnen durch die Projekte
geeignete Strukturen, z. B. fiir Monitoring und Surveillance, eta-
bliert und Grundlagen fiir langerfristige Forschungsprojekte
gelegt werden. Auf dem Gebiet der Diagnostik werden notwendi-
ge Werkzeuge entwickelt, die dann in Zusammenarbeit mit Diag-
nostika- und Geréateherstellern als kommerziell erhaltliche,
validierte Testsysteme auf den Markt gebracht werden kénnen.
Bereits jetzt gibt es praxisrelevante Zwischenergebnisse, die auf
dem Workshop vorgestellt werden.

Teilprojekt 1.1
Weiterentwicklung des Meldesystems fiir
Infektionskrankheiten SurvNet@RKI

Projektleitung: Dr. H. Claus

Um im Falle einer Influenza-Pandemie geeignete Manahmen
einleiten zu kénnen, ist eine moglichst aktuelle und genaue
Kenntnis der Influenza-Situation in Deutschland unabdingbar.
Durch eine Weiterentwicklung und Anpassung des gemaB Infek-
tionsschutzgesetz existierenden Meldesystems fiir Infektions-
krankheiten SurvNet@RKI in Deutschland soll sowohl erreicht
werden, dass in der Frihphase einer pandemischen Entwicklung
ausfiithrliche Informationen iiber alle auftretenden Einzelfélle des
Influenza-Infektionsgeschehens fiir Deutschland sehr schnell
vorliegen als auch dass das Meldesystem an die wachsende Belas-
tung bei fortschreitender Ausbreitung der Influenza angepasst
werden kann.

Durch den Einsatz moderner Programmiertechniken (Pro-
grammierplattform C#.Net, Datenbankserver MS SQL-Server,
XML:-basierter Datentransport, Webservices) kann erreicht wer-
den, dass das infektionsepidemiologische Meldesystem flexibel
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und ohne gréBeren Aufwand auch weiteren zukiinftigen Anfor-
derungen gerecht werden kann.

Teilprojekt 1.2
Bestimmung epidemiologischer
Dynamikparameter

Projektleitung: Dr. U. Buchholz

Die Kenntnis epidemiologischer Dynamikparameter eines neuen
Virus-Subtyps bildet die Basis sowohl fiir fundierte Empfehlungen
fiir den 6ffentlichen Gesundheitsdienst als auch fiir die Anpas-
sung mathematischer Modelle aufgrund der tatsdchlichen Eigen-
schaften des pandemischen Virus. Einige dieser Parameter kon-
nen durch epidemiologische Feldstudien in der Frithphase einer
Pandemie anndhernd quantifiziert werden. Durch eine Literatur-
recherche und Expertenbefragungen wurden Parameter identi-
fiziert, die diese Voraussetzungen erfiillen: Beginn, Ldnge und Ort
derviralen Ausscheidung im Patienten sowie die Inkubations-
bzw. Latenzzeit. Fir diese Parameter eignet sich die sequenzielle
Probennahme von Influenzapatienten gleichzeitig mit ihren
Haushaltskontakten, d. h. schon vor einem eventuellen Symp-
tombeginn. Die Methodik wurde bereits in einem Protokoll
beschrieben und durch ein Ethikkomitee sowie die zusténdigen
Datenschutzbeauftragten begutachtet und genehmigt. In der
Influenzasaison 2006/07 konnten Studienérzte gewonnen
werden, die die Durchfiihrbarkeit des methodischen Ansatzes
anhand weniger Patienten und ihrer Haushalte erproben konn-
ten. Die Ergebnisse werden ausgewertet und evaluiert, fiir die
kommende Influenzasaison ist die Durchfithrung des Pilot-
projekts mit einer h6heren Patientenanzahl geplant.

Teilprojekt 1.3
Soziodemographische Basisforschung zur Wirk-
samkeitsmodellierung von SchutzmafBnahmen

Projektleitung: Dr. H. Claus

Die Modellierung einer Influenza-Pandemie ist in ihrem Vorher-
sagewert unmittelbar abhéngig von der Giite der eingebrachten
Parameter der epidemiologischen Dynamik. Fiir die Ausbreitung
der Influenza in der Bevolkerung sind verschiedene Subpopula-
tionen (z. B. Kinder oder das Krankenhauspersonal) sowie die
Interaktionen innerhalb der Bevolkerung (z. B. Berufspendler
oder das Zusammentreffen von Kindern in Kinderbetreuungs-
einrichtungen) von besonderer Bedeutung.

Ziel der Studie ist es, sowohl die fur eine Influenza-Ausbrei-
tung besonders wichtigen Subpopulationen sowie relevante
Interaktionen zu identifizieren und mittels verfiigbarer
statistischer Daten zu quantifizieren. Diese Daten sollen zur
Weiterentwicklung von Modellierungsprogrammen beitragen,
sodass die Auswirkungen von PraventionsmaBnahmen bzgl.
dieser Bevolkerungsgruppen (z. B. Verkehrseinschrankungen,
SchulschlieBungen) in Modellen berechnet und bewertet werden
konnen.

Teilprojekt 1.4
Informationsmanagement
am Beispiel Influenza-Pandemie (RKI, BZgA)

Projektleitung: Dr. C. Bartels

Das RKI entwickelt gemeinsam mit der BZgA eine Informations-
strategie fiir den Fall einer Influenza-Pandemie. Fragestellung
dabei ist, wie man der Bevolkerung moglichst schnell und wir-
kungsvoll eine Pandemie-Kompetenz vermitteln kann. Dabei
gehtesvor allem um eine realistische Risikoeinschdtzung durch
die Bevolkerung und die Erarbeitung leicht verstédndlicher Ver-
haltensempfehlungen fiir die Bewéltigung der Pandemie.

Im Rahmen des Projekts wird zunéchst das aktuelle Erleben
von Grippe und Pandemie in der Bevolkerung ermittelt. Daneben
erfolgt eine Bestandsaufnahme und Analyse von Informations-
materialien nationaler und internationaler Institutionen im
Bereich der pandemischen Influenza. In Abstimmung mit Exper-
ten werden 6ffentlich relevantes Influenzawissen und Verhaltens-
empfehlungen zusammengestellt.

Auf dieser Basis werden die wesentlichen Kernbotschaften ab-
geleitet und deren mediale Umsetzung konkretisiert. In Zusam-
menarbeit mit externen Dienstleistern werden erste Kommunika-
tionsmittel konzipiert und getestet und bis zur Produktionsreife
gefiihrt.

Teilprojekt I1.1
Entwicklung eines Schnelltests
zum Nachweis von Subtyp-H5-Viren

Projektleitung: Dr. B. Schweiger

Derzeit auf dem Markt befindliche sog. Schnelltests sind als near-
patient-Test geeignet. Sie sind unabhéngig von jeglicher Labor-
ausstattung und ermdoglichen innerhalb von 10-20 Minuten den
Nachweis von Influenzavirus-Antigen. Die meisten dieser Tests
differenzieren nur zwischen Influenza A- und B-Viren. Was den
Nachweis von Influenza A-Viren betrifft, so sind die Tests bisher
nur mit humanen Viren der Subtypen HIN1und H3N2 evaluiert
worden, wenn sie auch H5N1 mit unterschiedlicher Sensitivitat
detektieren konnen. Da bisher H5-spezifische Tests kaum verfiig-
bar sind und in Bezug auf einen sensitiven Nachweis humaner
Infektionen keine Daten vorliegen, ist die Entwicklung H5-spezifi-
scher Schnelltests sehr wichtig. Daher sollen in diesem Projekt
monoklonale Antikérper gegen den Subtyp H5 hergestellt wer-
den, um diese zur Entwicklung eines Schnelltests einzusetzen.
Diese Antikorper werden mit geeigneten Verfahren analysiert,
hinsichtlich der Bindung an Oberfladchenproteine selektioniert
und beziiglich der Verwendbarkeit in ,Capture-Assays” evaluiert.
Von besonderer Bedeutung ist hier ebenfalls die Detektion der
verschiedenen Linien und Sublinien dieser H5N1-Viren. Ansch-
lieBend erfolgt die Auswahl geeigneter Formate fiir einen Schnell-
test.
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Teilprojekt 11.2a
Entwicklung eines Biochips zum Nachweis
und zur Differenzierung von Influenzaviren

Projektleitung: Dr. B. Schweiger

Die moderne Chip-Technologie bietet eine ausgezeichnete Platt-
form zum generellen Nachweis von Influenza A- und B-Viren
sowie zur Differenzierung von viralen Subtypen auf einem Chip.
Sowohl fiir die PCR als auch die nachfolgende Differenzierung
sollen mobile Testverfahren entwickelt werden, die einen Einsatz
auch bei Ausbriichen vor Ort oder z. B. bei einer gezielten Uber-
wachung an Flughéfen gestatten wiirden. Teilschritte bei der Ent-
wicklung dieser Verfahren umfassen die Selektion spezifischer
Sonden fiir den generellen Nachweis von Influenza A-Viren und
Influenza B-Viren sowie fiir relevante HA- und NA-Subtypen von
Influenza A-Viren wie H1, H2, H3, N1, N2, H5, H7 und H9. Diese
Sonden miissen dann mit verfiigbaren oder neu zu entwickeln-
den PCR-Assays evaluiert werden, um verschiedene Nachweis-
systeme in Multiplexverfahren zu vereinen. Danach sind die
Sensitivitdt und Spezifitat der Assays zu testen. Im néchsten Ent-
wicklungsschritt erfolgt die Umsetzung der Methode in das Chip-
Format. Dieser Entwicklungsphase folgt eine sehr umfassende
Evaluierungs- und Validierungsphase der Prototypen. Eine Erwei-
terung der Erregerpalette durch Integration weiterer HA- und
NA-Subtypen von Influenza A-Viren kdnnte spéater erfolgen.

Teilprojekt 11.2b

Entwicklung schneller Sequenzierungsstrategien
zur Analyse der Verbreitung von neuen Varianten
oder resistenten Viren

Projektleitung: Dr. B. Schweiger

Hoch pathogene H5N1-Viren, die seit Ende 2003 in Stidostasien
und nun auch in vielen anderen Landern zirkulieren, sind durch
eine fiir avidre Influenzaviren ungewohnliche Evolution charak-
terisiert. Alarmierend sind auch die humanen H5N1-Transmissio-
nen, die seit 2006 auBerhalb von Stidostasien bekannt wurden.
Um rasch umfassende Informationen zur molekularen Epidemio-
logie zu erhalten, werden Verfahren entwickelt, mit deren Hilfe
verschiedene gegenwadrtig co-zirkulierende Linien und Sublinien
hoch pathogener H5N1-Viren unabhéngig von der Virusanzucht
schnell identifiziert werden kdénnen. Hinsichtlich therapeutischer
und prophylaktischer MaBnahmen ist es zudem wichtig, Metho-
den zur schnellen Identifizierung von Mutationen zu entwickeln,
die mit der Resistenz gegentiber antiviralen Substanzen wie
Neuraminidaseinhibitoren oder Amantadin assoziiert sind.
Schnelle Verfahren zur molekularen Analyse sollen auch auf dem
Gebiet der humanen Influenza entwickelt bzw. weiterentwickelt
werden, um die Zirkulation und Verbreitung neuer Varianten von
humanen Influenza A- und B-Viren sowie das Auftreten von Resi-
stenzen zu verfolgen (z. B. durch Pyrosequencing).

Teilprojekt Ill.1a

Untersuchung der Virulenz-bestimmenden
Eigenschaften von hoch pathogenen avidren
Influenza-A-Viren (HPAIV) im Sdugerwirt

Projektleitung: PD Dr. T. Wolff

Die seit Ende 2003 zirkulierenden HPAIV vom Subtyp H5N1unter-
scheiden sich von frither charakterisierten HPAIV und epidemisch
auftretenden Influenzaviren u. a. durch (i) eine hohe Virulenz im
Menschen, (ii) die Fahigkeit, weitere Sdugerarten (Katzen, Frett-
chen, Mduse) letal zu infizieren und (iii) eine ungewoéhnlich hohe
Pathogenitédt in normalerweise nicht an Influenzavirusinfektio-
nen erkrankenden Wasservogeln (Enten, Gansen). Ziel des Vorha-
bensist, ein detailliertes Verstdndnis der pathogenetischen Ursa-
chen fiir die Eigenschaften der zoonotischen H5N1-Viren anhand
eines Mausmodells zu erhalten. Insbesondere sollen die Muster
der Zytokin-Induktion durch H5N1-HPAIV und die korrespondie-
renden pathologischen Verdnderungen mit denen niedrig patho-
gener Influenzaviren verglichen werden. Ein weiterer Fokus wird
auf der Grundlage des Neurotropismus der H5N1-Viren liegen, da
Infektionen des ZNS im Menschen hdufig mit hoher Letalitét
verkniipft sind und die antiviralen Neuraminidase-Hemmer die
Blut-Hirn-Schranke nicht passieren konnen. Hier wollen wir das
Tiermodell benutzen, um virale bzw. wirtskodierte Faktoren zu
charakterisieren, die an ZNS-Infektionen beteiligt sind.

Teilprojekt I1l.1b
Untersuchungen zur Funktion von viralen
Proteinen bei der Erkrankung

Projektleitung: PD Dr. T. Wolff

Eine wesentliche krankheitserschwerende Eigenschaft von hoch
pathogenen H5N1-Influenzaviren der Asia-Linie besteht in einer
im Vergleich zu saisonal auftretenden Virusstimmen sehr star-
ken Induktion von pro-inflammatorischen und antiviralen Zyto-
kinen im respiratorischen Epithel. Fiir manche H5N1-Viren ist
weiterhin eine stark herabgesetzte Suszeptibilitdt gegeniber die-
sen Zytokinen berichtet worden. In der Literatur werden unbe-
kannte Besonderheiten des NS1-Proteins der H5N1-Viren, das sich
in seiner Sequenz von dem NS1-Protein aktueller humanpathoge-
ner Stamme deutlich unterscheidet, fiir beide pathogenetisch
wichtigen Eigenschaften verantwortlich gemacht. Ziel des Pro-
jektsist es, die besonderen Eigenschaften des NS1-Proteins von
H5N1-Stdmmen zu entschliisseln. Dazu wird die am RKI etablierte
reverse-genetische Technologie eingesetzt, um rekombinante In-
fluenzaviren mit verdnderten NS1-Genen von H5N1-Stdmmen zu
generieren. AnschlieBend werden die spezifischen Aktivitdten des
NSI1-Proteins durch eine detaillierte Analyse der rekombinanten
Viren hinsichtlich der Zytokin-Induktion, der Inhibition der
Apoptose, der Blockade von antiviralen Zellproteinen (z. B. PKR)
und ihrer Vermehrungseigenschaften beschrieben.
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Teilprojekt 111.2

Tenazitdt von Influenzaviren

(tier- und humanpathogene Erreger)

(Robert Koch-Institut und Paul-Ehrlich-Institut)

Projektleitung: Dr. B. Schweiger, Dr. Georg Pauli (RKI),
Dr. ]. Bliimel (PEI)

Laufzeit: 12 Monate

In der Literatur gibt es unterschiedliche Angaben zur Stabilitit
von Influenzaviren in der Umwelt und in Tierprodukten. In
diesem Projekt werden Modellsysteme zur Untersuchung der
Stabilitdt von hoch pathogenen avidren und humanen sowie von
niedrig pathogenen avidren Influenzavirusisolaten entwickelt.
Die erhobenen Befunde zum Nachweis der Infektiositdt sollen mit
biochemischen und molekularbiologischen Ergebnissen abge-
glichen werden.

Um das Infektionsrisiko von Tier und Mensch durch
Influenzaviren besser abschitzen zu konnen, sind insbesondere
Untersuchungen notwendig zur Stabilitét der Viren in Wasser,
zum Einfluss des Umweltmilieus (z. B. Salzwasser, Teichwasser,
destilliertes Wasser und der Umgebungstemperatur) in Kot
(getrocknet/feucht/Temperatur) und Federn sowie im Fleisch
infizierter Tiere.

4.2 Projekte am Paul-Ehrlich-Institut (PEI)

Koordination

Prof. Dr. G. Sutter

Abteilung Virologie, Paul-Ehrlich-Institut
Paul-Ehrlich-StraB3e 51-59, 63225 Langen
Tel.: 06103 77-2141, Fax: 06103 77-1273
E-Mail: sutge@pei.de

Laufzeit: 1.9.2006-31.8.2008

Forschung auf dem Gebiet der Pathogenese

Teilprojekt 111.2
Tenazitat von Influenzaviren und Sicherheit
von Plasmaprodukten

Projektleitung: |. Bliimel (PEI)

Mit der Diskussion um mégliche Influenza-Pandemien stellt sich
die Frage der Virussicherheit von Plasmaprodukten. Plasmapro-
dukte werden aus gro3en Pools von Plasma (mehrere 1.000 Spen-
den) hergestellt. Bei pandemischen Viren kann nicht auf die Neu-
tralisation dieser Viren durch Antikérper im Plasmapool vertraut
werden. Eine Testung von Plasmaspenden auf Influenzaviren
wird auch nicht durchgefiihrt. Daher beruht die Sicherheit von
Plasmaprodukten vor allem auf der Effektivitat der Prozessschrit-

te zur Virusinaktivierung, welche bei solchen Produkten tiblicher-
weise angewandt werden.

Zwar liegen umfangreiche Daten vor, die die Inaktivierung
von verschiedenen behiillten Viren bei diesen Prozessen zeigen.
Jedoch wurde die Inaktivierung von Influenzaviren bei solchen
Herstellungsprozessen bis jetzt nicht untersucht.

Fragestellung

Abkldrung der Effektivitat von gangigen Inaktivierungsverfahren
bei der Herstellung von Plasmaprodukten zur Inaktivierung von
Influenzaviren.

+ Untersuchung der Stabilitat von Viruspraparationen
unterschiedlicher Herkunft (Ei/Zellkultur)

+ Untersuchung der Stabilitat von verschiedenen
Influenza-Virusstdammen

Forschung auf dem Gebiet
der Impfstoffentwicklung

Teilprojekt V.1
Entwicklung und Evaluierung von neuartigen
Impfstoffen gegen Influenza H5N1

Projektleitung: G. Sutter (PEI)

Obwohl die traditionellen Formen der Grippeimpfung wirksamen
Schutz gegen bekannte Stamme bieten, sind sie fiir die Bekdmp-
fung einer neuen Pandemie nicht geeignet. Die Entwicklung von
pandemischen Influenza-Impfstoffen, wie von der Bundesregie-
rung gefoérdert, werden diese Liicke basierend auf der verfiig-
baren Impfstofftechnologie schlieBen. Dartiber hinaus ist die
Untersuchung moderner, zurzeit im Forschungsstadium befind-
licher Impfstofftechnologien erforderlich, welche gleichzeitig
die humorale und zelluldre Inmunitdt anregen konnen, wie z. B.
experimentelle Influenza-Impfstoffe auf der Basis von rekom-
binanter DNA oder rekombinanten Viren, wie Vektoren auf der
Basis von Vacciniavirus MVA, Adenovirus oder Adenovirus-asso-
ziiertem Virus (AAV).

Teilprojekt IV.1a

Entwicklung von genetischen Impfstoffen
basierend auf dem Hamagglutinin-Gen des
H5N1-Influenzavirus

Teilprojektleitung: G. Sutter (PEI), Stephen Norley (RKI)

Es werden DNA-, Adenovirus-, AAV-Konstrukte (RKI) und MVA-
Vektorviren (PEI) untersucht, die Influenzavirus-Hdmagglutinin
exprimieren. Diese Konstrukte werden zundchst einer eingehen-
den molekularvirologischen Charakterisierung unterzogen.
AnschlieBend erfolgt die vergleichende Evaluierung dieser
grundsétzlich verschiedenen Formen von H5-Subtyp-Impfstoffen
(allein oder in Kombination) hinsichtlich der induzierten humo-
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ralen und zelluldren Immunogenitét im Versuchstier. Im Beson-
deren soll dabei die varianteniibergreifende Schutzwirkung in
Mausen oder Frettchen untersucht werden. Ferner sind wir an der
Entwicklung und Testung von beschleunigten Prozeduren zur
schnellen Erzeugung und groBtechnischen Produktion von
Vektorimpfstoffen basierend auf H5-Genen interessiert.

Teilprojekt IV.1b

Entwicklung von breit wirksamen genetischen
Impfstoffen basierend auf konservierten
Influenzavirus-Genen

Teilprojektleitung: Stephen Norley (RKI), G. Sutter (PEI)

In diesem Teilprojekt werden monovalente und multivalente
DNA-, Adenovirus-, AAV-Konstrukte (RKI) und MVA-Vektorimpf-
stoffe (PEI) untersucht, die HA, NA, M1, M2 und/oder NP exprimie-
ren. Nach eingehender molekularbiologischer Charakterisierung
werden diese Konstrukte auf ihre (kreuz-)immunisierenden
Eigenschaften getestet. Als Ansatz zur Verstarkung breitwirksa-
mer Impfimmunantworten soll die Co-Expression immunmodu-
lierender Zytokine getestet werden. Ebenso werden wir in Belas-
tungsversuchen die Schutzwirkung der Konstrukte, z. B. in
Mausen oder Frettchen, u. a. gegen Infektion mit diversen H5N1-
Viren analysieren. Erfolgreiche Impfstrategien sollen fiir den
Influenza-Stamm H7N7 adaptiert und getestet werden.

Teilprojekt IV.1c

Entwicklung standardisierter und moderner alter-
nativer Testmethoden zur Bewertung schiitzender
Immunitat durch Nachweis Influenzavirus-spezifi-
scher Antikérper

Teilprojektleitung: R. Wagner (PEI)

Die Methode der Wahl zur Bestimmung der Schutzwirkung von
Influenza-Impfstoffen ist der Nachweis von Himagglutination-
inhibierenden Antikérpern nach Immunisierung. Dieser HI-Test
beruht auf der Hemmung der Bindung von Influenzavirus an
Erythrozyten durch Haimagglutinin-spezifische Antikérper und
giltals das gegenwértig am besten etablierte serologische Unter-
suchungsverfahren. Dennoch weist der Test, insbesondere beim
Nachweis von Antikorpern gegen seltener auftretende Hamag-
glutinine, einige Unzulédnglichkeiten auf. Beispielsweise sind
HI-Ergebnisse nicht immer vollstdndig reproduzierbar. Durch
Weiterentwicklung und fortschreitende Standardisierung soll
versucht werden, die Zuverlassigkeit und Aussagekraft des Assays
zu verbessern.

Dariiber hinaus soll ein neuer serologischer Test zur Bestim-
mung der schiitzenden Antikérperantwort in Zellkultur etabliert
und gegen den bestehenden HI-Test validiert werden. Dieser
Mikroneutralisationstest basiert auf den funktionellen Infektions-
schutz-vermittelnden Eigenschaften der gebildeten Antikorper
und bildet daher die Wirksamkeit eines Influenza-Impfstoffs sehr
viel besser ab. Die Verfiigbarkeit von validierten serologischen

Verfahren ist von besonderer Bedeutung fiir die erfolgreiche
Entwicklung und korrekte Bewertung neuer Influenza-Impf-
stoffe.

Teilprojekt I1V.1d

Etablierung und Validierung immunologischer
Parameter und Assays zur Charakterisierung der
Schutzwirkung von Influenza-Impfstoffen im
Tiermodell

Teilprojektleitungr: E. Holznagel (PEI), G. Sutter (PEI)

Das Frettchen-Influenza-Infektionsmodell soll am Paul-Ehrlich-
Institut etabliert werden, um Impfstoffschutzwirkungen gezielt
zu untersuchen. Dabei sollen die Komponenten der Immunreak-
tion nach experimenteller Infektion und nach Vakzination analy-
siert und die Antikorpertiter sowie moglichst auch die Effektoren
der zelluldren Immunantwort identifiziert werden. Folgende
Fragestellungen sollen untersucht werden:

+ zurErzielung einer protektiven Immunantwort
erforderlicher Antigengehalt

+ Effekt neuartiger Adjuvanzien oderimmunmodulatorischer
Proteine

+ funktionelle Bedeutung einzelnerinduzierter
Antikérper-Subklassen

+ Beginn und Dauer des Impfschutzes

+ Immunogenitat und Schutzwirkung neuartiger Impfstoff-
systeme (DNA-Vakzine und Vakzine auf MVA-Basis)

+ Ermittlung der zur Induktion einer varianteniibergreifen-
den Schutzwirkung erforderlichen Vakzinekomponenten

Das Frettchenmodell konnte auch zur prognostischen Cha-
rakterisierung potenzieller Impfstoffe gegen weitere Influenza-
subtypen mit pandemischen Potential (H7N7, H7N1, H2N2, HON2)
geeignet sein.

4.3 Projekte am Friedrich-Loeffler-Institut (FLI)

Koordination

Prof. Dr. Mettenleiter

Institut fir neue und neuartige Tierseuchenerreger
Friedrich-Loeffler-Institut
Bundesforschungsinstitut fiir Tiergesundheit
Boddenblick 5a, 17498 Greifswald

Tel.: 0383517-250, Fax: 038351 7-151

E-Mail: thomas.mettenleiter@fli.bund.de

Das auf veterindrmedizinische Fragestellungen fokussierte
Programm des FLI konzentriert sich auf die Bereiche Diagnostik,
Impfstoffentwicklung und Epidemiologie. Zielrichtung ist, die
Verbreitung des Virus in der Wildvogelpopulation zu beobachten
und einen Eintrag in das Nutzgefliigel zu verhindern, um so eine
Exposition des Menschen in Deutschland weitestgehend zu redu-
zieren. Die Laufzeit der Projekte betragt im Regelfall drei Jahre.
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Diagnostik

Moderne molekulare Diagnostikmethoden

Fir den schnellen Nachweis von Infektionen mit AIV (speziell
HPAI H5N1) und zur feindiagnostischen Charakterisierung sind
moderne molekulardiagnostische Methoden unerlésslich. Die
Real Time-PCR-Technik, die derzeit bereits in groBem Umfang am
FLI Anwendung findet, hat entscheidende Vorteile in der Routine-
diagnostik. Fiir die weitere schnelle und umfassende Charakte-
risierung von Virusisolaten sind der Einsatz und die Weiterent-
wicklung zuséatzlicher molekulardiagnostischer Methoden
jedoch unerlédsslich.

Teilprojekt

Entwicklung und Einsatz der DNA-Chip-
Technologie fiir eine umfassende
Influenzavirus-Diagnostik

Projektleitung: Dr. Bernd Hoffmann

Fir die ad-hoc-Analytik der verschiedenen AlIV-Isolate bietet sich
besonders die DNA-Chip-Technologie an, da hier parallele Analy-
sen einer Vielzahl von verschiedenen Genomabschnitten moglich
sind. In der veterindrmedizinischen Influenzadiagnostik sollen
DNA-Chip-Systeme in folgenden Bereichen entwickelt und ein-
gesetzt werden:

+ Charakterisierung von HA- und NA-Subtypen

+ Untersuchung der Antigenverdnderungen bei Isolaten eines
aktuellen Seuchengeschehens

+ Anwendung der DNA-Chip-Technologie zur Analyse von
Virulenzmarkern

+ parallele differenzialdiagnostische Abklarung von weiteren,
veterindrmedizinisch bedeutsamen Pathogenen

Teilprojekt
Ultraschnelle ad-hoc-Pathotypisierung und
Charakterisierung von AlV-Gesamtgenomen

Projektleitung: Dr. Bernd Hoffmann, Dr. Axel Karger

AlV-Isolate werden nicht nur verschiedenen Subtypen, sondern
auch zwei Pathotypen (niedrig pathogen = LPAI; hoch pathogen =
HPAI) zugeordnet. Diese Unterscheidung ist fiir weitere MaB3nah-
men relevant, da nur HPAI-Viren Gefliigelpest auslésen kénnen
und nur die HPAI H5N1-Viren humanpathogenes Potenzial auf-
weisen. Fur AIV ist dabei insbesondere die Spaltstelle des Himag-
glutinins entscheidend. Hierzu ist eine Sequenzanalyse des
Spaltstellenbereiches notwendig. Fiir die Analyse anderer
Genomabschnitte (z. B. einzelne Aminosdureaustausche, phylo-
genetische Untersuchungen im Rahmen einer molekularen Epi-
demiologie), aber auch Interspezies-Transmission sind zudem
schnelle Vergleiche von Gesamtgenomsequenzen unerldsslich.
Derzeit sind jedoch sowohl die Spaltstellensequenzierung (1 bis 3
Tage) als auch die Gesamtgenomsequenzierung (7 bis 28 Tage)

sehr zeitaufwendig und arbeitsintensiv. Auf Basis der folgenden
Techniken soll daher ein vollstdndiges neues System zur Feincha-
rakterisierung aufgebaut werden, das zudem die DNA-Chip-Tech-
nologie sinnvoll ergéanzt:

+ DNS-Sequenzierung mit ultrahohem Durchsatz (ultra-high-
throughput DNA sequencing) mit Hilfe der neuen Technik des
Genome Sequencer 20 (Roche). Pro Woche kann so ein
Durchsatz von etwa 20 AlV-Genomen erreicht werden.

+ Furdie ultraschnelle Bestimmung der Sequenz der HA-Spalt-
stelle sollen neue Analysetechniken fiir die Nukleinsaure- und
Proteinbestimmung eingesetzt werden. Hierdurch kénnen
Spaltstellensequenzen innerhalb von Stunden exakt analy-
siert und AlV-Isolate pathotypisiert werden.

Optimierung der konventionellen AlV-Diagnostik

Teilprojekt
AlV-Nachweise: Biochip-Detektion,
HAH, Antigen-Schnelltest

Projektleitung: PD Dr. Timm Harder

Konventionelle Diagnostikmethoden sind als Referenzmethoden
bei der Entwicklung neuer Diagnostikverfahren unerlésslich. Die
Subtypisierung von Virusisolaten mittels Himagglutinations-
und Neuraminidase-Hemmungstest erfordert eine moglichst
breite Palette monospezifischer Antiseren von jedem H- und
N-Subtyp, die laufend aktualisiert werden muss. Das ist auch die
Voraussetzung fiir gezielte Untersuchungen zur Antigenvaria-
tion, die in Zukunft beim Einsatz von Impfstoffen an Bedeutung
gewinnen werden.

Fiir die serologische Untersuchung verschiedener Vogel-
und Gefliigelarten ist die Entwicklung bzw. Priifung vorhandener
ELISA-Tests (speziesunabhédngige kompetitive ELISAs, H5- und H7-
spezifische Tests) erforderlich. Daher sollen folgende Methoden
entwickelt bzw. validiert werden:

+ Biochip mit monoklonalen Antikérpern als speziesunab-
hangiges Detektionssystem zum gleichzeitigen Nachweis
von Antikdrpern verschiedener Spezifitat (HA, NA).

+ Validierung des Hdmagglutinations-Hemmungstests (HAH)
fuir zahlreiche wichtige Vogelarten (,Gold-Standardtest”),
z.B. auch fir Wassergefliigel und Wildvogel.

+ Schnellmethoden zum einfachen Nachweis von Influenza-
Antigen auf der Basis von Immunoassays werden von zahl-
reichen Herstellern angeboten. Dassie in der Praxis auf groRRes
Interesse stoRen, sind eine eingehende Priifung der Sensitivitat
und Spezifitat sowie die Erarbeitung von Kriterien bzw.
Empfehlungen firihren Einsatz erforderlich.
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Teilprojekt
AlV-Nachweise: Sensitive
rekombinante Zellkultursysteme

Projektleitung: PD Dr. Timm Harder

Die Arbeit mit Influenzaviren wird wesentlich durch den Um-
stand erschwert, dass niedrig pathogene Subtypen sich nicht
kontinuierlich in Zellkulturen vermehren lassen. Virus-Isolierun-
gen und Massenvermehrungen (Impfstoffproduktion) miissen
weiterhin in embryonierten Hithnereiern durchgefiihrt werden,
was teuer und zeitaufwendig ist. Um Zellkulturen auch fiir nied-
rig pathogene Influenzaviren permissiv zu machen, miissen
zumindest drei Kriterien berticksichtigt werden:

+ die Produktion infektioser Nachkommenvirionen erfordert
die endoproteolytische Spaltung des Hdmagglutinins

+ Expressionvon Sialinsdurerezeptoren verschiedener Typen
(SIA alpha 2,3- oder SIA alpha 2,6 Galbetal-3(4) GLCNAcbetal-
bzw. SIA alpha 2,3 Galbetal-3(4)-Neu5Gc)

+ Typ-lInterferone hemmen die Replikation von Influenzaviren
effektiv.

Basierend auf der Zellkultursammlung des FLI soll die prinzi-
pielle Permissivitédt verschiedener Zellkulturen von Schwein, Ente
und Schwan gepriift werden. Zellen mit einer Basispermissivitat
werden mittels Transfektion mit einer sezernierbaren trypsiner-
gen Protease versehen (z. B. human airway-specific protease, ent-
eropeptidase, mast cell tryptase). Nach einer Analyse der Sialo-
rezeptoren der Zelllinie werden ggf. fehlende Sialotransferase
erganzt (etabliertes Verfahren der Fa. Glycotope, Berlin). Verfah-
ren zur endogenen Blockade der Interferonexpression werden
zusétzlich gepriift (z. B. RNAi-Technologie, Co-Expression von
pestiviralem Npro).

Die resultierenden Zelllinien sollen in der Diagnostik
(Virusanzucht, Neutralisationstests) den Einsatz embryonierter
Hiihnereier eriibrigen.

Teilprojekt
Referenzmaterialien fiir die Validierung und
Qualitdtssicherung der Diagnostik der AIV

Projektleitung: Dr. C. Grund

Sowohl fiir die aktuelle Diagnostik als auch fiir die Entwicklung
und Validierung neuer diagnostischer Methoden wird Referenz-
material (Virusstimme, Virus-RNA, Antiseren) benétigt. Ebenso
erfordern die unter epidemiologischen Gesichtspunkten durch-
zufiihrenden Untersuchungen tiber die Herkunft, Verdnderung
und Verwandtschaftsbeziehungen von Erregern definiertes
Referenzmaterial.

Anzustreben ist eine analog der in der TSE-Forschungsplatt-
form eingerichtete nationale Probenbank. Diese Probenbank fiir
Avidre Influenza (AI) muss folgende Materialien umfassen:

+ Virusstamme

- alle H5N1-Virusisolate von verschiedenen Vogel- und
anderen Spezies aus Deutschland und méglichst viele Isolate
aus anderen Léndern,

- AlV-Referenzstamme und Isolate aller H- und N-Subtypen,
insbesondere der Subtypen H5 und H7 aus Hausgefliigel und
Wildvégeln,

+ Seren

- Hyperimmunseren und Infektionsseren von verschiedenen
Tierarten gegen AlV H5N1sowie gegen AlV aller H-und
N-Subtypen,

- positive und negative Feldseren von méglichst vielen
verschiedenen Vogel- und Gefliigelarten

+ monoklonale Antikdrper, moéglichst gegen alle H-und

N-Subtypen

+ Genomproben und umfangreiche Genomsequenzen
+ Organ-und Abstrichmaterial von infizierten Tieren

Das Referenzmaterial wird im Rahmen der diagnostischen
Tatigkeit des Nationalen Referenzlabors beim Wildvogelmonito-
ring, durch gezielte Tierexperimente und durch Austausch mit
anderen Arbeitsgruppen gewonnen. Voraussetzung fiir eine brei-
te erfolgreiche Nutzung ist die exakte Charakterisierung, Lage-
rung und Archivierung des Referenzmaterials mithilfe eines
Labor-Informations-Management-Systems (LIMS).

Bei Bedarf kann Material in Form von RNA-Genom, inakti-
vierten Antigenen, replikationsfahigen Virusstimmen und spezi-
fischen Seren an andere Arbeitsgruppen oder Einrichtungen
abgegeben werden (Lagerhaltung, LIMS, Plattform zur Proben-
verteilung).

Sind in anderen Einrichtungen die veterindrhygienischen
und sicherheitstechnischen Voraussetzungen fiir die Arbeit mit
vermehrungsfahigen HP AIV nicht gegeben, konnen auch
bestimmte Fragestellungen in Kooperation im FLI bearbeitet
werden, z. B. die Priifung und Validierung von Nachweis-
methoden fir HPAIV.

Spezifische und sensitive Markerdiagnostik

Teilprojekt
Entwicklung einer DIVA-Diagnostik

Projektleitung: PD Dr. Martin Beer

Zur Umsetzung eines DIVA (differentiating infected from vaccina-
ted animals)-Impfkonzepts bedarf es neben dem markierten
Impfstoff auch der Moglichkeiten, serologische Reaktionen der
Impflinge unter Ausnutzung des Markerprinzips detektieren zu
konnen. Beziiglich einer Impfung gegen die Gefliigelpest sind
drei Strategien denkbar:

+ Detektion Neuraminidase (NA)-spezifischer Antikdrper beim
Einsatz von NA-disparaten, inaktivierten Vollvirusimpfstoffen
(z. B. Feldvirus H5N1, Impfstoff NSN9)
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+ Detektion von NP- oder M2-spezifischen Antikérpern beim
Einsatz von Subunit-Vakzinen, die keine NP-Proteine besitzen
(z. B.rekombinante HA/NA-Proteine, Vektorvakzine [NDV,
FPV], DNA/RNA-Vakzinen)

+ Detektion von NS-1-spezifischen Antikdrpern beim Einsatz von
gereinigten Vollvirus- oder Subunit-Vakzinen.

Beim Aufbau einer Markerdiagnostik beim Gefliigel wirkt sich
das groBe Artenspektrum problematisch aus. Dies wird noch
verscharft, wenn auch Impfungen bei Zoovodgeln berticksichtigt
werden. Daher ist geplant, bevorzugt Testformate zu entwickeln,
die auf dem Prinzip des kompetitiven ELISAs beruhen und damit
eine artunabhédngige Antikdrperdetektion moglich machen.

Voraussetzungen zur Etablierung solcher Tests sind die Pro-
duktion immunogener rekombinanter Proteine sowie die Herstel-
lung kompetitierender monoklonaler Antikérper gegen diese
Zielantigene. In der aufwendigen Validierungsphase sind hoch
spezifische und gut dokumentierte Referenzseren sowie eine ada-
quate statistische Unterstiitzung ebenso wie die Erprobung unter
Feldbedingungen erforderlich.

Teilprojekt
Herstellung monoklonaler Antikorper
zur serologischen Diagnostik

Projektleitung: Dr. Malte Dauber

Die Influenzaviren werden serologisch in 16 antigene Subtypen
des Oberflachenproteins Himagglutinin (HA 1-16) und 9 antigene
Neuraminidase-Subtypen (N1-N9) unterschieden. Diese konnen
neben den anderen sechs Segmenten des Influenzavirus frei reas-
sortieren und damit neue Viren generieren. Beim Gefliigel sind es
bisher die Subtypen H5 und H7, die zu hoch pathogenen Varian-
ten mutieren konnen. Eine Unterscheidung der einzelnen HA-
spezifischen Antikorper voneinander ist derzeit nur durch den
Hamagglutinations-Hemmungstest (HAH) moglich. Der Test
erfordert die standige Bereitstellung von Gefliigelerythrozyten
und entsprechenden spezifischen Antigenen (H1-16) und Antise-
ren (anti-H1-16). Ziel des Projekts ist die Generierung von mono-
klonalen Antikorpern, die eine serologische Zuordnung zum
jeweiligen Subtyp mittels eines speziesunabhédngigen ELISA-Ver-
fahrens ermoglicht. Dariiber hinaus kénnen Subtypisierungen
automatisiert werden und so bei groen Probenzahlen (z. B. Wild-
tiermonitoring) angewendet werden. Ein weiterer wichtiger
Aspektist auch die Bestimmung des Neuraminidase-Subtyps. Bis-
her erfolgt das Priifen auf Neuraminidase-spezifische Antikorper
mit sehr aufwendigen Tests.

Es sollen zusdtzlich monoklonale Antikdrper etabliert wer-
den, die den jeweiligen Subtyp (N1-N9) spezifisch erkennen. Diese
Antikorper sollen dann ebenfalls auf ihre Eignung in speziesun-
abhdngigen Tests untersucht werden. Diese NA-Antikorper sollen
auch auf ihre Eignung fiir den Einsatz in einer Markervakzine
unter Nutzung der DIVA-Strategie untersucht werden. Die gene-
rierten Antikorper sind ebenfalls Voraussetzung fiir die Entwick-
lung eines Biochips.

Teilprojekt
Entwicklung viraler Vektorvakzine/
Markervakzine

Projektleitung: Dr. Angela Romer-Oberdorfer/Dr. Jutta Veits

Verfiigbare inaktiverte Impfstoffe gegen Gefliigelpest beim Nutz-
gefliigel haben zahlreiche Nachteile, u. a. die Notwendigkeit zur
individuellen Applikation und das Fehlen eines praktikablen
Systems zur Differenzierung von infizierten und geimpften
Tieren. Zur Bekdmpfung der Infektidsen Laryngotracheitis (ILT)
und der ,,Newcastle Disease“ (ND) des Gefliigels werden seit
Langem abgeschwaéchte ILT- bzw. ND-Lebendvirusimpfstoffe
eingesetzt, die fiir eine Massenapplikation tiber Aerosol oder
Trinkwasser geeignet sind. Zur Nutzung als Gefliigelpestimpf-
stoffe werden die Hamagglutinin- (und Neuraminidase-)Gene
verschiedener hoch pathogener avidrer Influenzaviren (HPAIV)
an verschiedenen Stellen in die Genome von ILTV und NDV
inseriert und Hithner mit den erhaltenen H5- bzw. H7-exprimie-
renden Virusmutanten immunisiert und belastungsinfiziert.
Dariber hinaus erlauben die Vektorvakzine eine serologische
Unterscheidung geimpfter und Influenzavirus-infizierter Tiere
(DIVA-Prinzip). Im Rahmen des Projekts werden auch in Zusam-
menarbeit mit anderen wissenschaftlichen Einrichtungen (u. a.
PEI) und Industrieunternehmen (u. a. CREATOGEN) neu ent-
wickelte bzw. in der Entwicklung befindliche Markerimpfstoffe
gegen HPAIV vergleichend mit den Eigenentwicklungen getestet.
Das FLIist derzeit die einzige Stelle in Deutschland, an der ent-
sprechende Belastungsinfektionen mit HPAIV H5N1 Asia in rele-
vanten Zielspezies (Huhn, Ente, Gans, Pute) durchgefiihrt werden
konnen.

Teilprojekt
Pilotstudie zum Einsatz kommerziell
erhaltlicher AlV H5-Impfstoffe

Projektleitung: PD Dr. Timm Harder
Laufzeit: 2 Jahre

Derzeit sind inaktivierte H5-Vollvirusvakzine die einzige kurz-
fristig zur Verfiigung stehende Moglichkeit zur Prophylaxe gegen
H5N1-Infektionen beim Hausgefliigel. Diese Vakzine zeigen im
Experiment mit geringen Tierzahlen und bei Verwendung von
SPF-Tieren eine akzeptable Wirksamkeit gegen Belastungsinfek-
tionen. Erfahrungen aus dem Feld (z. B. Italien, Mexiko) lassen
jedoch erhebliche Probleme beim Einsatz in groen Tierbestan-
den vermuten. Hierzu fehlen allerdings wissenschaftlich belegte
Daten.

Fiir eine umfassende Einschatzung der Wirksambkeit der
vorhandenen inaktivierten Vollvirusvakzine soll daher eine Pilot-
studie in ausgewdhlten Betrieben mit Enten, Gadnsen und Hiih-
nern durchgefiihrt werden. Hierzu werden die Tiere unter Feldbe-
dingungen immunisiert und danach serologisch untersucht. Die
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Schutzwirkung wird anhand einer am FLI durchgefiihrten Bela-
stungsinfektion zuféllig ausgewahlter Tiere tiberpriift.

Die Pilotstudie stellt die Basis fiir eine weitere Bewertung der
Impfung mit konventionellen inaktivierten AIV H5- und H7-Vak-
zinen dar. Diese Ergebnisse werden durch Untersuchungen (Sero-
logie und Virologie) an geimpften Zootieren (verschiedene Spe-
zies, unterschiedliche Zeitpunkte nach der Impfung) ergénzt.

Teilprojekt

Entwicklung einer Subunit- und inaktivierten
Vollvirus-Vakzine zur Immunisierung von
Katzen gegen eine Influenza H5N1-Infektion

Projektleitung: PD Dr. Dr. Thomas W. Vahlenkamp
Laufzeit: 1]Jahr

Katzen lassen sich mit HPAI H5N1 Asia infizieren. Ein Impfstoff
soll hier insbesondere der Minimierung des potenziellen Uber-
tragungsrisikos des Virus von Katzen auf den Menschen dienen.
In einem Pilotversuch soll die grundsétzliche Méglichkeit einer
Immunisierung von Katzen gegen eine H5N1-Infektion gepriift
werden. Hierfiir werden zwei inaktivierte Impfstoffe auf der Basis
des aus einer Riiganer Katze isolierten H5N1-Virus hergestellt und
auf ihre Wirksambkeit getestet. Drei Gruppen von je fiinf Katzen
(zwei Impfstoffpraparationen [Subunit, Vollvirus] plus negative
Kontrollgruppe) werden in die Wirksamkeitspriifung einbezo-
gen. Eine weitere Gruppe nicht immunisierter Katzen wird fiir die
Ubertragungsexperimente benétigt. Nach zweimaliger Immuni-
sierung im Abstand von je drei Wochen wird die Wirksamkeit der
Impfung durch Belastungsinfektion der Tiere mit dem hoch
pathogenen avidren H5N1-Virus getestet. Hierbei wird neben der
Immunantwort und klinischen Symptomen insbesondere die
Virusausscheidung quantitativ ermittelt. Dartiber hinaus wird
ebenfalls die Ubertragung der Infektion von immunisierten
Katzen nach Belastungsinfektion auf nicht infizierte Tiere unter-
sucht.

Teilprojekt

Serologische Untersuchungen zur Empfang-
lichkeit von ausgewdhlten Vogelspezies und
Sdugetieren in natiirlichen Ausbruchsgebie-
ten der aviaren Influenza H5N1-Infektion

Projektleitung: Anja Globig
Laufzeit: 1]ahr, je nach epidemiologischer Situation fortlaufend

Die Infektion von Wildvogeln mit dem HPAIV H5N1 in Europa bie-
tetmomentan eine besondere Moglichkeit, die Empfanglichkeit
und Verbreitung des Erregers unter den verschiedenen Vogel-
und Sdugetierspezies in den natiirlichen Ausbruchsgebieten
durch gezielte serologische Felduntersuchungen zu analysieren.
Neben Untersuchungen verschiedener Wild- und Wasservogel-
arten auf das Vorhandensein von Antikérpern gegen das HPAIV

H5N1werden auch Sdugetiere untersucht. Dies soll somit auch
Aufschluss iiber mégliche Ubertragungswege geben sowie eine
Expositionsabschitzung erlauben. Bei den Sdugetieren werden
insbesondere Blutproben von Tierarten innerhalb der Felidae und
Mustelidae (Katzen- und Marderartige) sowie ausgewéhlte Spe-
zies (Fuchs, Wildschwein, Maus, Ratte) untersucht. Neben ver-
schiedenen Wasservogeln sollen in den Ausbruchsgebieten in
Deutschland insbesondere Proben von Aasfressern (Greif- und
Rabenvogel) analysiert werden. Der Nachweis H5N1-spezifischer
Antikorper erfolgt durch ein kompetitives ELISA-System, welches
die speziesunabhédngige Detektion ermdglicht. Die Seren sollen
Eingang in eine zu errichtende Datenbank finden.

Teilprojekt

Erstellung einer Datenbank zur epidemio-
logischen Analyse des AlV-Geschehens

in Wildvégeln in Deutschland

Projektleitung: PD Dr. Franz |. Conraths
Laufzeit: Aufbau 3 Jahre, danach fortlaufend

Dasich die H5N1-Infektion bei Wildvogeln einer Beeinflussung
durch den Menschen weitgehend entzieht, kommt einem Moni-
toring in den Wildvogelpopulationen eine besondere Bedeutung
zu. Die dabei erhaltenen Daten miissen bundesweit gesammelt
und epidemiologisch analysiert werden. Zu diesem Zweck ist eine
Datenbank zu erstellen, in welche fiir jedes einzelne beprobte Tier
die Tierart, Datum, Ort der Probennahme, Befunde (positive und
negative Testergebnisse) und Diagnosemethode eingehen. In die
Beprobung sind auch Tierarten einzubeziehen, die im Rahmen
des reguldren Monitoring nicht erfasst werden (seltene Enten-
arten; Nutzung des sogenannten ,.Beifangs” von Wildvégeln in
der Kiistenfischerei).

Der Verlauf der Ausbreitung und das betroffene Artenspek-
trum unter den Wildvogeln und anderen betroffenen Tieren ist
epidemiologisch zu untersuchen. Um zuverldssige epidemiologi-
sche KenngroBen (z. B. Schatzung von Prévalenz und Inzidenz)
und potenzielle Risikofaktoren analysieren zu konnen, miissen
die Ergebnisse aller beprobten Tiere in einem standardisierten
Format in einer Datenbank dokumentiert werden. Die Daten wer-
den dann mathematisch-statistisch untersucht, das Verhalten der
Infektion in Raum und Zeit ermittelt und visualisiert (z. B. durch
Kartographie). Anhand der jeweiligen Stichprobenumfénge
(Anzahl der beprobten Tiere pro Tierart) ist die Genauigkeit der
Schatzungen zu bestimmen. Mathematische Modelle, die helfen
konnen, den weiteren Verlauf der Infektion bei Wildtieren zu pro-
gnostizieren, werden mit den Daten aus dem Wildvogelmonito-
ring erstellt.
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Teilprojekt

Beteiligung an internationalen Vorhaben
zur Tierseuchenbekampfung (darunter
Wildtiermonitoring)

Projektleitung: Prof. Dr. Thomas C. Mettenleiter
Laufzeit: Aufbau 3 Jahre, danach fortlaufend

Innerhalb weniger Monate hat sich HPAI H5N1 tiber Eurasien und
bis nach Nord- und Westafrika ausgebreitet. Es sind auch Lander
betroffen, in denen Zugvégel, die in Deutschland ihre Brutgebie-
te haben oder tiberwintern. Dariiber hinaus wurden Infektionen
in Ldndern nachgewiesen (v. a. auf dem afrikanischen Kontinent),
in denen Zugvdogel iiberwintern, deren Brutgebiete in Deutsch-
land liegen. Viele dieser Lander konnen aus eigener Kraft kein
adaquates Wildvogelmonitoring unterhalten. Um hier Abhilfe zu
schaffen, soll in enger Kooperation mit internationalen Organi-
sationen (FAO, OIE) eine epidemiologische Task Force etabliert
werden, die speziell fiir Einsdtze im internationalen Rahmen
geschult und ausgertistet wird.

Teilprojekt
Erstellung von Datenbanken zum
serologischen Monitoring bei Wildvégeln

Projektleitung: PD Dr. Franz |. Conraths
Laufzeit: 2 Jahre

Bisher wurde HPAT H5N1 nur bei toten Tieren in Deutschland
gefunden. Befunde aus Asien zeigen jedoch, dass lebende Tiere
(z.B. bestimmte Entenarten, Feldsperlinge) das Virus beherber-
gen konnen. Bei lebenden Schwénen, die in Kroatien untersucht
wurden, ergaben sich Hinweise auf das Vorhandensein von Anti-
korpern gegen H5N1-Virus. Das Vorkommen von lebenden sero-
positiven Tieren muss als Hinweis darauf gewertet werden, dass
sich das Virus in der Wildvogelpopulation etabliert und die Infek-
tion nicht bei allen betroffenen Tieren letal verlauft.

Esist daher erforderlich, das Wildvogelmonitoring auf serolo-
gische Untersuchungen von toten, kranken und dem Anschein
nach gesunden Vogeln auszudehnen, um eine Etablierung der
Infektion in Teilen der Wildvogelpopulation (ggf. in bestimmten
Arten, z. B. Entenvogeln) frithzeitig erkennen zu kénnen. Voraus-
setzung fiir die Durchfithrung des serologischen Monitorings ist
das Vorhandensein validierter serologischer Tests. Die Validie-
rung muss mithilfe von geeignetem Referenzmaterial erfolgen,
das durch experimentelle Infektionen hergestellt wird oder im
Rahmen des Wildvogelmonitorings gesammelt wird. Geeignete
Probenbanken (inklusive einer Datenbank mit exakter Dokumen-
tation) sind zu erstellen.

Teilprojekt
Monitoring mit Indikatortieren in Gebieten
mit hoher Wasservogeldichte

Projektleitung: Anja Globig

In Gebieten, in denen sich wahrend des Frithjahrs-, aber vor allem
wdahrend des Herbstzuges, viele wilde Wasservdgel sammeln,
werden Indikatoranlagen eingerichtet. Diese werden in der
West-Riigenschen Boddenlandschaft (Naturschutzgebiet Beuchel
bzw. Heuwiese (Kubitzer Bodden), am Bodensee (,,Drehscheibe”
des Vogelzuges) und am Giilper See (Landkreis Havelland) bzw.
Waulkau (Landkreis Stendal) errichtet.

Die Anlagen sind so zu gestalten, dass die Indikatortiere in
Kontakt mit Wildvégeln kommen. Als Indikatortiere fungieren
handzahme Stockenten oder Hockerschwéne (gestutzte Fliigel)
aus Aufzuchtstationen, die in regelméBigen Abstdnden beprobt
werden (Tupfer und Blutentnahme). Die Tiere werden im Freiland
unter kontrollierten Bedingungen (groes Gehege mit Einflugs-
moglichkeit fiir Wildvogel) gefiittert und beobachtet. Das
Vorkommen von wilden Wasservogeln in ihrer Ndhe wird
zahlenméBig und unter exakter Artbestimmung regelmafig
protokolliert. Nach Moglichkeit werden wilde Wasservogel in
der Ndhe der Anlage eingefangen und beringt bzw. nach Ringen
kontrolliert, um eine Aussage tiber ihre Herkunft zu treffen.

Teilprojekt
Untersuchungen zur molekularen
Epidemiologie in der Wildvogelpopulation

Projektleitung: Elke Starick

Influenzaviren sind genetisch nicht stabil. Unter dem Selektions-
druck, der sich in einer Wirtspopulation unter anderem durch
deren Zusammensetzung (Spektrum der betroffenen Wirtsarten)
und durch Umweltfaktoren (z. B. Klima, Temperatur) ergibt, muss
mit einer raschen genetischen Anpassung des Virus gerechnet
werden. Daten aus Asien zeigen, dass sich in H5N1-infizierten
Wildvogelpopulationen genetische Verdnderungen vollziehen.
Derartige Vorgédnge sind auch in Deutschland zu erwarten. Mole-
kularbiologische Untersuchungen, die Verdnderungen des Virus
aufdecken, sind dringend erforderlich, um Anpassungsvorgange
des Virus an die spezifischen Verhéltnisse in Mitteleuropa zu
erkennen und um Hinweise auf den Ablauf von Infektketten in
den Wildvogel- und Wildtierpopulationen zu erhalten.
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Teilprojekt

Untersuchungen zur Empfanglichkeit von
ausgewahlten Vogelspezies und Sdugetieren
fiir das in Deutschland isolierte HPAIV H5N1

Projektleitung: Prof. Dr. Th. C. Mettenleiter, PD Dr. Martin Beer

Dasin Deutschland bei Wildvogeln aufgetretene HPAIV H5N1
zeichnet sich durch einen breiten Spezies-Tropismus aus. Sowohl
unter experimentellen als auch unter natiirlichen Bedingungen
werden beispielsweise von infizierten Katzen Virusmengen aus-
geschieden, die fiir die Ubertragung der Infektion auf nicht infi-
zierte Kontakttiere ausreichen. Dies wurde bisher bei anderen
Influenzaviren nicht beobachtet.

Um mehr Einsicht in die Mechanismen der Virusvermehrung,
Zelltropismus, Virusausscheidung, Inkubationsperiode etc. zu
gewinnen, sind experimentelle Infektionen notwendig. Da der
klinische Verlauf der H5N1-Infektion bei den unterschiedlichen
Spezies zwischen asymptomatischer Infektion, milden respirato-
rischen Erscheinungen und schwerer systemischer Krankheit mit
100 Prozent Mortalitdt variiert, sind detaillierte Untersuchungen
fiir die einzelnen ausgewahlten Spezies notwendig. Innerhalb des
Wirtschaftsgefliigels werden Untersuchungen insbesondere bei
Huhn, Hausente, Hausgans und Pute durchgefiihrt. Entsprechend
ihrer Verfiigbarkeit werden ebenfalls Infektionen bei ausgewéahl-
ten Singvogeln durchgefiihrt. Innerhalb der Sdugetiere werden
experimentelle Infektionen bei ausgewéhlten, fiir die Virusver-
breitung bzw. Ubertragung auf den Menschen méglicherweise
besonders relevanten Tierspezies durchgefiihrt, darunter Katzen
und Hunde.

Teilprojekt

Untersuchungen zur Pathogenese des
hdmorrhagischen Syndroms und zum Organ-
tropismus von hoch virulenten H5N1-Isolaten
in unterschiedlichen Spezies

Projektleitung: Prof. Dr. Jens P. Teifke

Der klinische Verlauf avidrer Influenzavirusinfektionen im Haus-
gefliigel variiert zwischen asymptomatischer Infektion, milden
respiratorischen Erscheinungen und schwerer systemischer
Krankheit mit 100 Prozent Mortalitét, die sich als hdmorrhagische
Diathese mit Schock &uBert. HPAIV besitzen auch einen ausge-
pragten Endotheliotropismus, wobei auch die betroffene Tierart
berticksichtigt werden muss.

H5N1 stimuliert die Produktion von TNF-alpha und anderer
proinflammatorischer Zytokine und Chemokine in humanen
Monozyten und Makrophagen. Untersuchungen dieser Art sind
bislang beim Gefliigel nicht durchgefiihrt worden. Bisherige Stu-
dien ergaben, dass H7N7 oder H5N1im Huhn auch zu einer ausge-
dehnten Infektion von Endothelzellen in allen Organen fiihrten,

die schwerwiegende Krankheitsverlaufe zur Folge hatte. Im
Unterschied dazu war nach Infektion von Tauben mit H5N1ledig-
lich ein prominenter Neurotropismus des Virus nachzuweisen.
Die Griinde hierfiir sind bislang véllig unbekannt.

Ausgehend von den Beobachtungen beim aktuellen Seuchen-
geschehen kann der fulminante Krankheitsverlauf bei Schwanen
sowohl durch den Neuro- als auch Endotheliotropismus erklért
werden, wahrend beim infizierten Sduger (Katze) offenbar der
Pneumotropismus im Vordergrund steht. Diese Einzelbeobach-
tungen miissen in unterschiedlichen Vogelspezies (Huhn, Ente,
Gans, Schwan) und Sdugetierarten (Hausschwein, Wildschwein,
Fuchs, Ratte, Maus, Frettchen) iberpriift werden, wobei auch
Nichtvertebraten wie Anneliden oder Arthropoden als Vektoren
bertiicksichtigt werden sollen.

Teilprojekt

Untersuchungen zur Induktion der
unspezifischen und spezifischen Immun-
antwort nach H5N1-Influenzavirusinfektion

Projektleitung: Prof. Dr. Lothar Stitz

Virusinfektionen fithren zur Induktion einer frithzeitigen unspe-
zifischen zellularen Abwehrreaktion durch NK-Zellen und einer
darauf folgenden spezifischen Immunantwort durch T-Zellen.
Ziel dieses Projekts ist die Charakterisierung der Immunantwort
nach Infektion mit H5SN1-Influenzaviren, um durch eine spezifi-
sche Stimulation des Immunsystems eine Beschleunigung der
antiviralen Immunantwort und damit eine Reduktion des Virus-
titers in der Lunge oder gar eine Elimination des Virus erreichen
zu konnen.

Hierzu soll in ausgewdhlten Tiermodellen die Kinetik und
Sperzifitat der antiviralen zelluldren Immunreaktion nach Isolie-
rung der entsprechenden Effektorzellen aus der Lunge oder aus
dem Blut untersucht werden. Dabei werden virale Peptide identi-
fiziert, gegen die eine solche Abwehrreaktion induziert wird,
sowie das Spektrum der lokal synthetisierten Zytokine und Anti-
korper analysiert. Durch Einsatz verschiedener Stimulantien des
Immunsystems, wie etwa Interferon, wird untersucht, ob nach
einer H5N1-Infektion durch frithzeitige Induktion der Immun-
antwort die Infektion beeinflusst werden kann.
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Teilprojekt
Untersuchungen zum Virulenzpotenzial
von Influenzaviren

Projektleitung: Dr. Jiirgen Stech

Die Virulenz von Influenzaviren wird nicht allein von einem vira-
len Protein oder einem Genomsegment bestimmt. In Végeln (hier
hauptsachlich Wassergefliigel) vermehren sich Influenzaviren
aller Subtypen (HA1-HA16). Die meisten dieser Influenzaviren sind
fir das Hithnergefliigel niedrig pathogen (IpAIV) und verursa-
chen lediglich leichte Organverdnderungen. AusschlieBlich Viren
der Subtypen H5 und H7 kénnen hoch pathogene Varianten
(HPAIV) ausbilden, die die klassische Gefliigelpest mit schweren
klinischen Symptomen verursachen. Warum ausschlieBlich Ver-
treter dieser Subtypen dazu in der Lage sind, ist unbekannt. Durch
Serienpassagen kann eine Virulenzsteigerung durch Mutation an
der Spaltstelle des Himagglutinins erfolgen. Diese ermdglicht es
dann, dass das Virus sich im gesamten Tierkdrper vermehren
kann und damit die schweren klinischen Symptome hervorruft.

Ziel der Untersuchungen ist es zu kléren, ob auch HA anderer
Subtypen in der Lage sind, diese Eigenschaft zu erwerben. Dazu
soll das von uns etablierte reverse genetische System fiir Influen-
zaviren genutzt werden. Dazu sollen HA anderer Subtypen (HA3,
HA4, HA6, HA9) mittels gerichteter Verdnderung der Spaltstelle
modifiziert werden. Die so gentechnisch mutierten Gene sollen
dann zur Generierung von rekombinanten Influenzaviren (auch
mit Neuraminidasen unterschiedlich virulenter Influenzaviren)
genutzt werden, die ausschlieBlich im Tierversuch auf ihre Viru-
lenz hin untersucht werden.
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Prof. Dr. Mathias Ackermann
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Richtlinien zur Férderung von Forschungsverbiin-
den zu zoonotischen Infektionskrankheiten
vom 1.4.2006 - Abgabetermin: 1.9.2006

Erschienen im Bundesanzeiger Nr. 65 vom 1.4.2006 Um das Themenfeld der zoonotischen Infektionserkrankungen
erfolgreich bearbeiten zu konnen, ist die Zusammenarbeit von

1 Zuwendungszweck, Rechtsgru ndl agen Human- und Veterindrmedizin eine grundlegende Vorausset-

Die schnell anwachsende Weltbevolkerung, zunehmende Mobi- zung. Bislang verlduft die veterinir- und humanmedizinische For-

litdt und Verinderungen von Nutztierzucht und -haltung haben schung zu diesem Thema in Deutschland, wie auch international,

in den letzten Jahrzehnten Bedingungen geschaffen, die zum jedoch meist unabhéngig voneinander, die notwendigen Schnitt-

einen das Expositionsrisiko des Menschen gegeniiber zoonoti- stellen sind nur unbefriedigend entwickelt. Der Aufbau geeigne-

schen Erregern deutlich erhdht haben und die zum anderen die ter Kooperationsstrukturen kénnte erhebliche Synergien mobili-

rasche Ausbreitung von Ausbriichen begiinstigen. Nahezu zwei sieren.

Drittel aller bekannten humanpathogenen Erreger werden vom

Tier auf den Menschen tibertragen. Das Bundesministerium fiir Bildung und Forschung (BMBF) beab-

sichtigt daher, im Rahmen des Programms der Bundesregierung
Da es sich bei praktisch allen neuen Erregern der letzten Jahre, »Gesundheitsforschung: Forschung fiir den Menschen” die in
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Deutschland vorhandenen Kompetenzen aus Human- und Vete-
rindrmedizin zu zoonotischen Infektionskrankheiten in interdis-
ziplindren Forschungsverbiinden zu gesundheitspolitisch rele-
vanten Erregern/Erreger-Gruppen zusammenzufiihren.

Vorhaben kénnen nach MaBgabe dieser Richtlinien, der BMBF-
Standardrichtlinien fir Zuwendungen auf Ausgaben- bzw.
Kostenbasis und der Verwaltungsvorschriften zu § 44 Bundes-
haushaltsordnung (BHO) durch Zuwendungen geférdert werden.
Ein Rechtsanspruch auf Gewdhrung einer Zuwendung besteht
nicht. Der Zuwendungsgeber entscheidet aufgrund seines
pilichtgemé&Ben Ermessens im Rahmen der verfiigbaren Haus-
haltsmittel.

2 Gegenstand der Férderung

Es istvorgesehen, eine begrenzte Zahl interdisziplinédrer, nationa-
ler Forschungsverbiinde mit ca. 5-10 Arbeitsgruppen mit obliga-
ter Beteiligung der Veterindr- und der Humanmedizin zu zoonoti-
schen Infektionskrankheiten zu férdern. In einem Verbund sollen
die in Deutschland vorhandenen Kompetenzen aus Human- und
Veterindrmedizin zu einem relevanten zoonotischen Erreger oder
Erreger-Gruppen thematisch gebiindelt und zusammengefiihrt
werden. Als Verbundpartner sollen ggf. auch Arbeitsgruppen aus
der industriellen Forschung, vor allem fiir das Themenfeld Dia-
gnostik/Typisierung der Erreger (s. u.), eingebunden werden. Die
inhaltliche Ausrichtung der Verbiinde soll sich schwerpunkt-
maBig darauf konzentrieren, die Transmission relevanter zoono-
tischer Erreger vom Tier auf den Menschen zu erforschen. Dabei
sollen in den Verbiinden Projekte von der Grundlagenforschung
bis zur klinischen Forschung zu folgenden Themen bearbeitet
werden:

Atiologie und Pathogenese

Hier sollen grundlegende Fragen zur Ubertragung der Erreger
vom Tier auf den Menschen untersucht werden, z.B. der Mecha-
nismus der Entstehung neuer pathogener Stimme, die unter-
schiedliche Pathogenitédt in Mensch und Tier, der Austausch von
Resistenzgenen, Ubertragungswege und Infektketten. Zudem
muss die experimentelle Bearbeitung der Transmissionsmecha-
nismen vom Tier auf den Menschen im Tiermodell auf jeden Fall
in den zu bildenden Verbiinden vertreten sein.

Diagnostik/Typisierung

Der Schwerpunkt soll bei der Entwicklung und Evaluierung
moderner molekularer Typisierungsmethoden, z. B. auf DNA-
Basis liegen. Die Evaluierung der entwickelten Diagnostik in
Ringversuchen kann ebenfalls Gegenstand der Foérderung sein.

Epidemiologie/Surveillance

Ein gemeinsamer Austausch der sowohl bereits erfassten als auch
der noch zu erhebenden Daten wird erwartet. Unter Berticksichti-
gung der bestehenden gesetzlich vorgeschriebenen veterinéar-
und humanmedizinischen Surveillance-Aktivitdten sollen ergan-
zende Untersuchungen zur Verbesserung der Kenntnisse tiber
das Vorkommen der Erreger in Wildtier- und Haustierpopulatio-
nen sowie beim Menschen durchgefiihrt werden. Hier ist der for-
schungsbedingte Mehraufwand darzulegen und abzugrenzen
von den Untersuchungen, die aufgrund der gesetzlichen Bestim-
mungen im Rahmen der Ressortaufgaben des BMG und des
BMELV durchgefiihrt werden.

Eine wichtige Komponente dieser FordermaBnahme sind verbun-
diibergreifende Querschnittsaktivitdten, fiir die ebenfalls Mittel
beantragt werden kénnen. Dazu gehoren, z. B.:

+ Harmonisierung und Standardisierung der Methoden zur
Diagnostik/Typisierung der Erreger

+ Koordination der Datenerfassung und Entwicklung zielge-
richteter biometrischer Auswertungsstrategien der Daten,
ggf. Zusammenfithrung der Daten aus Human- und Vete-
rindrmedizin in einer zentralen Datenbank. Bei Aufbau einer
Datenbank ist ein nachhaltiges Finanzierungs- und Nutzungs-
konzept auch nach Ablauf der Férderung darzustellen.

+ Ubersicht und Koordinierung der bestehenden Depositorien
(z. B.DNA, Stamme) fiir zoonotische Erreger in Human- und
Veterindrmedizin

+ Methoden der Surveillance von Infektionskrankheiten bei
Tier und Mensch.

Zur Forderung der horizontalen Vernetzung der Human- und
Veterindrmedizin und der Zusammenarbeit der Verbiinde in
den Querschnittsprojekten sollen regelméBig Foren und
Workshops stattfinden (s. a.7.3)

3 Zuwendungsempfanger

Antragsberechtigt sind Hochschulen, Hochschulkliniken, auBer-
universitdre Forschungs- und Entwicklungseinrichtungen sowie
Unternehmen der gewerblichen Wirtschaft. Forschungseinrich-
tungen, die gemeinsam von Bund und Landern grundfinanziert
werden, kann nur unter bestimmten Voraussetzungen eine Pro-
jektférderung fir ihren zusétzlichen Aufwand bewilligt werden.

4 Zuwendungsvoraussetzungen

Die Antragsteller miissen durch einschldgige wissenschaftliche
Vorarbeiten ausgewiesen sein und eine hohe Bereitschaft zur
Zusammenarbeit mitbringen. Vor der Forderentscheidung tiber
ein Verbundprojekt muss eine grundsitzliche Ubereinkunft der
Kooperationspartner tiber bestimmte vom BMBF vorgegebene
Kriterien nachgewiesen werden, die einem Merkblatt zu entneh-
men sind (BMBF-Vordruck 0110). Verbundpartner mussen ihre
Forderantrage vor Vorlage mit dem zu bestellenden Projektlei-
tung (Koordinator) abstimmen.

Von den Antragstellern wird die Bereitschaft zur internationalen
Kooperation erwartet. Um unnétige Doppelentwicklungen zu
vermeiden und alle notwendigen Kompetenzen zu beteiligen,
kénnen in Verbundvorhaben auch internationale Kooperations-
partner eingebunden werden, wobei der internationale Partner
grundsatzlich eine eigene nationale Forderung fiir seinen
Projektanteil nachzuweisen hat.

Antragsteller sollen sich - auch im eigenen Interesse — im Umfeld
des national beabsichtigten Vorhabens mit dem EU-Forschungs-
rahmenprogramm vertraut machen. Sie sollen prifen, ob das
beabsichtigte Vorhaben spezifische europdische Komponenten
aufweist und damit eine ausschlieBliche EU-Férderung moglich
ist. Weiterhin ist zu priifen, inwieweit im Umfeld des national
beabsichtigten Vorhabens ergdnzend ein Forderantrag bei der EU
gestellt werden kann. Das Ergebnis der Priifungen soll im natio-
nalen Férderantrag kurz dargestellt werden. Informationen zur
EU-Forderung konnen hier abgerufen werden.
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5 Art, Umfang und Héhe der Zuwendung
Die Zuwendungen kénnen im Wege der Projektférderung als
nichtriickzahlbare Zuschiisse gewédhrt werden.

Verbundprojekte konnen zunéchst mit einer Laufzeit von bis zu
drei Jahren geférdert werden. Rechtzeitig vor dem Ende der
ersten Forderphase kann ein Anschlussantrag vorgelegt werden,
dessen Begutachtung eine Bewertung der Leistungen in der
zuriickliegenden Forderphase einschlieB3t. Eine Anschlussférde-
rung von maximal drei Jahren ist in Abh&ngigkeit vom Ergebnis
der Begutachtung des Anschlussantrages vorgesehen. Aufgrund
der Dynamik des Forschungsgebiets sind zu diesem Zeitpunkt
Umstrukturierungen bei den Verbundpartnern bzw. die konkur-
rierende Beantragung neuer Verbiinde zu neu auftretenden
zoonotischen Infektionen moglich.

Zuwendungsfahig fiir Antragsteller sind der vorhabenbedingte
Mehraufwand, wie Personal-, Sach- und Reisemittel.

Ausgaben fiir das Einholen von Ethikvoten an Hochschulen wer-
den der Grundausstattung zugerechnet und kénnen nicht gefor-
dert werden.

Die zur Anmeldung eines Patents erforderlichen Ausgaben/
Kosten wahrend der Laufzeit des Vorhabens sind im Rahmen der
BMBF-Standardrichtlinien grundséatzlich zuwendungsfahig.

Zusdtzlich zu den Mitteln fiir Forschungsprojekte konnen bei
Bedarf auch Mittel fiir weitere unterstiitzende MaBSnahmen
beantragt werden, wie z. B.:

+ Mittel fir verbundibergreifende Querschnittsaktivitdten zu
den unter 2 genannten Themenbereichen,

+ Personal- und Sachausgaben fiir die Koordinierung eines
Verbunds auf struktureller und fachlicher Ebene,

+ Mittel zur wissenschaftlichen Kommunikation, z. B. Durch-
fithrung von Workshops und Arbeitstreffen, und Offentlich-
keitsarbeit, Gastaufenthalte von Nachwuchswissenschaftlern
aus dem Verbund an externen Forschungsstédtten und Klini-
ken, insbesondere im Labor von internationalen Partnern,
Einladung von externen Fachleuten,

+ Rotationsstellen fiir Wissenschaftler aus der Klinik, die voll
oder anteilig fiir eine befristete Zeit von ihren Routineauf-
gaben in der Versorgung fir die Forschung freigestellt
werden sollen, und fiir die ein Ersatz eingestellt werden muss.

Bemessungsgrundlage fiir Hochschulen, Forschungs- und Wis-
senschaftseinrichtungen und vergleichbare Institutionen sind
die zuwendungsfahigen projektbezogenen Ausgaben (bei
Helmholtz-Zentren und der Fraunhofer-Gesellschaft - FhG - die
zuwendungsfdhigen projektbezogenen Kosten), die individuell
bis zu 100 Prozent geférdert werden konnen.

Bemessungsgrundlage fiir Zuwendungen an Unternehmen der
gewerblichen Wirtschaft sind die zuwendungsféhigen projektbe-
zogenen Kosten, die in der Regel - je nach Anwendungsnéhe des
Vorhabens -- bis zu 50 Prozent anteilfinanziert werden kénnen.
Nach BMBF-Grundséatzen wird eine angemessene Eigenbeteili-
gung - grundsétzlich mindestens 50 Prozent der entstehenden
zuwendungsfdhigen Kosten — vorausgesetzt.

Die Bemessung der jeweiligen Férderquote muss den Gemein-
schaftsrahmen der EU-Kommission fiir staatliche FuE-Beihilfen
berticksichtigen. Dieser Gemeinschaftsrahmen lésst fiir Verbund-

projekte von Antragstellern aus den Neuen Bundesldndern und
fuir Kleine und Mittlere Unternehmen (KMU) eine differenzierte
Bonusregelung zu, die ggf. zu einer hoheren Férderquote fithren
kann.

6 Sonstige Zuwendungsbestimmungen

Bestandteil eines Zuwendungsbescheides auf Kostenbasis werden
grundsétzlich die Allgemeinen Nebenbestimmungen fir Zuwen-
dungen auf Kostenbasis des BMBF an Unternehmen der gewerb-
lichen Wirtschaft fiir Fuk-Vorhaben (NKBF98).

Bestandteil eines Zuwendungsbescheides auf Ausgabenbasis
werden die Allgemeinen Nebenbestimmungen fiir Zuwendun-
gen zur Projektférderung (ANBest-P) und die Besonderen Neben-
bestimmungen fiir Zuwendungen des BMBF zur Projektforde-
rung auf Ausgabenbasis (BNBest-BMBF98).

7 Verfahren
7.1 Einschaltung eines Projekttragers und Anforderung von

Unterlagen

Mit der Abwicklung dieser FordermaBnahme hat das BMBF
beauftragt:

Projekttréager im DLR, Gesundheitsforschung
Heinrich-Konen-Stra3e 1, 53227 Bonn

Telefon: 0228 3821-210 (Sekretariat), Fax: 0228 3821-257
http:/f[www.pt-dlr.de/

Es wird empfohlen, zur Antragsberatung mit dem Projekttrager
Kontakt aufzunehmen. Weitere Informationen und Erlduterun-
gen sind dort erhéltlich. Vordrucke fir férmliche Forderantréage,
Richtlinien, Merkblitter, Hinweise und Nebenbestimmungen
konnen hier abgerufen werden oder unmittelbar beim Projekt-
trager angefordert werden. Zur Erstellung von férmlichen
Forderantrdgen wird die Nutzung des elektronischen Antrags-
systems ,easy” dringend empfohlen.

7.2 Einreichung von Vorhabenbeschreibungen

Das Forderverfahren ist zweistufig, es findet aber nur ein fachli-
cher Begutachtungsschritt unter Beteiligung von externen Gut-
achtern statt. In der ersten Stufe sind dem Projekttrager zunéchst
formlose Vorhabenbeschreibungen der Forschungsverbiinde in
englischer Sprache bis spétestens zum 1. September 2006 auf dem
Postweg durch den vorgesehenen Verbundkoordinator vorzule-
gen. Die Vorhabenbeschreibungen sollen dem Gutachterkreis
eine abschlieBende fachliche Stellungnahme erlauben. Die Vorla-
gefrist gilt nicht als Ausschlussfrist. Verspétet eingehende Projekt-
skizzen konnen aber moéglicherweise nicht mehr berticksichtigt
werden. Eine Vorlage per ,electronic mail” oder FAX ist nicht
moglich.

Vorhabenbeschreibungen miissen sowohl die Organisations-
struktur wie auch das Forschungsprogramm des Verbundvorha-
bens erldutern. Ferner sind Ansédtze und Konzepte zu verbundi-
bergreifenden Querschnittsaktivitdten (s. a. 2.) mit anderen
moglichen Verbiinden darzustellen. Der Umfang der Vorhaben-
beschreibungen (DIN A4-Format, 1,5-zeilig, doppelseitig) darf.

7 Seiten fiir das Gesamtkonzept des Verbundes und 7 Seiten pro
geplantem Teilprojekt nicht iberschreiten. Sie sind in 20-facher
Ausfertigung mit einer ungebundenen Kopiervorlage sowie im
pdf-Format auf CD-ROM vorzulegen. Die Vorhabenbeschreibung
istnach dem ,Leitfaden fiir die Antragstellung” zu strukturieren.
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Aus der Vorlage eines Antrages kann kein Rechtsanspruch abge-
leitet werden.

7.3 Auswahl und Entscheidungsverfahren

Die eingereichten Vorhabenbeschreibungen werden unter Betei-
ligung eines externen unabhédngigen Gutachterkreis u. a. nach
folgenden Kriterien bewertet:

+ wissenschaftliche Qualitdt und Erfolgsaussichten des
Vorhabens,

+ Uberzeugende thematische Ausrichtung des Verbundes mit
Biindelung des dafiir wesentlichen Forscherpotenzials
(z. B. Referenzlaboratorien, vorhandene Depositorien und
Datenbanken),

+ Interdisziplinaritdt, Zusammenarbeit von Human- und
Veterinarmedizin,

+ Mehrwertder Verbundférderung,

+ Qualitdt der Zusammenarbeit der Verbundpartner,

+ gesundheitspolitische Bedeutung der zoonotischen
Infektionserkrankung,

+ vorhandene Vorleistungen/Ressourcen,

+ Konzepte fiir verbundibergreifende Querschnittsprojekte,

+ Einbeziehung internationaler Partner.

Auf der Grundlage der Bewertung werden dann jeweils die
sowohl in struktureller als auch wissenschaftlicher Hinsicht aus-
sichtsreichsten Verbiinde mit den entsprechenden Projekten aus-
gewahlt. Das Auswahlergebnis wird den Interessenten schriftlich
mitgeteilt. Bei positiver Bewertung werden die Interessenten
liber den vorgesehenen Verbundkoordinator in einer zweiten
Verfahrensstufe aufgefordert, einen férmlichen Férderantrag
vorzulegen, iber den nach abschlieBender Priifung entschieden
wird.

Im Hinblick auf die Entwicklung und Koordination der verbund-
uibergreifenden Querschnittsaktivitdten ist eine frithzeitige
Abstimmung zwischen den ausgewéhlten Verbiinden notwen-
dig. Daher soll zu diesem Zweck ein erstes Treffen der ausgewahl-
ten Verbiinde bereits kurz nach Abschluss des Auswahlverfahrens
stattfinden. Im Anschluss ist dem Projekttrager ein ausfiihrliches
Arbeitsprogramm mit entsprechendem Finanzrahmen fir die
verbundubergreifenden Querschnittsprojekte vorzulegen. Wei-
tere Treffen der Verbiinde und Workshops sind in regelmaBigen
Abstdnden geplant und sollen von den Verbiinden selbst organi-
siert werden.

Esist vorgesehen, die FordermaBnahme, insbesondere die ver-
bundiibergreifenden Aktivitdten, durch einen unabhéngigen,
wissenschaftlichen Beirat zu begleiten, der regelméfig, (mindes-
tens) jahrlich, zusammentritt.

Fir die Bewilligung, Auszahlung und Abrechnung der Zuwen-
dung sowie fiir den Nachweis und die Priifung der Verwendung
und die ggf. erforderliche Aufhebung des Zuwendungsbeschei-
des und die Riickforderung der gewdhrten Zuwendung gelten die
Verwaltungsvorschriften zu § 44 BHO sowie §§ 48 bis 49a Verwal-
tungsverfahrensgesetz (VwV{G), soweit nicht in diesen Férder-
richtlinien Abweichungen zugelassen sind.

8 Inkrafttreten
Diese Forderrichtlinien treten mit dem Tag der Verdffentlichung
im Bundesanzeiger in Kraft.

Berlin, den 22.3.2006

Bundesministerium fiir Bildung und Forschung
Im Auftrag

Dr. GabrieleHausdorf
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Bundesministerium fiir Erndhrung, Landwirtschaft
und Verbraucherschutz -

Richtlinie iiber die Férderung innovativer Vorha-
ben zur Bekampfung von Zoonosen bei Tieren im
Rahmen des Programms zur Innovationsforderung
vom 8. Juni 2006

1 Zuwendungszweck und Rechtsgrundlagen

Die Tiergesundheit ist in der landwirtschaftlichen Nutztierhal-
tung der entscheidende Faktor fiir die Aufrechterhaltung und
Steigerung der Sicherheit und Qualitidt der Produkte sowie der
Produktion. Zum einen ist die Tiergesundheit von groBter Bedeu-
tung, um die Gefahr der Ubertragung von Erregern vom Tier auf
den Menschen zu minimieren. Zum anderen sind gesunde
Lebensmittel tierischer Herkunft nur mit gesunden Tieren, die
bedarfsgerecht gefiittert und artgerecht gehalten werden, effizi-
entzu erzeugen.

Innovationspotenzial wird insbesondere bei der Bekdmpfung von
Zoonosen bei Tieren gesehen. Hier stehen sichere Diagnostika,
Impfstoffe sowie andere Hygienemafnahmen im Vordergrund.
Fur prophylaktische MaBnahmen sind mégliche Schutz- und
Notimpfungen zum Aufbau und zur Stabilisierung der speziellen
Immunabwehr von Bedeutung.

Deshalb beabsichtigt das Bundesministerium fiir Erndhrung,
Landwirtschaft und Verbraucherschutz im Rahmen und nach
MaBgabe seines Programms zur Innovationsférderung
(http://www.ble.de, ,Innovationsférderung“) entsprechende
Vorhaben zu fordern.

Vorhaben kénnen durch Zuwendungen nach MaBgabe dieser
Bekanntmachung, des Programms zur Innovationsférderung, der
Standardrichtlinien einschlieBlich Nebenbestimmungen fiir
Zuwendungen auf Ausgaben- bzw. Kostenbasis
(http://[www.kp.dlr.de/profi/easy/formular_ble.html) und der Ver-
waltungsvorschriften zu § 44 der Bundeshaushaltsordnung (BHO)
gefordert werden.

Ein Rechtsanspruch auf Gewdhrung einer Zuwendung besteht
nicht. Der Zuwendungsgeber entscheidet aufgrund seines
pilichtgeméfBen Ermessens im Rahmen der verfiigbaren Haus-
haltsmittel. Eingereichte Projektvorschlédge stehen untereinan-
der im Wettbewerb.

2 Gegenstand der Férderung

Schwerpunkt dieser ersten Bekanntmachung sind innovative
Vorhaben, die hinsichtlich der Influenza oder anderer Zoonosen
und als Zoonosen verdéachtiger Erreger bei Tieren

+ die Diagnostik zeitlich und in Bezug auf die Sensitivitat und
Spezifitat verbessern,

+ zur Entwicklung von Therapeutika und Impfstoffen fiir die
SchlieBung von Therapie- und Prophylaxenotstdnden oder zu
einer Reduktion der Prévalenz beitragen,

+ Impfistoffkonzepte neu und effektiv gestalten, die fiir anzeige-
pflichtige Tierseuchen der DIVA-Strategie geniigen,

+ zuHygienemaBnahmen fithren, die zu einer Reduktion der
Prédvalenz beitragen.

3 Zuwendungsempfanger und -voraussetzungen
Antragsberechtigt sind kleine und mittlere Unternehmen (KMU)
mit Sitz und Giberwiegender Ergebnisverwertung in Deutschland
sowie Hochschulen und auBeruniversitdre Forschungs- und Ent-
wicklungseinrichtungen, soweit eine Kofinanzierung durch die
Privatwirtschaft sichergestellt ist. Bei Verbundprojekten ist von
den Partnern ein Projektkoordinator zu benennen, der fiir das
Vorhaben eine Projektskizze vorlegt.

4 Art, Umfang und Héhe der Zuwendung

Die Zuwendungen kénnen im Wege der Projektférderung als
nichtriickzahlbare Zuschiisse gewédhrt werden. Die Forderung
erfolgt als Anteilsfinanzierung.

Die Bemessung der jeweiligen Férderquote muss den Gemein-
schaftsrahmen der EU-Kommission fiir staatliche FuE-Beihilfen
berticksichtigen.

Angaben zum Umfang der Anteilsfinanzierung sowie der forder-
fahigen Ausgaben und Kosten einschlieBlich Investitionen sind
dem Programm zur Innovationsférderung (http://[www.ble.de,
~Innovationsférderung*“) sowie den Standardrichtlinien ein-
schlieBlich Nebenbestimmungen (http://www.kp.dlr.de/profi/
easy/formular_ble.html) zu entnehmen.

5 Sonstige Zuwendungsbestimmungen

Bestandteil eines Zuwendungsbescheides auf Kostenbasis werden
grundsétzlich die Allgemeinen Nebenbestimmungen fir Zuwen-
dungen auf Kostenbasis des BMBF an Unternehmen der gewerb-
lichen Wirtschaft fiir Fuk-Vorhaben (NKBF98).

Bestandteil eines Zuwendungsbescheides auf Ausgabenbasis
werden die Allgemeinen Nebenbestimmungen fiir Zuwendun-
gen zur Projektférderung (ANBest-P) und die Besonderen Neben-
bestimmungen fiir Zuwendungen des BMBF zur Projektforde-
rung auf Ausgabenbasis (BNBest-BMBF98).

Diese Bestimmungen sowie Vordrucke fiir Férderantrage, Richt-
linien, Merkblatter, Hinweise und Nebenbestimmungen sind dem
BLE-Formularschrank zu entnehmen (http://www.kp.dlr.de/profi/
easy/formular_ble.html).

6 Verfahren

6.1 Projekttrager

Mit der Umsetzung dieser FérdermaBnahme hat das Bundesmi-
nisterium fir Erndhrung, Landwirtschaft und Verbraucherschutz
(BMELV) die Bundesanstalt fiir Landwirtschaft und Erndhrung
(BLE) als Projekttrager beauftragt.

Postadresse:

Bundesanstalt fiir Landwirtschaft und Erndhrung (BLE)
Projekttrager Innovationsférderung

53168 Bonn

Hausanschrift:

Bundesanstalt fiir Landwirtschaft und Erndhrung (BLE)
Projekttrager Innovationsférderung

Deichmanns Aue 29, 53179 Bonn

http:/[www.ble.de
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Ansprechpartner:

Dr. H. Stoppler-Zimmer

Tel.: 0228 6845-3281

E-Mail: holger.stoeppler-zimmer@ble.de

6.2 Vorlage von Projektskizzen

Um eine hohe Qualitat sowie eine effiziente Umsetzung der
geforderten Vorhaben zu gewéhrleisten, wird die Forderwiirdig-
keitim wettbewerblichen Verfahren auf der Grundlage von Pro-
jektskizzen beurteilt.

Vor der Einreichung der Projektskizzen sollte mit dem Projekttra-
ger Kontakt aufgenommen werden. Dort sind weitere Informatio-
nen und Hinweise erhaltlich.

Zur Einreichung der Skizzen wird die Nutzung des elektronischen
Antrags- bzw. Angebots-Systems ,easy“ dringend empfohlen
(http://[www.kp.dlr.de/profi/easy/download.html;
http://www.kp.dlr.de/profi/easy/skizze/index.html). Die Skizzen
sind in deutscher Sprache abzufassen.

Beizufiigen ist als Anlage eine Beschreibung des Vorhabens mit
folgender Gliederung (max. 10 DIN A4- Seiten, Arial, Schriftgrad
11, 1,5-zeilig):

+ Deckblatt (Thema, Gesamtkosten, Projektdauer, Kontakt
daten des Skizzeneinreichers).
+ Zielsetzung:

- Bezugzu den Zielen des Programms fiir die Innovations-
forderung und zu dieser Férderbekanntmachung,

- Beschreibung des Forschungs- und Technikstandes sowie
der eigenen betrieblichen Anwendung,

- bestehende Schutzrechte (eigene und Dritter) und eine
vergleichende Darstellung voraussichtlicher Vorteile
gegeniiber bisher gangiger Verfahren.

+ Arbeitsplan:

- Beschreibung der eigenen Vorarbeiten, der Methoden und
des geplanten Arbeits- und Losungsweges (ggf. auch
Arbeitsteilung
der Projektpartner bzw. Zusammenarbeit mit Dritten).

+ Zeitplan:

- Zeitliche Abfolge der Arbeitsschritte, Meilensteine mit

Entscheidungskriterien.
+ Finanzierungsplan:

- Abschétzung der geplanten Aufwendungen (Personal,
Geréte, Verbrauchsmaterial etc). ggf. aufgeschliisselt nach
Partnern entsprechend der Arbeitsteilung, Eigenbetei-
ligung.

+ Verwertungsplan:

- Wissenschaftlich-technische und wirtschaftliche Erfolgs-
aussichten und Risiken sowie Ergebnisverwertung,

- Begriindung der Notwendigkeit staatlicher Férderung.

+ Unternehmensdaten:

Erklarung der KMU-Eigenschaft It. Muster
(http://europa.eu.int/eurlex/pri/de/oj/dat/2003/
c_118/c_11820030520de00050015.pdf),

- wirtschaftliche Verhéltnisse,

- personelle und materielle Kapazitdten, Organisation,
Infrastruktur,

Beschreibung vorhandener Vorleistungen und
Qualifikationen.

Die Projektskizzen sind beim Projekttrager sowohl in elektroni-
scher als auch in schriftlicher Form auf dem Postweg bis zum
17.]Juli 2006 einzureichen. Die Vorlagefrist gilt nicht als Ausschlus-
sfrist. Verspatet eingehende Projektskizzen kénnen aber mogli-
cherweise nicht mehr bertcksichtigt werden.

Aus der Vorlage einer Projektskizze kann kein Rechtsanspruch
abgeleitet werden.

6.3 Auswahl- und Entscheidungsverfahren

Die eingegangenen Projektskizzen werden nach Ablauf der Vor-
lagefrist nach den Vorgaben des Programms vom Projekttrager
insbesondere nach folgenden Kriterien geprift:

+ Fachkunde, Leistungsfdhigkeit und Zuverldssigkeit des
Zuwendungsempfangers, vorhandene Vorleistungen/
Ressourcen,

+ wissenschaftliche Qualitdt und Erfolgsaussichten des
Vorhabens, Innovationsgrad und Plausibilitdt des Ansatzes,

+ agrar-und erndhrungspolitische Bedeutung, Verbesserung
der Wettbewerbsfahigkeit,

+ Schaffung und Erhalt von Arbeitsplatzen, Erhéhung der
Innovationskraft,

+ Ubernahme neuer Ergebnisse aus der Wissenschaft,
Kooperation von Wirtschaft und Wissenschaft,

+ lberzeugendes Konzept zur Verwertung, hohe
Praxisrelevanz.

Das BMELV und der Projekttrager behalten sich vor, bei der
Bewertung der vorgelegten Projektskizzen unabhéngige
Experten hinzuzuziehen.

Der Projekttrager informiert die Skizzeneinreicher tiber das
Ergebnis. Bei positiver Bewertung werden die Skizzeneinreicher
aufgefordert, einen férmlichen Forderantrag vorzulegen, iiber
den nach abschlieBender Priifung entschieden wird.

7 Inkrafttreten
Die Forderrichtlinien treten mit der Veroffentlichung im Bundes-
anzeiger in Kraft.

Bonn, den 8. Juni 2006

Bundesministerium fiir Erndhrung, Landwirtschaft und
Verbraucherschutz

Im Auftrag

Dr.Rech
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Diese Druckschrift wird im Rahmen der Offentlichkeitsarbeitvom Bundesminis-
terium fiir Bildung und Forschung unentgeltlich abgegeben. Sie ist nicht zum
gewerblichen Vertrieb bestimmt. Sie darf weder von Parteien noch von Wahl-
werberinnen/Wahlwerbern oder Wahlhelferinnen/Wahlhelfern wéhrend eines
Wahlkampfes zum Zweck der Wahlwerbung verwendet werden. Dies gilt fiir
Bundestags-, Landtags- und Kommunalwahlen sowie fiir Wahlen zum Européi-
schen Parlament.

Missbrauchlich istinsbesondere die Verteilung auf Wahlveranstaltungen und an
Informationsstanden der Parteien sowie das Einlegen, Aufdrucken oder Aufkle-
ben parteipolitischer Informationen oder Werbemittel. Untersagt ist gleichfalls
die Weitergabe an Dritte zum Zwecke der Wahlwerbung.

Unabhéngig davon, wann, auf welchem Weg und in welcher Anzahl diese Schrift
der Empfiangerin/dem Empfanger zugegangen ist, darf sie auch ohne zeitlichen
Bezug zu einer bevorstehenden Wahl nicht in einer Weise verwendet werden, die
als Parteinahme der Bundesregierung zugunsten einzelner politischer Gruppen
verstanden werden konnte.
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