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Stellungnahme der ZKBS zur Risikobewertung  
gentechnisch veränderter Baculoviren gemäß § 5 Absatz 1 GenTSV 

 
Baculoviren  

Baculoviren kommen in der Natur verbreitet vor und infizieren Lepidoptera-Raupen [1]. In der 
Landwirtschaft werden sie als Insektizide eingesetzt [2]. Es sind umhüllte Viren mit einem 
doppelsträngigen, zirkulären DNA-Genom von 80-180 Kbp. Transkription, DNA-Replikation 
und Bildung des Nukleokapsides erfolgen im Kern der infizierten Wirtszelle. Während der pro-
duktiven Infektion in permissiven Zellen erfolgt keine Integration der viralen DNA in das Wirts-
genom [3]. Charakteristisch für den Infektionszyklus ist die Ausbildung zweier unterschiedli-
cher Virionphänotypen: zum frühen Zeitpunkt der Infektion, ab 6-8 h nach Infektion, wird das 
budded virus (BV) an der Zytoplasmamembran gebildet und zum späten Zeitpunkt, ab 18 h 
nach Infektion, das occlusion-derived virus (ODV) im Zellkern. BV ist infektiös in Zellkultur und 
vermittelt im infizierten Tier die Übertragung von Zelle zu Zelle. Sein Eintritt in die Wirtszelle 
erfolgt über Rezeptor-vermittelte Endozytose. Das virale GP64 ist ein Membranfusionsprotein 
und bei BV für das virale budding, den Viruseintritt in die Zelle und die Übertragung von Zelle 
zu Zelle essenziell [4]. ODV sind ebenfalls umhüllt und außerdem von einer kristallinen Matrix 
eingeschlossen. Diese wird von dem späten viralen Protein Polyhedrin gebildet. Im Darm der 
Raupe wird die Matrix aufgelöst und die Viren gelangen durch direkte Membranfusion an der 
Zelloberfläche in die Darmzellen des Wirtstieres [1].  

Da Baculoviren auch als Pestizid Einsatz finden, wurden Wechselwirkungen mit Nicht-
Zielorganismen untersucht. Dabei zeigte sich, dass Baculoviren auch von Vertebratenzellen, 
einschließlich humanen Zellen [2], aufgenommen werden. Jedoch wird in diesen Zellen das vi-
rale Genom weder exprimiert noch repliziert [5, 6] und somit auch keine neuen Viruspartikel 
ausgebildet. In Säugerzellen, die mit dem Wildtyp-Virus inokuliert wurden, konnten keine zyto-
genetischen Auswirkungen auf die Chromosomen der Wirtszelle wie Chromosomen-
Aberrationen und Schwester-Chromatiden-Austausche festgestellt werden [7]. Mithilfe von 
Southern-Blot-Hybridisierungen wurde eine lediglich transiente Verweildauer der viralen DNA 
von 24-48 h in humanen sowie Affen- und Hamsterzelllinien gezeigt [5].  

Baculoviren werden gemäß § 5 Abs. 1 und Abs. 6 i. V. m. Anhang I Nr. 1 GenTSV als Spen-
der- und Empfängerorganismen für gentechnische Arbeiten der Risikogruppe 1 zugeordnet.  
 

Gentechnisch veränderte Baculoviren  

Rekombinante Baculoviren haben für die Expression heterologer Proteine in Insektenzellen 
große Bedeutung erlangt [8-12]. Das hierfür in der Regel eingesetzte und am besten charakte-
risierte Baculovirus ist das Autographa californica multiple nucleopolyhedrovirus (AcMNPV). 
Die Genomsequenz der meist verwendeten Klone 6 und E2 ist vollständig sequenziert und 
umfasst ca. 133,9 kbp [13]. Rekombinante AcMNPV können von Säugerzellen über Endozy-
tose oder Phagozytose aufgenommen werden. Bei der Aufnahme scheint das Membranfusi-
onsprotein GP64 eine entscheidende Rolle zu spielen, da eine effiziente Aufnahme von ande-
ren, mit diesem Glykoprotein pseudotypisierten Viren, für humane und nicht-humane Prima-
tenzellen beschrieben ist [14]. AcMNPV-spezifische Promotoren werden in Säugerzellen nicht 
erkannt. Liegt das eingebrachte Transgen jedoch unter Expressionskontrolle von in Säuger-
zellen aktiven Promotoren und Terminatoren vor, werden neben den frühen viralen auch die 
heterologen Gene transient exprimiert [8-12]. Ein vollständiger viraler Replikationszyklus kann 
in der Säugerzelle jedoch nicht ablaufen, so dass keine viralen Partikel gebildet und abgege-
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ben werden [8]. Die eingebrachte baculovirale DNA gelangt zwar in den Zellkern der transdu-
zierten Zelle, eine Integration erfolgt jedoch nur bei entsprechendem Selektionsdruck [12, 14].  

In der Regel werden heterologe Gene in die für die virale Replikation nicht essenziellen Gene 
für  Polyhedrin- bzw. p10 eingefügt. Es können dabei bis zu 38 kb fremder DNA aufgenom-
men werden [16]. Die Expression des Transgens unterliegt dann der Kontrolle insektenspezifi-
scher Promotoren. Zur Herstellung rekombinanter AcMNPV wurden anfänglich die heterolo-
gen Gene über homologe Rekombination in das AcMNPV-Genom eingefügt. Im Jahr 1993 
wurde eine Methode beschrieben, nach der über spezifische Transposition das fremde Gen 
von einem Spender-Plasmid auf klonierte AcMNPV-DNA („bacmid“) in E. coli DH10 übertra-
gen wird. Das „bacmid“ ist eine rekombinante baculovirale DNA, die in E. coli als Plasmid rep-
lizieren kann und für Lepidoptera-Zellen infektiös ist. Sie enthält ein mini-F-Replikon, einen 
Antibiotika-Resistenzmarker und die Zielnukleinsäuresequenz attTn7 des Transposons Tn7. 
Eine Expressionskassette mit dem heterologen Gen unter regulatorischer Kontrolle des Po-
lyhedrin- oder p10-Promotors und des SV40-Polyadenylierungssignals, die vom linken und 
rechten Ende von Tn7 flankiert wird und auf dem Spender-Plasmid liegt, kann in E. coli dann 
in die attTn7-Stelle des „bacmid“ transponiert werden, wenn die Transpositionsfunktion von 
Tn7 in trans durch ein Helfer-Plasmid zur Verfügung gestellt wird. Diese Methode wurde als 
Bac-to-Bac-System bezeichnet [17] und in der Folge weiter entwickelt. Um rekombinante Ba-
culoviren für die Genexpression in Säugerzellen zu optimieren, wurden beispielsweise Vektor-
systeme entwickelt, die zwei Expressionskassetten gleichzeitig auf AcMNPV-DNA übertragen, 
wobei eine Kassette das heterologe Gen von Interesse enthält und die zweite das Gen eines 
Glykoproteins, welches zur effizienten Transduktion von Säugerzellen in die virale Hülle ein-
gebaut wird, wie z. B. das Glykoprotein von VSV-G [18]. Ein weiterer Ansatz verfolgt die ge-
zielte Expression eines Transgens in der Säugerzelle. Das Transgen unterliegt dabei der Ex-
pressionskontrolle eines RNA-Polymerase-II-spezifischen Promotors, wie z. B. SV40-
Promotor oder humanes Cytomegalovirus major immediate early promotor (hCMV-MIE), und 
des SV40-Polyadenylierungssignals (BacMam-Technologie [9, 19]).  

 

Risikobewertung  

Rekombinante AcMNPV mit unveränderter oder pseudotypisierter Hülle, die ein heterologes 
Gen ohne Gefährdungspotenzial exprimieren, werden gemäß § 5 Abs. 1 i. V. m. Anhang 1  
Nr. 2 GenTSV der Risikogruppe 1 zugeordnet. Dabei ist es nicht relevant, welcher Promotor 
die Expression des Proteins kontrolliert. 

Rekombinante AcMNPV mit unveränderter oder pseudotypisierter Hülle, die ein heterologes 
Gen mit neoplastisch transformierendem Potenzial in Säugerzellen exprimieren können, wer-
den gemäß § 5 Abs. 1 i. V. m. Anhang 1 Nr. 2 GenTSV der Risikogruppe 2 zugeordnet. 

Rekombinante AcMNPV mit unveränderter oder pseudotypisierter Hülle, die ein sonstiges he-
terologes Gen mit Gefährdungspotenzial exprimieren, bedürfen einer Einzelfallbewertung.   

 

Begründung  

Obwohl Baculoviren in der Landwirtschaft als Pestizid eingesetzt werden und von humanen 
und zahlreichen tierischen Zellen aufgenommen werden, sind keine schädlichen Auswirkun-
gen auf Mensch oder Tiere (Ausnahme: Lepidoptera-Larven) festgestellt worden. Nach Pseu-
dotypisierung mit heterologen Glykoproteinen kann von einer erhöhten Effizienz der Virusauf-
nahme ausgegangen werden. Die übertragene DNA ist aber lediglich für Lepidoptera-Zellen 
infektiös.  

Ist das heterologe Gen ohne pathogenes Potenzial, erhöht sich das Gefährdungspotenzial des 
rekombinanten AcMNPV gegenüber Wildtyp-Baculoviren nicht. Die virale DNA repliziert nicht 
und wird nicht in das Genom der Wirtszelle integriert. Die Expression ist lediglich transient.  

Handelt es sich bei dem Transgen jedoch um ein Gen mit neoplastisch transformierendem Po-
tenzial und unterliegt dessen Expression der Kontrolle eines in Säugerzellen aktiven Promo-
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tors, kann bei einer akzidentellen Exposition des Experimentators nicht vollständig ausge-
schlossen werden, dass die rekombinanten Baculoviren von einzelnen Zellen aufgenommen 
werden und es dort zur Expression des Transgens kommt. Die Expression könnte zu einer 
Transformation der transduzierten Zelle führen. Die Übertragung eines solchen Gens ist mit 
einem erhöhten Gefährdungspotenzial verbunden. Um diesem entgegenzuwirken, werden 
Maßnahmen der Sicherheitsstufe 2 für den Umgang mit den rekombinanten Partikeln empfoh-
len. Zur Vermeidung einer nasalen oder oralen Aufnahme durch direkten Kontakt wird zudem 
das Tragen eines Mund- und Nasenschutzes empfohlen. 
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