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Beschrieben wird ein attenuierter Flaviviren-Lebend-
impfstoff, umfassend eine Flavivirus-Mutante, dadurch
gekennzeichnet, dass die Flavivirus-Mutante eine Deletion
im Kapsidprotein von zumindest mehr als 4 aufeinanderfol-
genden Aminoséuren aufweist, wobei der carboxy-termi-
nale hydrophobe Bereich von der Deletion nicht betroffen
ist.
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Die Erfindung betrifft attenuierte Flaviviren-Lebendimpfstoffe.

Die Familie Flaviviridae umfasst drei Genera, das Genus Flaviviren, das Genus Pestiviren und
das Genus Hepaciviren.

Dem Genus Flaviviren gehéren in der Mehrzahl durch Stechmicken oder Zecken Ubertragene
Viren an, von denen viele bedeutende Krankheitserreger des Menschen, aber auch von Tieren
sind. Von besonderer Bedeutung sind das Gelbfieber (GF)-Virus, das Virus der Japanischen Enze-
phalitis (JE), die vier Serotypen der Dengue (Den)-Viren, das Fruhsommermeningoenzephalitis
(FSME, engl. tick-borne encephalitis, TBE) Virus, und auch das West Nil (WN) Virus, das in jangs-
ter Zeit auch in Nordamerika als Krankheitserreger bei Mensch und verschiedenen Vogelarten in
Erscheinung getreten ist.

Das Genus der Pestiviren enthalt Tierpathogene von grofier wirtschaftlicher Bedeutung, nam-
lich das Klassische Schweinefieber (CSF) Virus, das bovine virale Diarrhoe (BVD)-Virus und das
border disease Virus (BDV).

Das Genus Hepaciviren umfasst die verschiedenen Subtypen des Hepatitis C Virus (HCV) und
verwandte Viren wie das Hepatitis G Virus (HGV).

Diese drei Genera werden zur Familie der Flaviviridae zusammengefasst, da alle Vertreter die-
ser Familie einen nahezu identen Genomaufbau aufweisen und in zahlreichen strukturelien und
funktionellen Eigenschaften ubereinstimmen. Alle Flaviviren sind relativ kleine, umhlite Viren, die
ein einzelstrangiges RNA Moiekill mit mRNA-Polaritat als Genom aufweisen. Das Genom besitzt
einen langen offenen Leserahmen, der fur alle Proteine in Form eines Polyproteins kodiert. Die
einzelnen reifen Virusproteine werden durch die Aktivitat viraler und zellulérer Proteasen gebildet.
Die Anordnung der einzelnen Virusproteine im Genom ist fur alle Flaviviren gleich und beginnt am
5 '-Ende mit dem Kapsidprotein, den Oberflachenproteinen und einer Reihe von Nichtstrukturprote-
inen, deren letztes die virale Polymerase ist. Als Besonderheit enthalten die Pestiviren noch eine
Autoprotease vor dem Kapsidprotein. Das Nukleokapsid der Flaviviren wird nur durch ein einziges
virales Protein, namlich das Kapsidprotein gebildet und umschlieRt das virale Genom. Es wird
angenommen, dass das Kapsid eine ikosaedrische Symmetrie aufweist.

Die genaue dreidimensionale Struktur des Kapsidproteins ist bis jetzt fur keines der Flaviviren
bekannt. Die bekannten Aminos&uresequenzen weisen aber zahlreiche Ubereinstimmungen auf,
sodass es sehr wahrscheinlich ist, dass die Kapsidproteine zahlreiche strukturelle Ahnlichkeiten
aufweisen. Hierbei sind die Ahnlichkeiten bei Vertretern des selben Genus naturgemal noch
groRer als zwischen Vertretern verschiedener Genera. Das Kapsidprotein ist in allen Fallen ein
eher kleines Protein mit einer Lange von ungefahr 100 bis 190 Aminoséuren. Es weist einen un-
gewdhnlich hohen Anteil basischer Aminosauren, also der Aminosauren Lysin und Arginin, auf. Es
wird angenommen, dass die basischen Aminosauren fur die Interaktion mit der viralen RNA wichtig
sind (Khromykh und Westaway, 1996). Alle Flaviviras-Kapsidproteine besitzen aber auch charakte-
ristische hydrophobe Abschnitte (Fig. 1). Ein solcher hydrophober Abschnitt wird stets von den
carboxy-terminalen ungefahr 20 Aminosauren gebildet. Dieser Abschnitt dient als interne Signalse-
quenz fur das in der Genomsequenz folgende Oberflachen-Strukturprotein. Durch diese Signalse-
quenz, die wahrend der Proteinsynthese in die Membran des endoplasmatischen Retikulums
integriert wird, wird das Kapsidprotein zunachst in der Membran verankert. Der Anker wird spater
proteolytisch abgespalten. Zusatzlich gibt es interne hydrophobe Abschnitte. Bei Vertretern des
Genus Flaviviren wurde die funktionelle Bedeutung einer internen hydrophoben Doméne beschrie-
ben (Markoff et al., 1997). Die Grenzen dieser Doméne werden von den Autoren fur eine Reihe
von Flaviviren wie folgt angegeben: Dengue 1: 46-67, Dengue 2: 46-66, Dengue 3: 46-67, Dengue
4: 45-65, Japanese Encephalitis: 46-62, West Nil: 46-62, Murray Valley Encephalitis: 46-62, Saint
Louis Encephalitis: 45-61, Gelbfieber: 43-58, Langat. 42-54, Powassan: 40-52, FSME: 42-54. Auch
fiur Hepatitis C Virus wurde eine funktionell wichtige interne hydrophobe Doméne identifiziert (Hope
and McLauchian, 2000), die von Aminoséure 119 bis 145, speziell von 125 bis 144, reicht. Auch
Pestiviren besitzen kurze interne Abschnitte mit vornehmlich hydrophobem Charakter.

Gegen einige Flaviviren werden Impfstoffe erfolgreich eingesetzt. So gibt es z.B. gegen das
GF Virus, das JE Virus und das CSF Virus Lebendimpfstoffe, gegen JE und FSME werden Tot-
impfstoffe eingesetzt. Angesichts der groRen Bedeutung der Flaviviren in der Human- und Veteri-
narmedizin besteht ein groRer Bedarf an der Entwicklung neuer und verbesserter Vakzinen.

Es sind eine Reihe von attenuierten Flaviviren bekannt, deren Attenuierung auf Mutationen in
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verschiedenen Bereichen des Genoms beruht. Attenuierende Mutationen wurden entweder in
natiirlich vorkommenden Stammen beobachtet, durch Serienpassagen von Viren im Labor erhal-
ten, durch Selektion von Mutanten in Gegenwart neutralisierender Antikérper, oder durch gezielte
Einfuhrung von Mutationen mit Hilfe rekombinanter Klonierungstechniken hergestellt. Von etlichen
Flaviviren sind infektiése cDNA Klone vorhanden und es ist dem Fachmann bekannt wie solche
Klone herzustellen sind. Mit Hilfe dieser infektissen cDNA Kione kénnen nach dem Stand der
Technik Mutationen in das Genom von Flaviviren spezifisch eingefuhrt werden.

Bekannte Mutationen zur Attenuierung von Fiaviviren finden sich in folgenden Genomabschnit-
ten:

Hullproteine: Die meisten Beobachtungen attenuierender Mutationen betreffen das Hullprotein
E (Genus Flavivirus) (zusammengefasst in McMinn, 1997; neu z.B. Mand! et al., 2000). Ebenso
wurden attenuierende Mutationen in Protein E(rns) (Genus Pestivirus) beschreiben (Meyers et al.,
1999).

Nichtstrukturproteine: Eine Punktmutation in Protein NS1 des Kunjin Virus flhrte zu verzogerter
Replikation und dadurch Attenuierung (Hall et al., 1999). Attenuierende Mutationen wurden auch in
den Proteinen NS3 (Butrapet et al., 2000) und NS5 (Xie et al., 1998) beschrieben.

Nichtkodierende Genomabschnitte: Attenuierung des FSME Virus durch Deletionen in der 3'-
terminalen nichtkodierenden Region wurde beschrieben (Mandl et al.,, 1998). Bei Dengue Viren
wurden experimentelle Impfstoffe mit Deletionen in sowohl 5'- als auch 3 '-nichtkodierenden Regio-
nen hergestellt (Lai et al., 1998). Es wird angenommen, dass die molekulare Basis der Attenuie-
rung dieser Viren die Beeintrachtigung der viralen Replikation durch diese Mutationen ist.

Die Aufgabe der vorliegenden Erfindung liegt nun darin, weitere Méglichkeiten zur Attenuierung
von Flaviviren zur Verfiigung zu stellen, die zu Lebendimpfstoffen fuhren, die vor allem zur Vor-
beugung von Erkrankungen, die auf Flaviviren zuriickzufiihren sind, geeignet sind.

Diese Aufgabe wird erfindungsgemaR geltst durch einen attenuierten Flaviviren-Lebendimpf-
stoff, umfassend eine Flavivirus-Mutante, welche dadurch gekennzeichnet ist, dass die Flavivirus-
Mutante eine Deletion im Kapsidprotein von zumindest mehr als 4 aufeinanderfolgende Aminoséu-
ren aufweist, wobei der carboxy-terminaie hydrophobe Bereich vor der Deletion nicht betroffen ist.
Obgleich - wie oben erw#hnt - eine Reihe von attenuierten Flaviviren bereits im Stand der Technik
beschrieben worden ist, deren Attenuierung auf Mutationen beruht, wurden bislang in keinem Fall
Mutationen, insbesondere Deletionen, im Kapsidprotein als Grundlage der Attenuierung von Flavi-
viren beschrieben. Es war auch vollig (iberraschend, dass Fiaviviren, die die erfindungsgemafie
Mutation gerade im Kapsidprotein aufweisen, zu einer verlasslichen Attenuierung von Flaviviren
fuhren und als Flavivirus-Lebendvakzine eingesetzt werden kénnen. Trotz der erfindungsgeman
vorgesehenen Mutation im Kapsidprotein kann ndmlich eine Vermehrung des attenuierten Virus im
Geimpften nach Verabreichung des erfindungsgeméfRen Virus als Lebendvakzine stattfinden.
Daraus resuitiert eine Reihe von Vorteilen gegentber Totimpfstoffen.

Deletionen im Kapsidprotein stellen ein villig neuartiges Attenuierungsprinzip fur Flaviviren dar.
Bislang wurde das Kapsidprotein in der Fachwelt in dieser Hinsicht nie als relevantes Objekt ange-
sehen. Umso Uberraschender war daher die Erkenntnis der vorliegenden Erfindung, dass die
beschriebenen Deletionsmutanten tatsachlich erfoigreich zu attenuierten Flavivirus-Lebendimpf-
stoffen fuhren, die resistent gegen eine Revertierung zum virulenten Phanotyp sind und sich daher
vorziglich fur die breite Anwendung am Menschen eignen.

For die Herstellung konventioneller Totimpfstoffe ist es notig, grole Mengen infektidsen und
virulenten Virus zu produzieren. Auch bei rekombinant hergestellten Totimpfstoffen mussen grole
Mengen von Antigen produziert und gereinigt werden. Bei einer Lebendvakzine sind die zu produ-
zierenden Mengen wesentlich geringer, da die Vakzine im Kérper des Geimpften selbst vermehrt
wird, wodurch die Produktionskosten von Lebendvakzinen im allgemeinen wesentlich giinstiger
sind als jene von Totimpfstoffen. AuRerdem wird kein virulentes, sondern apathogenes Virus
produziert, weshalb kein Gesundheitsrisiko bei der Produktion besteht. Konventionelle Flavivirus-
Totimpfstoffe werden durch Inaktivierung infektioser Partikel durch Behandiung mit Formalin her-
gestellt, wodurch eine gewisse Veranderung der Antigenstruktur hervorgerufen wird. Im Geimpften
wird eine haupts&chlich humorale Immunantwort gegen Strukturproteine, deren Antigenstruktur
nicht exakt der nativen Form entspricht, und keine Immunantwort gegen Nichtstrukturproteine,
deren Bedeutung aber fiir den Aufbau einer langanhaltenden Immunitat und der Bildung zytotoxi-
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scher T-Zellen sehr groB ist, gebildet.

Im Gegensatz dazu kann mit der erfindungsgemaRen Vakzine eine humorale und zellulére
Immunantwort gegen vollig nativ vorliegende und in vivo produzierte Oberflachen- und Nichtstruk-
turproteine erzielt werden, wodurch entsprechend dem gegenwartigen Stand des Wissens eine
wesentlich langer anhaltende schitzende Immunantwort als bei einer Totvakzine erzielt werden
kann.

Der erfindungsgemaie attenuierte Flaviviren-Lebendimpfstoff, insbesondere gemal den
bevorzugten Ausfuhrungsformen, weist aber noch weitere Vorteile gegenuber konventionellen
Lebendimpfstoffen und gentechnisch hergesteliten experimentellen Lebendimpfstoffen auf:

Die in Gebrauch stehenden Flavivirus-Lebendimpfstoffe wurden vielfach im Labor passagiert,
wobei eine Vielzahl von Mutationen entstand, deren Bedeutung fur die Biologie dieser Viren im
Einzelnen nicht vollstandig nachvollziehbar ist und deren jeweiliger Beitrag zur Attenuierung dieser
Viren sowie das Wechselspiel der einzelnen attenuierenden Mutationen sind nicht vollstandig
bekannt (fur JE siehe: Nitayaphan et al., 1990; fur GF siehe: Post et al., 1992; fur CSF siehe:
Bjorklund et al., 1998). Einige Mutationen befinden sich auch in fur die Immunantwort besonders
wichtigen Antigenen wie dem Oberflachenprotein E. Dadurch liegen gewisse Antigendeterminanten
in gegenuber dem Wildvirus veranderter Form vor. Die Komplexizitat der genetischen Basis der
Attenuierung dieser Viren erlaubt es nicht, die der Attenuierung zu Grunde liegenden Prinzipien
direkt auf andere Flaviviren anzuwenden.

Im Gegensatz dazu werden bei der erfindungsgeméaRen Vakzine nur definierte und allgemein
anwendbare attenuierete Mutationen im Kapsidprotein eingefiihrt, wodurch es nicht notwendig ist,
ein fur die Immunantwort besonders wichtiges Protein (das Hullprotein oder gewisse nichtstruktu-
relle Proteine, wie NS1 beim Genus Flavivirus) zu verandern.

Bevorzugte Ausfuhrungsformen des erfindungsgemaBen Lebendimpfstoffes weisen daher kei-
ne weiteren Mutationen auf, insbesondere nicht in den Hullproteinen sowie in anderen Proteinen,
die die Immunantwort betreffen.

Wie ebenfalls oben erwahnt worden ist, ist eine Reihe von gentechnisch hergesteliten attenu-
ierten Flaviviren beschrieben worden, in welchen die Attenuierung auf Punktmutationen beruht.
Diese konnen relativ einfach genetisch revertieren. Auch die Reversion eines durch Punktmutation
attenuierten Virus zu einem virulentem Phanotyp durch eine zweite Punktmutation wurde beschrie-
ben (Mandl et al., 2000). Im Gegensatz dazu wird beim erfindungsgemafien Lebendimpfstoff die
Attenuierung durch eine Deletion erzielt, deren Reversion zum Wildtyp ausgeschlossen ist.

In weiteren beschriebenen Falien beruht die Attenuierung auf Veranderungen in fur die Immun-
antwort wichtigen Hullproteinen oder in Genomabschnitten, die fir die Replikation und Translation
wichtig sind. Weder eine Veranderung der Antigenstruktur von Hullproteinen noch eine wesentliche
Beeintrachtigung der Replikation oder Translation sind winschenswert, wenn eine maoglichst
natirliche und effiziente Immunantwort hervorgerufen werden soll. Diese Nachteile werden von der
vorliegenden Erfindung, bei der nur eine innere Strukturkomponente nicht aber Hullproteine, Nicht-
strukturproteine oder regulatorische nichtkodierende Abschnitte verandert wurden, tberwunden.

In einem weiteren Ansatz wurden Flavivirus-Vakzine durch Kombination verschiedener Virerm
(Chiméren) hergestellt (Guirakhoo et al., 2000). Da Chimaren Organismen darstellen, in denen
Gene pathogener Viren auf eine in der Natur nicht vorkommende Weise neu miteinander kombi-
niert werden, beinhaltet die Freisetzung solcher Viren durch impfung das Risiko einer Evolution
dieser Chimaren zu neuen Viren deren Eigenschaften nicht vorhergesagt werden konnen. Im
Gegensatz dazu stellt die neue Vakzine keine Kombination verschiedener Virusgenome dar und es
ist daher nicht méglich, dass eine Freisetzung durch Impfung die Entstehung einer bisher in der
Natur nicht vorkommenden Virusspezies verursachen kénnte.

Die Einfithrung der erfindungsgemanen Deletionen in das Kapsidprotein von Flaviviren ist bei-
spielsweise mit Hilfe rekombinanter Techniken fiir jeden Fachmann unter Heranziehung an sich
bekannter Verfahren ohne groRen Experimentieraufwand maéglich. Der fur das jeweilige Kapsidpro-
tein kodierende Genabschnitt ist fur alle Flaviviren, deren Genomsequenz bisher aufgekiart wurde,
bekannt und kann flr neue Flavivirussequenzen durch Sequenzvergleich leicht ermittelt werden.
Die Deletionen dirfen dabei selbstverstandlich zu keiner Verschiebung des Leserahmens fihren,
so dass der carboxy-terminale hydrophobe Bereich von der Deletion betroffen wirde. Es ist essen-
tiell, dass dieser carboxy-terminale hydrophobe Bereich weitgehend erhalten wird und daher von
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der Deletion nicht betroffen ist. Durch die erwahnten Techniken ist es mdglich, mutante, infektidse
Viren herzustellen, bei deren Vermehrung alle viralen Proteine auler dem Kapsidprotein in nativer
Form entstehen. Die Replikation und Translation dieser Viren ist dann nicht oder nicht wesentlich
eingeschrankt. Von diesen Viren kénnen durch Vermehrung in Zellkulturen Praparationen herge-
stellt werden, die als Impfstoff verwendet werden kénnen. Im Gegensatz zum unverénderten
Wildtypvirus zeigen die erfindungsgemaflen Viren nach Inokulation in einem entsprechenden
Wirtsorganismus einen attenuierten Phénotyp, d.h. sie rufen keine Erkrankung hervor. Sie induzie-
ren aber die Bildung einer spezifischen Immunantwort. Ein mit dem erfindungsgemanen Flaviviren-
Lebendimpfstoff immunisierter Wirtsorganismus ist gegen eine nachfolgende Infektion mit dem
virulenten Wildtyp geschitzt, d.h. im Gegensatz zum ungeschitzten Organismus kommt es zu
keiner Erkrankung durch das Wildtyp-Virus.

Die erfindungsgemé&fe Deletion im Bereich des Kapsidproteins eignet sich dann besonders gut
zur Herstellung einer als Lebendvakzine geeigneten Mutante, wenn eine Reihe von Charakteristi-
ka, mit Hilfe derer die Eigenschaften des Impfstoffs bei der Herstellung einer als Vakzine geeigne-
ten Mutante verbessert werden kénnen, beachtet werden. Die erfindungsgeman vorzusehenden
Deletionen mussen jedenfalls gréfier als 4 Aminoséuren zu sein, um geeignete attenuierte immu-
nogene Viren herzustellen, da Viren mit Deletionen von bis zu 4 Aminosduren noch einen dem
Wildtyp-Virus ahnlichen virulenten Phaénotyp zeigen. Dariiber hinaus kann auch erst ab einer
Deletion von dieser Gréf3e eine Revertierung zum virulenten Virustyp ausgeschlossen werden.

Weiters diirfen die erfindungsgeméaBen Deletionen nicht den carboxy-terminalen hydrophoben
Bereich des Kapsidproteins betreffen. Es ist bekannt, dass diese Sequenz fir die korrekte Bildung
des im Genom nachfolgenden Huliproteins notwendig ist und durch eine proteolytische Spaltung
von reifen Kapsidprotein entfernt wird. Die Lange dieser Signalsequenz ist in den einzelnen Flavivi-
rus-Typen unterschiedlich, kann aber leicht durch Erstellung von Hydrophilizitatsprofilen (vgl.
Fig. 1) aufgefunden werden. Demgemaf darf die erfindungsgeméaRe Deletion diesen carboxy-
terminalen Bereich nicht betreffen.

Der carboxy-terminale hydrophobe Bereich betrifft zumindest alle Aminos&uren in diesem Be-
reich, die einen Hydrophilie-Score gemaR Fig. 1 von -1 und weniger aufweisen. Besonders bevor-
zugt bleibt der C-terminale Bereich mit einer Hydrophilie unter 0 gemag Fig. 1 unverandert.

Bevorzugte erfindungsgemaiie Deletionen betreffen Bereiche von internen hydrophoben Do-
manen. Aus Fig. 1 ist ersichtlich, dass die Kapsid-Sequenzen aller Flaviviren neben der oben
genannten hydrophoben Signalsequenz am Carboxy-Terminus noch Abschnitte mit iberwiegend
hydrophobem Charakter inmitten der sonst berwiegend hydrophilen Aminos&urekette enthalten.
Deletionen, womit Bereiche dieser internen Domanen teilweise oder ganz entfernt werden, fithren
zu besonders geeigneten attenuierten Flaviviren-Lebendimpfstoffen. Als "interne hydrophobe
Domane" kénnen zumindest alle Bereiche angesehen werden, die in Fig. 1 mit einem negativen
Hydrophiliewert ausgewiesen sind.

Besonders bevorzugte hydrophobe Bereiche, die in einer erfindungsgemaRen Vakzine zumin-
dest teilweise deletiert werden konnen, sind in Fig. 2 fur eine Reihe von Flaviviren gekennzeichnet.
Diese Bereiche kénnen durch Berechnung der Hydrophobizitats-Profile der jeweiligen Aminosaure-
sequenzen bestimmt werden. Die in Fig. 2 unterstrichenen Bereiche wurden mit dem Algorithmus
von Kyte und Doolittle (1982) mit einer FenstergroRe von 5 berechnet. Aiternativ dazu kénnen
hydrophobe Bereiche auch mit FenstergroRen zwischen 5 und 13 Aminosaureresten berechnet
werden oder auch durch andere Algorithmen wie den von Hopp und Woods (1981), wobei {ibli-
cherweise Fenstergréen zwischen 3 und 11 gewahlt werden kdnnen.

Die Hydrophilizitats-Blots gemafR Fig. 1 sind gemaR den Algorithmen von Kyte und Doolittle
(1982) mit einer FenstergréRe von 9 Aminoséureresten bzw. Hopp und Woods (1981) mit einer
FenstergroRe von 7 Aminoséureresten berechnet worden. Bevorzugte hydrophobe Bereiche sind
ausgewahlt aus Dengue 1: 46-67, Dengue 2: 46-66, Dengue 3: 46-67, Dengue 4: 45-65, Japanese
Encephalitis: 46-62, West Nil: 46-62, Murray Valley Encephalitis: 46-62, Saint Louis Encephalitis:
45-61, Gelbfieber: 43-58, Langat. 42-54, Powassan: 40-52, FSME: 42-54 und HCV:119-145,
insbesondere 125-144.

Eine besondere Ausfuhrungsform der attenuierten Vakzine stellen Kapsiddeletionen dar, die so
grofe Anteile einer internen hydrophoben Doméne entfernen, dass die resultierenden Mutanten-
Genome keine in Zellkultur passagierbaren Viren erzeugen. Diese Genome sind in der Lage zu
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replizieren und alle Proteine aufter dem Kapsidprotein in nativer Form effizient zu translatieren und
kdnnen eventuell auch nichtinfektiése subvirale Partikel bilden. Solche Deletionsmutanten kénnen
durch die Einfuhrung zusatzlicher Punktmutationen oder von Insertionen, die die Hydrophobizitat
des Kapsidproteins erhdhen, zu passagierbaren und als Lebendimpfstoff geeigneten Virusmutan-
ten gemacht werden. Bei den Insertionen handelt es sich dabei um Sequenzen, die von der ur-
spriinglich deletierten Sequenz unterschiedlich sind. Geeignete Zusatzmutationen kénnen bei-
spielsweise dadurch generiert und identifiziert werden, dass die Deletionsmutanten, die in einem
Zellkultursystem nicht mehr replikationsfahig sind, in ein empfindlicheres Vermehrungssystem
(beispielsweise Labormause fur Viren des Genus Flaviviren, die natirlichen Wirte der Pestiviren
Schwein, Schaf, Rind, oder Schimpansen im Fall des Hepatitis C Virus) als die Zellkultur es ist,
eingebracht werden und durch Passagierung in diesem System entsprechende Mutationen gene-
riert und selektioniert werden. Besonders bevorzugte empfindlichere Systeme sind dabei Tiere,
insbesondere Mause, Ratten, Kaninchen, Hasen, Schweine, Schafe, Rinder oder Primaten, z.B.
Schimpansen. Die resultierenden Virusmutanten stellen eine besonders sichere Vakzine dar, da
etwaige Reversion der Zusatzmutation zu nicht oder stark eingeschrankt vermehrungsfahigem
Virus fihren wirde. Eine Reversion der Deletion ist a priori unmaglich.

Bevorzugte attenuierte Flaviviren-Lebendimpfstoffe umfassen eine Flavivirus-Mutante, welche
eine Deletion von 5 bis 70, vorzugsweise 6 bis 25, insbesondere 7 bis 20, aufeinanderfolgende
Aminosauren im Kapsidprotein aufweisen. Deletionen dieser bevorzugten GréRen zeichnen sich
durch jeweils qualitativ veranderte Eigenschaften in ihrem Attenuierungs-/Passagierungs-Verhalten
aus. Wenn die Deletionen gréRer als 20 aufeinander folgende Aminosauren sind, kann es zu
einem Verlust der Passagierbarkeit bei der Herstellung des Lebendimpfstoffes in Wirtszelien kom-
men. Diese fehlende Passagierbarkeits-Eigenschaft ist abhangig von der Empfindlichkeit der
Wirtszellen, kann aber durch bestimmte Zusatzmutationen fur die betreffenden Wirtszellen wieder-
hergestellt werden. Die Wiederherstellung kann durch eine oder mehrere Mutationen erfolgen, mit
denen die Hydrophobizitat des Kapsidproteins erhoht wird. Diese weiteren Mutationen sind vor-
zugsweise ausgewshlt aus Punktmutationen, mit denen die Hydrophobizitat des Kapsidproteins
erhdht wird oder indem Insertionen von Aminos&ureabschnitten mit vorwiegend hydrophoben
Eigenschaften in das Kapsidprotein-Gen eingefuhrt werden. Besonders bewahrt haben sich Dupli-
kationen von hydrophoben Bereichen des Kapsidproteins. Besonders bevorzugte Punktmutationen
umfassen den Austausch von geladenen bzw. hydrophilen Aminosauren (wie z.B. Asparaginsaure,
Glutaminsaure, Lysin, Arginin, Histidin, Tryptophen, Glutamin, Asparagin, Tyrosin, Serin, etc.) zu
weniger polaren Aminosduren bzw. unpolaren Aminosauren (wie z.B. Isoleucin, Leucin, Phenylala-
nin, Methionin, Alanin, Valin etc.). Besonders bevorzugt werden derartige Zusatzmutationen durch
die Einbringung in das empfindlichere System automatisch generiert. Selektion dieser Zusatzmuta-
tionen erfolgt ebenfalls automatisch durch Wiederherstellung der Passagierbarkeit selbst.

Oft reicht auch schon eine Mutation, die nur zu einem graduellen Unterschied in der Polaritat
der Aminosaure resultiert, um die Passagierbarkeit wiederherzustellen (beispielsweise der Aus-
tausch von Prolin gegen Leucin oder von Valin gegen Phenyialanin).

Bevorzugterweise kénnen die Deletionen bis zu 15 Aminosauren an den Amino-terminus
und/oder bis unmittelbar vor Beginn der carboxy-terminalen Signalsequenz reichen. Obgleich
bislang angenommen worden ist, dass die ersten 20 Aminosauren des Flavivirus-Kapsidproteins
(bzw. der fur diese Aminosaure kodierende Genomabschnitt) fur die Replikation absolut notwendig
sind (Khromykh und Westaway, 1997), konnten im Rahmen der vorliegenden Erfindung auch
replikationsfahige und vermehrungsfahige Viren mit Deletionen, die in diesen Bereich hineinragen,
erfolgreich hergestellt werden.

Die vorliegende Erfindung ist fur alle Vertreter der Flaviviren anwendbar. Der Begriff "Flavivi-
ren" bezieht sich daher im Rahmen dieser Anmeldung auf alle Vertreter der Familie Flaviviridae,
auler es wird ausdriicklich darauf hingewiesen, dass nur Vertreter des Genus Flavivirus gemeint
sind. Besonders bevorzugte Vertreter von Flaviviren, mit denen die vorliegende Erfindung realisiert
wird, sind ausgewahlt aus der Gruppe bestehend aus Gelbfieber-Virus, Virus der japanischen
Enzephalitis, den vier Serotypen der Dengue-Viren, Frahsommermeningoenzephalitis-Virus, West-
Nil-Virus, Murray Valley Enzephalitis Virus, Saint Louis Enzephalitis Virus, Powassan Virus, klassi-
sches Schweinefieber-Virus, bovines virales Diarrhde-Virus, border disease-Virus, Hepatitis C-
Virus und Hepatitis G-Virus. Diese Vertreter sind wegen ihrer bekannten Pathogenitat fur Mensch
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und Tier besonders geeignet fur die vorliegende Erfindung, da fur diese Vertreter der Bedarf fur
einen geeigneten attenuierten Lebendimpfstoff besonders grof ist.

Fur den erfindungsgemaRen Lebendimpfstoff ist nur eine geringe Menge an Virus fur eine effi-
ziente Immunisierung notwendig, so dass der erfindungsgeméalRe Lebendimgfstoff pro Verabrei-
chung mit 10* bis 10°, vorzugsweise mit 10 bis 10°, insbesondere 10° bis 10°, infektidsen Einhei-
ten an Flaviviren das Auskommen findet. Der Lebendimpfstoff kann bevorzugterweise als Einmal-
Dosis mit dieser Menge an infektiosen Einheiten verabreicht werden.

Bevorzugterweise enthalt der erfindungsgemafie Lebendimpfstoffweitere wirksame Substan-
zen oder Hilfssubstanzen. Besonders bevorzugt ist dabei der Zusatz von Antibiotika wie Neomycin
oder Kanamycin, Konservierungsmittel wie Thiomersal, und Stabilisatoren wie Humanalbumin,
Lactose - Sorbitol, Sorbitol - Gelatine, Polygeline oder Salze wie MgCl, oder MgSQ,. Allgemein
konnen als Zusatzstoffe bevorzugterweise Aminosauren, Polysaccharide und (Puffer-)Salze ver-
wendet werden. ’

Bei der Herstellung des erfindungsgematen Lebendimpfstoffes empfiehlt sich - wenn die Ver-
abreichung an Menschen vorgesehen ist - nicht transformierte Wirtszellen zu verwenden, da damit
sowohl das Risiko an Eigenschaftsverédnderungen (z.B. leichte Einfuhrung von neuen, uner-
wiinschten Mutationen) als auch das Kontaminationsrisiko mit Bestandteilen dieser Zellen hintan-
gehalten wird.

Gemal einem weiteren Aspekt der vorliegenden Erfindung kann der attenuierte Flavivirus-
Lebendimpfstoff auch als Nukleinssure-Vakzine bereitgestellt werden, wobei die Nukleinsaure fir
ein erfindungsgemal deletiertes Kapsidprotein kodiert. Bevorzugterweise enthalt ein derartiger
Nukleinsdure-Flavivirus-Lebendimpfstoff zusatzlich zur Nukleinsdure Aminoglycosid-Antibiotika,
wie Neomycin oder Kanamycin, wie von der FDA fir Plasmidvakzinen empfohlen. Fur die Vakzinie-
rierung mit "nackten" Nukleinsauren ist im Stand der Technik eine ganze Reihe verschiedenster
Strategien beschrieben worden (s. z.B. WO 90/11092, WO 94/29469, WO 97/47197, mit Bezug-
nahme hierin eingeschlossen; Liposomen-vermittelte Nukleins&ure-Transfer, vorzugsweise Nuk-
leinséure-Transfer mit (vorzugsweise biodegradierbaren) Mikrospharen,...).

Die vorliegende Erfindung betrifft weiters auch ein Verfahren zur Herstellung des erfindungs-
gemaRen Lebendimpfstoffes, welches durch die folgenden Schritte gekennzeichnet ist:

+ Bereitstellen eines Flavivirus oder einer Flavivirus-Nukleinsaure, wobei das Flavivirus bzw.

die Flavivirus-Nukleinséure eine erfindungsgemafe Deletion im Kapsidprotein aufweist,

* Vermehren des Flavivirus oder der Flavivirus-Nukleinsgure in geeigneten Wirtszellen,

* Gewinnen der durch die Wirtszellen vermehrten Viruspartikel und

* Aufarbeiten der Viruspartikel zu einem Lebendimpfstoff.

Bevorzugte Wirtszellen sind dabei ausgewahlit aus embryonierten Huhnereiern, primaren emb-
ryonalen Hihnerzellen, humanen diploiden Zell-Linien (z.B. WI-38, MRC-5), Verozellen, primaren
Hamsternierenzellen, primaren Hundenierenzellen oder diploiden fétalen Rhesuslungenzellen.

SchlieBlich betrifft die vorliegende Erfindung auch die Verwendung einer Flavivirus-Nuklein-
saure, welche eine erfindungsgemaRe Deletion im Kapsidprotein aufweist, zur Herstellung eines
Lebendimpfstoffes zur Pravention von Flavivirus-Infektionen.

Die Erfindung wird anhand der nachfolgenden Beispiele sowie der Zeichnungsfiguren, auf die
sie jedoch nicht eingeschrankt sein soll, naher erldutert.

Es zeigen: Fig. 1A-C Hydrophilizitatsprofile der Kapsidproteine von je 3 Vertretern der 3 Gene-
ra der Familie Flaviviridae. Negative Werte zeigen Regionen mit (iberwiegend hydrophobem Cha-
rakter. Die carboxy-terminale hydrophobe Region ist die Signalsequenz fiir das im Genom folgende
Hullprotein. Fir jedes Protein wurde die Hydrophilizitét beispielhaft je einmal nach dem Algorith-
mus von Kyte und Doolittle (1982) mit einer FenstergréRe von 9 Aminos&ureresten (oben) und
nach dem Algorithmus von Hopp und Woods (1981) mit einer FenstergréRe von 7 Aminoséureres-
ten (unten) berechnet und dargestelit.

Fig. 2. Sequenz-Anordnung der Kapsidproteine von je 3 Vertretern der 3 Genera der Familie
Flaviviridae. Sequenzabschnitte mit iberwiegend hydrophoben Charakter (bestimmt nach Kyte und
Doolittle mit einer FenstergréRe von 5) sind unterstrichen. Dabei stellt der jeweils am weitesten
carboxyterminal gelegene Abschnitt die Signalsequenz fur das nachfolgende Hullprotein dar. In
diesem Abschnitt diirfen keine Deletionen erfolgen. Die anderen (internen) hydrophoben Abschnit-
te stellen bevorzugte Bereiche fir attenuierende Deletionen dar.
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Beispiele:
Beispiel 1: Verwendung einer Kapsiddeletionsmutante des FSME Virus als Lebendvakzine

Pathogenitat und Immunogenitat kénnen im Fall des FSME Virus im aduiten Mausmodell unter-
sucht werden. Als Lebendvakzine wurde eine Mutante (CD28-43) des FSME Virus verwendet, die
eine 16 Aminoséauren lange Deletion im Bereich des Kapsidproteins aufweist. Diese und in folgen-
den Beispielen besprochene andere Mutanten sind in Tabelle 1 zusammengefasst. Die Mutante
CD28-43 zeigt eine dem Wildtypvirus vergleichbare Genexpression und kann in BHK-21 Zellen
beliebig passagiert werden. Die Mutante wurde durch Einfuhrung der entsprechenden Mutation in
den infektissen cDNA Klon des FSME Virus hergestellt. Von diesem mutierten cDNA Klon wurde
RNA in vitro transkribiert und diese RNA in BHK-21 Zellen elektroporiert. Nach 3 Tagen wurde der
Zellkulturilberstand geerntet und das Virus zweimal in Babymausgehirnen passagiert um eine
hochtitrige Virassuspension zu erhalten. Diese wurde verwendet um die Eignung der Mutante als
Lebendvakzine im adulten Mausmodell zu untersuchen. Dazu wurden je 10 5-Wochen-alte Mause
mit 10,000 p.f.u. der Mutante oder des virulenten Wildtypvirus subkutan inokuliert und die Uberle-
bensraten wurden Gber einen Zeitraum von 4 Wochen beobachtet. Wie in Tabelle 2 ersichtlich
starben im Fall des virulenten Wildtypvirus 9 der 10 Mause mit den typischen klinischen Zeichen
der Enzephalitis. Im Gegensatz dazu starb keine der mit der Kapsiddeletionsmutante inokulierten
Mause. Auch bei Inokulation mit einer 100-fach hoheren Dosis mit der Mutante erkrankte keine der
10 Mause. Dieses Ergebnis bedeutet, dass die Kapsiddeletionsmutante apathogen war. Eine
Untersuchung von Serumproben aller mit der Mutante inokulierten Mause zeigte, dass alle eine
spezifische Immunantwort gegen das FSME Virus ausgebildet hatten. Durch Inkulation mit einer
hohen Dosis virulenten Virus wurde untersucht, ob diese Immunantwort gegen die Infektion mit
dem Wildvirus zu schitzen vermochte. Alle Mause iberlebten diesen "Challenge" ohne Erkran-
kungszeichen. Dieses Ergebnis bedeutet, dass die Kapsiddeletionsmutante eine schutzende
Immunitat hervorgerufen hatte und deshalb als Vakzine gegen das Wildvirus verwendet werden
kann.

Beispiel 2: Gewinnung einer passagierbaren Mutante mit einer Deletion, die in den Bereich
der aminoterminalen 20 Aminosé&uren reicht.

Mit Hilfe des infektidsen cDNA Klons wurde eine Deletion in das Kapsidprotein des FSME Virus
eingefuhrt, die von Aminoséure 16 bis zur AS 25 reichte (Mutante CD 16-25; siehe Tabelle 1).
Mutante CD 16-25 war in Zellkuitur beliebig passagierbar. Dieses Ergebnis zeigt, dass im Gegen-
satz zum bisherigen Stand des Wissens Deletionen, die in den Bereich der 20 aminoterminalen
Aminosauren bis einschlieRlich der Aminosaure 16 hineinreichen, die Replikation von Flaviviren
nicht zerstéren.

Beispiel 3: Virulente Kapsiddeletionsmutanten

Die Kapsiddeletionsmutanten CD28 und CD28-31 tragen Deletionen von 1 bzw. 4 Aminos&u-
ren Lange (Tabelle 1). Die deletierten Aminoséuren sind bei diesen Mutanten nicht Teil einer
internen hydrophoben Domane (Fig. 1). Inokulation dieser Mutanten in erwachsene Mause zeigte,
dass sie einen dem Wildtypvirus entsprechenden virulenten Phanotyp besitzen und 80% bzw.
100% der Mause téteten (Tabelle 2). Dieses Ergebnis zeigt, dass Deletionen bis zu einer Grofe
von 4 Aminos&uren in nicht hydrophoben Bereichen des Kapsidproteins zur Herstellung einer
attenuierten Vakzine nicht geeignet sind.

Beispiel 4. Attenuierte Kapsiddeletionsmutanten

Die Kapsiddeletionsmutanten CD28-35, CD28-39 und die in Beispiel 1 beschriebene Mutante
CD28-43 tragen Deletionen von 8,12 und 16 Aminosauren Lénge (Tabelle 1). Diese Deletionen
entfernen Teile einer internen hydrophoben Doméne (Fig. 1). Inokulation dieser Mutanten in er-
wachsene Mause zeigte, dass sie einen attenuierten Phanotyp besitzen, d.h. keine oder im Fall der
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Mutante CD28-35 nur 10% der Mause toteten (Tabelle 2). Dieses Ergebnis zeigt, dass Deletionen,
die Teile einer internen hydrophoben Doméne entfernen zur Attenuierung fohren. Das Ausmaf der
Attenuierung hangt dabei auch von der Groéfle der Deletion ab und kann durch VergréBerung
vermehrt werden. Alle mit diesen attenuierten Mutanten immunisierten Mause waren gegen Infekti-
on mit dem virulenten Wildtyp Virus vollkommen geschiitzt. Dieses Ergebnis bestatigt das Ergebnis
von Beispiel 1, dass Kapsiddeletionsmutanten als Lebendvakzinen verwendet werden kénnen.

Beispiel 5: ldentifizierung von Zusatzmutationen

Die Kapsiddeletionsmutanten CD28-48, CD28-54 und CD28-89 tragen Deletionen von 21, 27
und 62 Aminosduren Lénge (Tabelle 1). Diese Deletionen entfernen eine interne hydrophobe
Domane zur Génze bzw. entfernen im Falle der groRten Deletion alle internen hydrophoben Ab-
schnitte des Kapsidproteins (Fig. 1). Diese Mutanten zeigen eine ungestorte Genexpression, sind
aber in BHK-21 Zellen nicht passagierbar. Ubersténde von mit diesen Mutanten transfizierten BHK-
21 Zellkulturen wurden nach 3 Tagen geerntet und in je 10 Babymause (1 Tag alt) intracranial
inokuliert. Dies stellt das empfindlichste der bekannten Vermehrungssysteme fir das FSME Virus
dar. Nach 5 bis 10 Tagen starben im Fall der Mutante CD28-48 alie, im Fall der Mutante CD28-54
7 der 10 Babyma&use unter deutlichen klinischen Zeichen der Enzephalitis. Bei den mit der Mutante
CD28-89 inokulierten Mausen verstarb keine. In den Gehirnen aller verstorbenen Mause konnte
durch PCR das FSME Virus nachgewiesen werden, wahrend kein Virus in den {iberlebenden
Mausen gefunden wurde. Virus aus den Gehirnen verstorbener Mause konnte in BHK-21 Zellkuitu-
ren beliebig passagiert werden. Dieses Ergebnis zeigt, dass bei Mutanten, die durch die Entfer-
nung einer hydrophoben Domane ihre Passagierbarkeit in Zellkultur verloren hatten, Revertanten
selektioniert werden kénnen, die wieder in Zellkultur passagierbar sind.

Um die genetische Grundlage dieser Veranderungen zu ermitteln wurden der fur das Kapsid-
protein kodierende Genomabschnitt fur eine Reihe solcher Revertanten sequenziert. Es zeigte
sich, dass in jedem Fall eine weitere Mutation im Protein C zusétzlich zu der urspriinglichen einge-
fuhrten Deletion vorhanden war. Dabei handelte es sich um Punktmutationen oder eine Sequenz-
duplikation. Diese zusatzlichen Mutationen sind in Tabelle 3 zusammengefasst. Ein gemeinsames
Merkmal aller dieser Mutationen ist, dass sie die Hydrophobizitat des Kapsidproteins erhéhen. Das
Ergebnis zeigt, dass Mutationen, die die Hydrophobizitat des Kapsidproteins erhohen den Effekt
von Deletionen interner hydrophober Sequenzen in Bezug auf die Passagierbarkeit von Flaviviren
in Zellkulturen revertieren kénnen.

Beispiel 6: Kapsiddeletionsmutanten mit Zusatzmutationen als Lebendvakzine

Es wurden mit Hilfe des infektiésen Klons zwei Mutanten hergestellt, die eine 21 Aminosauren
lange Deletion der internen hydrophoben Domane gemeinsam mit je einer Zusatzmutation (aus-
gewahit aus den in Tabelle 3 angegebenen Mutationen) im Kapsidprotein enthielten. Diese beiden
Mutanten, CD28-43/L70 und CD28-43/Du8 waren in Gegensatz zu der entsprechenden Deletions-
mutante ohne Zusatzmutation (CD28-43) in BHK-21 Zellen beliebig passagierbar (Tabelle 1).
Dieses Ergebnis bestatigt die unter Beispiel 5 gemachten Aussagen. Inokulation dieser Mutanten
in erwachsene Méause ergab, dass beide apathogen waren und eine schutzende Immunitat hervor-
riefen (Tabelle 2). Dieses Ergebnis zeigt, dass Mutanten mit Deletionen und Zusatzmutationen
nach den oben beschriebenen Gesichtspunkten als Lebendvakzine geeignet sind.

Tabelle 1

Kapsid-Deletionsmutanten des FSME Virus

Bezeichnung Deletion® Zusatzmutation Genexpression®  Passagierbarkeit®
cD28 Q28 + T

CD28-31 Q28-Vv31 + +

CD28-35 Q28-N35 + +
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Bezeichnung Deletion® Zusatzmutation Genexpressionb Passagierbarkeit®
CD28-39 Q28-L.39 + +
CD28-43 Q28-M43 + +
CD28-46 Q28-L46 + +
CD28-48 Q28-H48 + -
CD28-54 Q28-A54 + -
CD28-89 Q28-L89 + -
CD16-25 R16-K25 + +
CD28-48/L70 Q28-H48 Q70->L + +
CD28-48/Du8 Q28-H48 178-L85 Dupl® + +

# Angegeben sind die erste und letzte deletierte Aminoséaure. Die Zahlen bezeichnen die Positi-
on der AS gezahit vom Aminoterminus des Kapsidproteins.

® Bestimmt durch Immunfluoreszenzfarbung von BHK-21 Zellen mit FSME spezifischen Anti-
seren. + = Immunfluoreszenzfarbung in vergleichbarer Intensitét wie Wildtyp-Virus; - keine Far-
bung.

© Bestimmt durch mehrmalige Ubertragung von Zellkulturiberstanden auf BHK-21 Zellen: +
passagierbar; - nicht passagierbar.

4 Duplikation der 8 Aminos&uren von Position 78 bis 85

Tabelle 2
Immunisierung erwachsener Mause
Inokutum Menge® iberlebend® schiitzend immunisiert’
Wildtyp 10* pfu 110 n.a.
CD28 107 pfu 0/10 n.a.
CD28-31 104 pfu 210 n.a.
CD28-35 10" pfu 9/10 9/10
CD28-39 10* pfu 10/10 10/10
CD28-43 10* pfu 10/10 10/10
CD28-43 10° pfu 1010 10/10
CD28-48/L70 10: pfu 10/10 1010
CD28-48/Du8 10” pfu 10/10 10/10

® Menge des subkutan applizierten inokulums angegeben in plaque forming units (pfu) pro
Maus.

® Zahl der Uberlebenden Mause/Gesamtzahl der Mause

® Zahl der immunisierten Mause/Gesamtzahl der Mause. Die Immunisierung wurde mit Hilfe
des Nachweis von FSME-spezifischen Antikérpern im Serum bestimmt. Durch nachfolgende Infek-
tion mit virulentem Wildvirus wurde bestatigt, dass die Immunisierung vollstandig vor der Erkran-
kung schutzte. n.a.=nicht anwendbar

Tabelle 3

Kompensierende Mutationen in Kapsiddeletionsmutanten

RNA? Protein®
A299->U D56->|

C302->U P57->L
G328->U V66->F
A341->U Q70->L

10
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RNA?® Protein®
C347->U T72->|
A368->U K79->|
C374->U T81->M
A401->U Q90->L
364-387 Dupl° 178-1.85 Dupl
307-363 Dupl L59-K77 Dupl

? Nukleotidpositionen im Genom des FSME Virus (GenBank Nr. U27495)
® Aminos&ureposition in Protein C
° Duplikation des angegebenen Abschnitts
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PATENTANSPRUCHE:

Attenuierter Flaviviren-Lebendimpfstoff, umfassend eine Flavivirus-Mutante, dadurch ge-
kennzeichnet, dass die Flavivirus-Mutante eine Deletion im Kapsidprotein von zumindest
mehr als 4 aufeinanderfolgenden Aminoséuren aufweist, wobei der carboxy-terminale
hydrophobe Bereich von der Deletion nicht betroffen ist.
Lebendimpfstoff nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dass die Deletion eine interne
hydrophobe Domane des Kapsidproteins betrifft.
Lebendimpfstoff nach Anspruch 1 oder 2, dadurch gekennzeichnet, dass 5 bis 70, vor-
zugsweise 6 bis 25, insbesondere 7 bis 20, aufeinanderfolgende Aminoséuren im Kapsid-
protein deletiert sind.
Lebendimpfstoff nach einem der Anspriiche 1 bis 3, dadurch gekennzeichnet, dass die De-
letion groRer als 20 aufeinanderfolgende Aminoséuren ist und das Kapsidprotein zusatz-
lich ein oder mehrere weitere Mutationen aufweist, mit denen die Hydrophobizitét des
Kapsidproteins erhéht wird, wobei die weiteren Mutationen vorzugsweise ausgewahit sind
aus
« Punktmutationen, mit denen die Hydrophobizitat des Kapsidproteins erhoht wird, oder
. insertionen von Aminos&ureabschnitten mit vorwiegend hydrophoben Eigenschaften,
insbesondere Duplikationen von hydrophoben Bereichen des Kapsidproteins.
Lebendimpfstoff nach einem der Anspriiche 1 bis 4, dadurch gekennzeichnet, dass das
Flavivirus ausgewahlt ist aus der Gruppe bestehend aus Gelbfieber-Virus (GFV), Virus der
japanischen Enzephalitis (JEV), den vier Serotypen der Dengue-Viren (DV), Frihsom-
mermeningoenzephalitis-Virus (FSMEV), West-Nil-Virus (WNV), Murray Valley Enzephali-
tis- Virus (MVEV), Saint Louis Enzephalitis-Virus (SLEV), Powassan-Virus (PV), klassi-
sches Schweinefieber-Virus (CSFV), bovines virales Diarrhoe-Virus (BDV), border disease
Virus (BDV), Hepatitis C-Virus (HCV) und Hepatitis G-Virus (HGV).
Lebendimpfstoff nach einem der Anspriiche 1 bis 5, dadurch gekennzeichnet, dass er 10’
bis 107, vorzugsweise 10° bis 10°, insbesondere 10° bis 10°, infektise Einheiten an Flavi-
viren enthalt.
Lebendimpfstoff nach einem der Anspriiche 1 bis 6, dadurch gekennzeichnet, dass er wei-
ters Antibiotika, Konservierungsmittel, Stabilisatoren, Pufferszubstanzen oder Mischungen
davon umfasst.
Lebendimpfstoff nach Anspruch 7, dadurch gekennzeichnet, dass er Neomycin, Kana-
mycin, Thiomersal, Humanalbumin, Lactose-Sorbitol, Sorbitol-Gelatine, Polygeline, MgClz,
MgSO,, Aminosauren, Polysaccharide, Puffersalze oder Mischungen davon umfasst.
Lebendimpfstoff nach einem der Anspriche 1 bis 8, dadurch gekennzeichnet, dass er
durch nicht-transformierte Wirtszellen hergestelit ist.
Attenuierter Flavivirus Lebendimpfstoff, dadurch gekennzeichnet, dass er eine Nukleinséu-
re umfasst, die fur ein deletiertes Kapsidprotein, wie in einem der Anspriiche 1 bis § defi-
niert, kodiert.
Lebendimpfstoff nach Anspruch 10, dadurch gekennzeichnet, dass er Aminoglykosid-
Antibiotika, insbesondere Neomycin oder Kanamycin, Liposomen, Mikrosphéren oder Mi-
schungen davon umfasst.
Verfahren zur Herstellung eines Lebendimpfstoffes nach einem der Anspriiche 1 bis 9, ge-
kennzeichnet durch die folgenden Schritte:
- Bereitstellen eines Flavivirus oder einer Flavivirus-Nukleinséure, wobei das Flavivirus
bzw. die Flavivirus-Nukleinséure eine Deletion im Kapsidprotein von zumindest mehr
als 4 aufeinanderfolgenden Aminoséuren, wie in einem der Anspriiche 1 bis 5 definiert,
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aufweist,
* Vermehren des Fiavivirus oder der Flavivirus-Nukleinséure in geeigneten Wirtszellen,
« Gewinnen der durch die Wirtszellen vermehrten Viruspartikel und
+ Aufarbeiten der Viruspartikel zu einem Lebendimpfstoff.
Verfahren nach Anspruch 12, dadurch gekennzeichnet, dass die Wirtszelle ausgewahlt ist
aus embryonierten Huhnereiern, primédren embryonalen Hithnerzellen, humanen diploiden
Zelllinien, Verozellen, priméren Hamsternierenzellen, priméren Hundenierenzellen oder
diploiden fétalen Rhesuslungenzellen.
Verwendung einer Flavivirus-Nukieinsgure, welche eine Deletion im Kapsidprotein von
zumindest mehr als 4 aufeinanderfolgenden Aminosauren, wie in einem der Anspriiche 1
bis 5 definiert, aufweist, zur Herstellung eines Lebendimpfstoffes zur Pravention von Flavi-
virus-Infektionen.

HIEZU 4 BLATT ZEICHNUNGEN
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