
 

 

 

 

 

 

 

Generierung ALV-J resistenter Hühner 

mittels Gen-Editierung  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

von Romina Chantal Klinger, geb. Hellmich 

  



 

 

 

Inaugural-Dissertation zur Erlangung der Doktorwürde  

der Tierärztlichen Fakultät der Ludwig-Maximilians- 

Universität München 

 

 

 

 

 

 

Generierung ALV-J resistenter Hühner  

mittels Gen-Editierung  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

von Romina Chantal Klinger, geb. Hellmich 

aus Ostercappeln 

München 2021  



Aus dem Veterinärwissenschaftlichen Department der Tierärztlichen Fakultät  

der Ludwig-Maximilians-Universität München 

Lehrstuhl für Physiologie 

Arbeit angefertigt unter der Leitung von: Univ.-Prof. Dr. Bernd Kaspers 

Mitbetreuung durch: Prof. Dr. Benjamin Schusser 

Angefertigt am Wissenschaftszentrum Weihenstephan, Professur für Biotechnologie 

der Reproduktion, Technische Universität München  

Mentor: Prof. Dr. Benjamin Schusser 

  



Gedruckt mit der Genehmigung der Tierärztlichen Fakultät 

der Ludwig-Maximilians-Universität München 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Dekan:   Univ.-Prof. Dr. Reinhard K. Straubinger, Ph.D. 

 

Berichterstatter:  Univ.-Prof. Dr. Bernd Kaspers 

 

Korreferent/en:  Univ.-Prof. Dr. Maik Dahlhoff 

   Univ.-Prof. Dr. Dr. h. c. Hans-Joachim Gabius 

 

 

 

 

Tag der Promotion: 06.02.2021 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Meiner Familie 

  



Inhaltsverzeichnis     VI 

INHALTSVERZEICHNIS 

1. EINLEITUNG ............................................................................................ 1 

2. LITERATURÜBERSICHT ...................................................................... 2 

 Gen-Editierung beim Huhn .......................................................................2 

2.1.1. Gentransfer Strategien ..................................................................................2 

2.1.2. DNA-Reparaturmechanismen ......................................................................5 

2.1.3. Gen-Editierung mittels sequenzspezifischer Endonukleasen .......................6 

2.1.3.1. Das CRISPR/Cas9 System ...........................................................................7 

 Aviäres Leukosevirus ...............................................................................10 

2.2.1. Aviäres Leukosevirus J ..............................................................................12 

2.2.1.1. Erkrankung und Diagnostik .......................................................................12 

2.2.1.2. ALV-J Rezeptor .........................................................................................14 

2.2.1.3. Ausbreitung und wirtschaftliche Bedeutung ..............................................15 

2.2.1.4. Kontrollstrategien .......................................................................................16 

3. ZIELSETZUNG DER ARBEIT ............................................................. 18 

4. PUBLIKATION ....................................................................................... 19 

5. DISKUSSION ........................................................................................... 32 

 Gentechnisch herbeigeführte ALV-J Resistenz .....................................32 

5.1.1. Modifikation des chNHE1 .........................................................................32 

5.1.2. Gentransfer .................................................................................................34 

5.1.3. Phänotyp .....................................................................................................35 

 Gen-Editierung als virale Kontrollstrategie ..........................................36 

5.2.1. Effektivität ..................................................................................................36 

5.2.2. Anwendbarkeit ...........................................................................................38 

 Ausblick: Gen-Editierung in kommerzieller Hühnerzucht ..................39 

6. ZUSAMMENFASSUNG ......................................................................... 42 

7. SUMMARY............................................................................................... 43 

8. LITERATURVERZEICHNIS ................................................................ 44 

9. DANKSAGUNG ....................................................................................... 54 



Abkürzungsverzeichnis     VII 

ABKÜRZUNGSVERZEICHNIS 

-/-  bialleler Knockout des Genlokus 

+/+  unveränderter Genlokus 

3Rs  Refinement, Reduction, Replacement  

A+/A-  Antikörpertiter  

ALSV  Avian leukosis/sarcoma group viruses 

ALV  Aviäres Leukosevirus 

ALV-J  Aviäres Leukosevirus Untergruppe J 

bp  Basenpaare 

Cas  CRISPR associated 

chNHE1 chicken Na+/H+ Exchanger 1 

CRISPR clustered regularly interspaced short palindromic repeats 

crRNA  CRISPR-RNA 

DNA  Desoxyribonukleinsäure, desoxyribonucleic acid 

DSB  Doppelstrangbruch 

dsDNA double-stranded DNA 

eGFP  enhanced green fluorescent protein 

ELISA  enzyme-linked immunosorbent assay 

env  Hüllprotein kodierender Lokus, envelope 

G  Guanin 

gag Gruppen-spezifische Antigene kodierender Lokus, group-specific 

antigen  

GMO  genetisch modifizierter Organismus  

gp37  glycoprotein 37 

gp85  glycoprotein 85  



Abkürzungsverzeichnis     VIII 

H&H  Hamburger und Hamilton 

HDR  homology directed repair 

HPRS  houghton poultry research station 

HR  Homologe Rekombination, homologous recombination 

HRM  high resolution melt Analyse 

indels  Deletion und Insertion von Nukleotiden 

kb  kilobase 

LSL  Lohmann-selected Leghorn 

LTR  long terminal repeats  

ML  Myeloide Leukose, myeloid leukosis 

mRNA  messenger RNA 

N  beliebige Nukleinbase 

NHEJ  non homologous end joining 

PAM  protospacer adjacent motif 

PCR  Polymerase Kettenreaktion, polymerase chain reaction 

PGC  Primordiale Keimzelle, primordial germ cell 

pol  Polymerase kodierender Lokus, polymerase 

pro  Protease kodierender Lokus, protease 

PRRSV porcine reproductive and respiratory syndrome virus  

RCAS replication-competent avian sarcoma-leukosis virus with a splice 

acceptor 

RNA  Ribonukleinsäure, ribonucleic acid 

S+/S-  Virusausscheidung, viral shedding  

sgRNA single guide RNA 

SNP  single nucleotide polymorphism 



Abkürzungsverzeichnis     IX 

ssODN single-stranded DNA oligonucleotide 

STAGE sperm transfection assisted gene editing 

TALEN transcription activator like effector nuclease 

TGG  Thymin, Guanin; W38 kodierende Sequenz 

tracrRNA trans-activating RNA 

V+/V-  Virämie  

W38  Tryptophan; Position 38 

ZFN  Zink Finger Nuclease 

Δ  Deletion 

  



Abbildungsverzeichnis     X 

ABBILDUNGSVERZEICHNIS  

Abbildung 1. Übersicht wichtiger Gentransfer Strategien im Huhn. .............................. 4 

Abbildung 2. Schematische Darstellung des Typ II Cas9-guide RNA Komplexes. ....... 9 

Abbildung 3. Übertragungswege des ALV-J. ............................................................... 13 

Abbildung 4. Aminosäuresequenz des NHE1 Proteins verschiedener Vogelspezies. .. 15 

  

 

  



1. Einleitung     1 

1. EINLEITUNG 

Das Haushuhn trägt entscheidend zur Versorgung der Bevölkerung mit tierischem 

Eiweiß bei und stellt daher eines der bedeutendsten landwirtschaftlichen Nutztiere 

weltweit dar. Einhergehend mit der enormen Intensivierung der Geflügelhaltung in 

den letzten Jahrzehnten ist das Risiko von Krankheitsausbrüchen ebenfalls deutlich 

angestiegen und die Anforderungen an den Erhalt der Tiergesundheit und des 

Tierwohls gewachsen.  

Die Untergruppe J der aviären Leukoseviren (ALV-J) verursacht große 

wirtschaftliche Einbußen in der Geflügelmast und gilt seither als einer der 

bedeutendsten Vertreter hühnerspezifischer Retroviren. Da bisher noch keine 

geeignete Prophylaxe- oder Therapiemöglichkeit zur Verfügung steht, stellen 

intensives Monitoring und Keulung infizierter Hühnerbestände bisher die einzigen 

Möglichkeiten dar, das Virus einzudämmen. Während dies in westlichen Ländern 

zur Etablierung ALV-J-freier Zuchtherden verhalf, ist ALV-J weiterhin im 

asiatischen Raum prävalent.  

 

Neue wissenschaftliche Erkenntnisse spielen im Hinblick auf die 

Krankheitsprävention eine übergeordnete Rolle, indem ein detailliertes Verständnis 

des aviären Immunsystems und darüber hinaus Prophylaxe- und 

Therapiemöglichkeiten erarbeitet werden.  

In diesem Zusammenhang kann die Gen-Editierung als eine zukünftige Alternative 

oder Zusatzmaßnahme zur Impfung und konventionellen Zuchtverfahren 

angesehen werden. Die Effizienz, Präzision und Praktikabilität der Gen-Editierung 

konnten insbesondere durch die Verwendung programmierbarer Endonukleasen, 

wie das CRISPR/Cas9 System, rasant verbessert werden. In Synergie mit einer 

Vielzahl weiterer biomedizinischer Forschungsbereiche bietet die Biotechnologie 

nun ein immenses Potenzial für die Grundlagenforschung und zukünftige Konzepte 

nachhaltiger Tierzucht. Die Erzeugung und Bewertung einer durch Gen-Editierung 

induzierten Krankheitsresistenz gegenüber ALV-J im Haushuhn ist Gegenstand 

dieser Arbeit.  
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2. LITERATURÜBERSICHT 

 Gen-Editierung beim Huhn 

Genetisch veränderte Hühner gewinnen als Modellorganismus zunehmend an 

Bedeutung. Übergeordnete Fragestellungen im Bereich der Prävention von 

Infektionskrankheiten beinhalten die Identifizierung und Modifizierung von Genen, 

die an Virus-Rezeptor-Interaktionen beteiligt sind, um Tiergesundheit und 

Tierwohl zu verbessern. Nach vollständiger Entschlüsselung des Hühnergenoms 

wurde der Grundstein hierzu durch die Etablierung geeigneter Gen-Targeting und 

Gentransfer Methoden gelegt [1]. 

2.1.1. Gentransfer Strategien 

Ausgeprägte Unterschiede in der Reproduktionsbiologie zwischen Vogel und 

Säugetier - vor allem bezüglich der Entwicklungsstadien und Zugänglichkeit der 

Hühnereizelle - erfordern unterschiedliche Strategien, um genetische 

Modifikationen in vivo zu implementieren. Bevor präzise Gen-Modifikationen und 

deren Etablierung in vivo möglich waren, konnte im Huhn ausschließlich die 

Transgenese - das Einbringen von exogener DNA an einen zufälligen Lokus - 

durchgeführt werden. Die ersten transgenen Hühner wurden mithilfe viraler 

Vektorsysteme, die sich von aviären Leukoseviren oder Lentiviren ableiteten, 

generiert [2-4] (Abbildung 1A). Hierbei nutzte man die Eigenschaft der stabilen 

Integration proviraler DNA in das Wirtsgenom, um das erwünschte Transgen 

einzuschleusen.     

Nachteile dieser Technologie sind die Erzeugung genetischer Mosaike, das Risiko 

einer Rekombination zwischen Vektor- und Feldvirus, sowie die limitierte 

Kapazität hinsichtlich der Größe des einzubringenden Transgens. Außerdem ist  

keine sequenzspezifische Gen-Editierung möglich [1].  

1994 wurde die Mikroinjektion exogener DNA in die Keimscheibe der Zygote als 

erste alternative Strategie publiziert (Abbildung 1B) [5]. Das Verfahren wurde 

etabliert, um Nachteile viraler Vektoren zu umgehen. Aufgrund der technisch 

anspruchsvollen Manipulation der Zygote im schalenfreien Zustand, der ex vivo 

Kultur des Embryos und damit einhergehenden, unvermeidbaren Tötung der 

Spendertiere wurde diese Methode trotz erfolgreicher Erzeugung genetisch 

modifizierter Hühner nicht weiterverfolgt [5].  
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Eine Alternativmethode zur Etablierung gewünschter Modifikationen in der 

Keimbahn stellt die Transfektion ausdifferenzierter männlicher Keimzellen dar [6]. 

Hierbei wird der Zeitraum der Kultur primordialer Hühnerkeimzellen (PGCs; engl. 

primordial germ cell) sowie das Heranwachsen von Keimbahnchimären bis zur 

Geschlechtsreife umgangen. Bei dem sogenannten sperm transfection assisted gene 

editing (STAGE) erfolgt eine Lipofektion des Spermas, um die erwünschte 

genetische Modifikation herbeizuführen. Mittels künstlicher Besamung werden die 

Zellen anschließend in das Empfängertier transferiert (Abbildung 1C). In der 2016 

veröffentlichten Studie konnten gen-editierte Nachkommen mit einer Frequenz von 

bis zu 26% erzeugt werden. Die Experimente konnten jedoch nicht durch andere 

Forschungsgruppen reproduziert werden [7]. 

Dagegen konnten sich Keimzell-basierte Verfahren bis heute durchsetzen. Hierzu 

zählt die direkte in ovo Transfektion von PGCs. Dazu wird die Eischale fensterartig 

eröffnet und der Transfektions-Komplex in die dorsale Aorta des Embryos mittels 

Mikroinjektionsnadel appliziert. Nach Verschluss der Eischale wird der Embryo bis 

zum Schlupf weiter inkubiert. Das System von Tyack et al. sollte ebenfalls den 

Zeitraum der in vitro Kultur von PGCs umgehen (Abbildung 1D) [8].  

Die derzeitige Standard Gentransfermethode stellt die in vitro Modifikation von 

PGCs und anschließender Reimplantation in ein Empfängertier dar (Abbildung 1E). 

Entscheidend für die Isolation dieser Zellen ist ein für Vögel und Reptilien 

einzigartiges Migrationsmuster während der Embryogenese [9, 10]. Innerhalb der 

ersten Tage der Embryonalentwicklung migrieren die PGCs über das Gefäßsystem 

in die embryonale Gonadenanlage ein [11]. Der Höhepunkt der vasalen Wanderung 

ist im Hamburger und Hamilton (H&H) Stadium 10-12 erreicht, welches somit 

einen geeigneten Entnahmezeitpunkt embryonalen Blutes zur Gewinnung der 

PGCs darstellt [12]. Im Umkehrschluss kann der gleiche Zeitpunkt zur 

Reimplantation modifizierter PGC in Empfänger-Embryonen genutzt werden [9]. 

1993 ist die sogenannte „ex vivo – in vivo“ Strategie erstmals beschrieben worden 

[13]. Die Migrationsfähigkeit der PGCs blieb trotz der damit verbundenen 

Manipulation der Zellen nicht verloren. Im Huhn konnten mithilfe dieser Technik 

die ersten Keimbahnchimären erzeugt werden [13]. Die gleiche Strategie wurde 

daraufhin zur Generierung transgener Hühner erfolgreich eingesetzt [10]. Im Jahr 

2006 ist van de Lavoir et al. eine Überarbeitung dieser Methode im Hinblick auf 

bessere und effizientere PGC Kulturbedingungen gelungen. Mit dieser Arbeit 

wurde die Grundlage besserer Zellteilungsraten und längerer Kultivierbarkeit der 
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Zellen bei Erhalt guter Keimbahn-Transmissionsraten geschaffen [14]. 

Nachfolgend gelang die Entwicklung eines definierten PGC Kulturmediums, 

welches das Wachstum von PGCs ohne Feeder-Zellen ermöglichte und die 

Anwendung des PGC-basierten Gentransfers zusätzlich vereinfachte [15]. 

 

Abbildung 1. Übersicht wichtiger Gentransfer Strategien im Huhn. 

A, Lentivirale Gentransduktion durch Injektion in das frühembryonale Blastoderm. B, DNA 

Mikroinjektion in die aviäre Zygote. C, Sperm transfection assisted gene editing. D, In ovo 

Transfektion von PGCs. E, Isolation, Kultur, Transfektion und Reimplantation von PGCs. 

Abbildung nach Looi et al. 2018 [16]   

 

Eine weitere Gentransfer Variante stellt die Reimplantation modifizierter PGCs in 

die Gonaden adulter, durch Bestrahlung sterilisierter Hähne dar [17]. Ziel dieses 

Ansatzes ist es, die Rate der Keimbahn-Transmission zu maximieren. Eine 

Effizienzsteigerung wird erreicht, indem durch Bestrahlung ausschließlich 

implantierte, in die Gonade eingewanderte PGCs zur Spermatogenese beitragen 

können. Mit diesem Verfahren ist die Erzeugung modifizierten Nachwuchses mit 
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einer Effizienz von 100% möglich, da keine Konkurrenz zwischen genetisch 

modifizierten und Wildtyp Spermien existiert.   

2.1.2.  DNA-Reparaturmechanismen 

Die gezielte Manipulation des Genoms beruht auf dem Prinzip der natürlichen 

Mutagenese. Zellinterne DNA-Reparaturmechanismen werden genutzt, um eine 

vorausgegangene Schädigung der DNA fehlerlos zu reparieren oder unter Verbleib 

von Sequenzänderungen zu rekonstruieren [18]. DNA Schäden können durch eine 

Vielzahl intrinsischer und extrinsischer Faktoren entstehen. Dabei kann es sich um 

ein Noxe handeln oder auch im Rahmen physiologischer Prozesse ablaufen [19]. 

Ein Doppelstrangbruch (DSB) hat dabei großen Einfluss auf das Bestehen der 

Funktionalität des Genoms [20]. Um die Integrität eukaryotischen Erbguts 

sicherzustellen, existieren höchst konservierte DNA-Reparaturmechanismen, das 

non-homologous end joining (NHEJ) und die homologe Rekombination (HR) [21].  

NHEJ bezeichnet die direkte Ligation der DNA Enden [22]. Typischerweise ist dies 

mit geringfügigen Nukleotid-Deletionen und/oder -Insertionen (Indels) assoziiert 

[20]. Dies kann zu einer Verschiebung des Leserasters führen, was abweichende 

Genprodukte oder völligen Funktionsverlust des betroffenen Gens zur Folge haben 

kann [23]. 

Die Reparatur eines DSB mittels HR erfordert das Vorhandensein einer zum 

geschädigten DNA Abschnitt homologen Sequenz [21]. Unter physiologischen 

Bedingungen bietet das intakte Schwester-Chromatid eine solche Reparaturvorlage 

(repair template) [24]. Damit diese Struktur für den Vorgang der HR zugänglich 

ist, muss sich die Zelle in Zellteilung befinden. Dementsprechend läuft dieser 

Vorgang ausschließlich in teilungsaktiven Zellen ab. Für die NHEJ-basierte 

Reparatur gilt diese Voraussetzung nicht und tritt damit frequenter als HR auf [25]. 

Beide Reparaturmechanismen spielen eine große Rolle in der Gen-Editierung. Das 

Prinzip der HR kann genutzt werden, um einen DNA-Abschnitt gezielt zu 

restrukturieren, indem exogene DNA als repair template zur Verfügung gestellt 

wird [26]. Je nach Zusammensetzung des template kann eine gezielte Gen-Insertion 

(knock-in) oder eine gezielte Inaktivierung durch Gen-Deletion (knock-out) erreicht 

werden [18]. Der Rekombinationsprozess der entsprechenden DNA-Sequenz wird 

über sogenannte „Homologiearme“ sichergestellt [27]. Diese zum Ziellokus 

homologen Sequenzen flankieren den modifizierten DNA-Abschnitt des repair 
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template. Die Länge der Homologiearme ist dabei von der Größe der 

einzubringenden Modifikation abhängig. Für die Integration oder Deletion von 

Genen wurden in Studien von Leighton und Schusser et al. isogene Homologiearme 

von insgesamt 8 bis 9 Kilobasen (kb) benötigt, um die erwünschte Modifikation 

mittels HR stabil in das Hühnergenom integrieren zu können [28, 29]. Die Effizienz 

der HR hängt zudem von der Teilungsaktivität der Zellen und der zufälligen 

Rekombination exogener DNA in den intakten Ziellokus ab. Die 

Wahrscheinlichkeit der HR steigt somit durch einen zuvor induzierten DSB an [23].  

2.1.3.  Gen-Editierung mittels sequenzspezifischer Endonukleasen 

Der Einsatz sequenzspezifischer Endonukleasen ermöglicht eine enorme 

Steigerung der Targeting Effizienz, indem hiermit sequenzspezifische DSB 

induziert werden können, was eine DNA-Reparatur mittels HR oder NHEJ an 

programmierbarer Stelle begünstigt [18]. Vier Endonuklease-Klassen sind bisher 

beschrieben worden, die als Werkzeug für die Gen-Editierung zur Verfügung 

stehen: Meganukleasen, Zink Finger Nukleasen (ZFNs), Transcription Activator-

like Effector Nucleases (TALENs) und das Clustered Regularly Interspaced Short 

Palindromic Repeats associated Cas9 System (CRISPR/Cas9) [23]. 

Anhand von Meganukleasen konnte erstmals das Prinzip des induzierbaren, 

sequenzabhängigen DSB nachvollzogen werden [30]. Die Programmierbarkeit 

dieser Enzyme ist jedoch auf bestimmte Recognition Sites limitiert, was die 

Flexibilität stark einschränkt [31]. Die Modifikation des Hühnergenoms unter 

Verwendung von Meganukleasen ist nicht beschrieben. ZFN und TALEN stellen 

proteinbasierte Systeme zur Spaltung von DNA dar [23]. Beide Systeme bestehen 

aus einer programmierbaren DNA-Bindedomäne sowie einer DSB induzierenden 

DNA-Spaltungsdomäne [23]. Im Huhn wurden beide Systeme mit hohen Targeting 

Effizienzen am Beispiel des Ovalbumins [32, 33] und des DDX4 Lokus (DEAD-

Box Helicase 4) eingesetzt [34]. Die aufwändige und teils eingeschränkte 

Programmierbarkeit einzelner Komponenten sowie hohe DSB-Raten abseits des 

Ziellokus (Off-Target events) stellen limitierende Faktoren dar [35]. Im Vergleich 

dazu ist das CRISPR/Cas9 System ein besonders effizientes, kostengünstiges und 

simples Instrument der molekularen Biotechnologie zur Induktion präziser DSBs 

in pro- und eukaryotischer DNA [36, 37]. Mit erfolgreicher Anwendung von 

CRISPR/Cas9 zur Editierung des Säugetiergenoms im Jahr 2013 gelang ein 

entscheidender Durchbruch in der biomedizinischen Forschung [38-40].  
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Die Anwendungsgebiete sequenzspezifischer Endonukleasen sind enorm vielseitig, 

da die Reparaturmechanismen durch entsprechende repair templates 

unterschiedlich genutzt werden können. Ein gezielter Knockout kann auch ohne 

template erfolgen, indem das Gen durch NHEJ-bedingte Mutationen funktionslos 

wird. Ein HR-gestützter Vorgang unter Verwendung eines repair templates nach 

DSB wird als homology directed repair (HDR) bezeichnet und eignet sich für eine 

Vielzahl verschiedener Modifikationen. Für die Insertion großer DNA-Segmente 

werden in der Regel Targeting Vektoren mit Homologiearmen von mindestens 1-2 

kb verwendet [41]. Dagegen kann bei geringfügigeren Modifikationen auf kürzere, 

häufig einzelsträngige DNA templates (ssDNA) zurückgegriffen werden [42]. 

Handelt es sich um Punktmutationen kann die homologe Sequenz des repair 

templates bis auf 100 Basenpaare (bp) reduziert werden [43]. Der Vorteil 

einzelsträngiger Oligodeoxynukleotide (ssODN) besteht in der effizienteren 

Rekombination mittels HDR sowie der Verfügbarkeit des templates innerhalb 

weniger Tage bei Synthetisierung durch kommerzielle Anbieter [23]. 

2.1.3.1.  Das CRISPR/Cas9 System 

CRISPR/Cas9 ist ein RNA-basiertes System zur Spaltung von DNA [44]. 

Ursprünglich wurde es in einigen Eubakterien und Archaebakterien als Teil des 

adaptiven Immunsystems identifiziert [45, 46]. Grundlage der spezifischen 

Immunität mittels CRISPR/Cas9 ist die Fähigkeit fremdes Erbgut zu erkennen und 

durch Induktion eines gezielten DSB zu inaktivieren während das eigene Erbgut 

davon unberührt bleibt [47].  

Der CRISPR/Cas9 Lokus kodiert dazu zwei Schlüsselkomponenten: CRISPR-

assoziierte (Cas) Proteine sowie CRISPR assoziierte non-coding RNAs [48]. 

Anhand struktureller und funktioneller Eigenschaften der Cas Proteine, können 

CRISPR Typ I, II und III unterschieden werden [49]. Typ II ist deutlich besser 

erforscht und wird daher am häufigsten als Werkzeug der Gen-Editierung 

eingesetzt [50]. Insgesamt werden vier Typ II-Cas Proteine (Cas1, Cas2, Csn2 und 

Cas9) durch den CRISPR Lokus kodiert, von denen Cas9 eine Endonuklease-

Aktivität aufweist [51]. Gemeinsam mit CRISPR assoziierten non-coding RNAs, 

der CRISPR RNA (crRNA) und der trans-activating crRNA (tracrRNA) bildet 

Cas9 einen sogenannten dualRNA–Cas9 Komplex (Abbildung 2), woraufhin ein 

sequenzspezifischer DSB induziert werden kann [52]. 
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Die crRNA ist dabei essenziell für die Sequenzspezifität [53]. CrRNAs werden über 

CRISPR-Arrays des Bakteriengenoms generiert und bestehen aus 20 Nukleotid-

langen pathogenspezifischen Sequenzen, der sogenannten Protospacer Sequenz. 

Über komplementäre Basenpaarung ist der Ziellokus des DSBs so innerhalb der zu 

schneidenden DNA vorgegeben [46, 54]. Die tracrRNA Sequenz weist dagegen 

eine konstante Sequenz auf und besitzt eine regulative Funktion in der crRNA 

Transkription [55]. Die exakte Position des DSB ist neben der crRNA-abgeleiteten 

Sequenz von einer entsprechenden Bindungsstelle für Cas9 innerhalb der zu 

schneidenden DNA abhängig [52]. Diese Bindungsstelle wird als PAM 

(Protospacer adjacent motif) bezeichnet, da sie direkt auf die zur crRNA 

komplementären Sequenz folgen muss. Die PAM-Sequenz variiert zwischen 

einzelnen Cas Proteinen verschiedener CRISPR Typen [56]. Die entsprechende 

Sequenz für die üblicherweise verwendete TYP II Cas9-Endonuklease des 

Streptococcus pyogenes weist eine Nukleotid-Abfolge von 5‘-NGG-3’ auf - einer 

beliebigen Nukleinbase (N), gefolgt von zwei Guanin-Basen (G) [56]. Von PAM 

ausgehend findet der DSB drei Basenpaare in 5´-Richtung statt [48].  

Um das CRISPR/Cas9 System für die Gen-Editierung verfügbar zu machen, sind 

die Komponenten adaptiert und weiterentwickelt worden [23]. Die Fusion von 

crRNA und tracrRNA zu einer chimärischen single guide RNA (sgRNA) erhöhte 

nicht nur die Targeting Effizienz um das 5-fache, sondern vereinfachte die 

Anwendung des CRISPR/Cas9 Systems zusätzlich [53, 57]. Die CRISPR/Cas9 

Komponenten können dem Zielorganismus in unterschiedlicher Form zur 

Verfügung gestellt werden. Kommerziell erhältliche CRISPR/Cas9-Plasmide 

werden häufig verwendetet, um die Cas9- und sgRNA-kodierende Sequenz 

bereitzustellen [48]. Weitere Optionen sind die Transfektion der Komponenten in 

Form von mRNA oder Proteinkomplexen und der Einsatz viraler Vektoren [23]. 

Das CRISPR/Cas9 System konnte erfolgreich innerhalb der Pilze, Pflanzen, 

Insekten, Fische, Säugetiere und Vögel in zahlreichen Spezies als einfaches und 

effizientes molekularbiologisches Universalwerkzeug etabliert werden [31, 58-62].   
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Abbildung 2. Schematische Darstellung des Typ II Cas9-guide RNA Komplexes. 

Die Endonuklease Cas9 wird durch eine RNA-DNA-Heteroduplex und der entsprechenden PAM an 

die Zielsequenz geleitet. Durch Fusion der sequenzspezifischen crRNA mit der tracrRNA kann eine 

sgRNA erstellt werden. Abbildung modifiziert nach Kim und Kim, 2014 [23]. 

 

Die ersten Editierungsversuche mittels CRISPR/Cas9 im Hühnergenom wurden in 

embryonalen Hühnerzellen und immortalisierten Hühnerzelllinien durchgeführt. 

Die Studien konnten unabhängig voneinander zeigen, dass die Targeting Effizienz 

im Hühnergenom im Vergleich zu ZFN und TALEN deutlich höher ist [63-66].  

Im Jahr 2016 wurden modifizierte Hühnerlinien erstmals mithilfe der 

CRISPR/Cas9 Technologie erzeugt [62, 67]. In beiden Studien wurde die 

gewünschte Modifikation zunächst PGCs etabliert und anschließend zur 

Generierung von Keimbahnchimären verwendet. Oishi et al. entwarfen spezifische 

sgRNAs für den Knockout von Ovalbumin und Ovomucoid [67]. Beide Gene 

konnten erfolgreich und effizient mittels NHEJ in PGCs ausgeschaltet werden. Da 

jedoch kurz zuvor der Knockout des Ovalbumins im Huhn mittels TALEN 

publiziert worden war, wurde in dieser Studie lediglich der Ovomucoid-Knockout 

in vivo weiter verfolgt [34, 67]. Ovomucoid-defiziente Hühner wiesen weder 

phänotypische Auffälligkeiten noch Hinweise auf off-target events auf. Eine 

unerwünschte Integration des Targeting-Plasmids auf DNA-Ebene wurde ebenfalls 

nicht festgestellt.   

Zeitgleich kam das CRISPR/Cas9 System in Verbindung mit HDR im 

Hühnergenom in der Studie von Dimitrov et al. zum Einsatz [62]. Ziel war die 

präzise Integration einer loxP site zum 3´-Ende eines zuvor durch HR generierten 

Knockout des Immunglobulin-schweren Kette kodierenden Gens. Mittels HDR 
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wurde die Zielregion durch eine selektierbare exogene DNA-Sequenz mithilfe 2 

kb-langer Homologiearme ersetzt. Die Effizient der HR von etwa 30% korrekt 

editierter Zellklone [29] konnte unter Bereitstellung eines entsprechenden repair 

templates und Verwendung  des CRISPR/Cas9 Systems deutlich gesteigert werden 

[62].  

Der Einsatz genetisch modifizierter Hühner erlaubte bereits wichtige Einblicke in 

Funktionen des aviären Immunsystems mittels reverser Genetik, vor allem 

bezüglich der B-Zell Entwicklung und der Interaktion mit Pathogenen [29, 68-70]. 

Mit der Generierung einer  T-Zell defizienten Hühnerlinie ist ein weiteres 

Hühnermodell zur Erforschung der T-Zell abhängigen Immunantwort 

hinzugekommen [71]. Die Hühnerlinie wurde auf Grundlage von CRISPR/Cas9 

und HDR vermitteltem Knockout erstellt und steht nun zur genaueren Analyse  

T-Zell-spezifischer Funktionen zur Verfügung.  

 Aviäres Leukosevirus 

Zu den wichtigsten hühnerspezifischen Pathogenen der Familie Retroviridae zählen 

das Rous-Sarkoma Virus (RSV) und aviäre Leukoseviren (ALVs), welche 

zusammenfassend als Avian leukosis/sarcoma group viruses (ALSV) bezeichnet 

werden [72]. Das Krankheitsbild des Leukose/Sarkoma Komplexes ist vor allem 

durch die Induktion verschiedenster Tumorarten geprägt [73]. 1909 wurde die 

Hühnerleukämie erstmals als virale Infektionskrankheit eingestuft [74]. Beide 

Virusarten spielten in diesem Zusammenhang bereits eine wichtige Rolle in der 

Erforschung der viralen Tumorgenese. Die Entdeckung der reversen Transkription 

und des ersten zellulären Onkogens „src“ anhand des RSV wurde im Jahre 1966 

mit dem Nobelpreis ausgezeichnet [75]. Während das Rous Sarkoma Virus 

heutzutage keine große wirtschaftliche Rolle mehr spielt, verursachen aviäre 

Leukoseviren weiterhin große wirtschaftliche Einbußen [76].  

Innerhalb der ALVs werden insgesamt 10 Untergruppen, ALV-A bis J, auf 

Grundlage virologischer Tests, der viralen Genstruktur und des Wirtsspektrums 

unterschieden [77]. Das Haushuhn stellt den natürlichen Wirt für ALV 

Untergruppen -A bis E und J dar [72]. 2012 wurde ein von den bisher bekannten 

Untergruppen abweichendes ALV Isolat identifiziert [78]. Ob es sich hierbei um 

eine weitere ALV Untergruppe handelt, der Nomenklatur entsprechend ALV-K, ist 

noch nicht abschließend geklärt [77]. Die Untergruppen F bis I sind ausschließlich 
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in Wildvogelarten zu finden [76].   

Die Grundstruktur des ALV Genoms ist einheitlich [79]. Das Virus-Proteom wird 

von vier Strukturgenen kodiert: 5'-gag-pro-pol-env-3´, die in drei genetischen 

Regionen 5'-gag/pro-pol-env-3' organisiert sind [80]. Die Strukturgene werden von 

Long Terminal Repeats (LTRs) flankiert, die den Modus der DNA-Integration und 

der Virusreplikation regulieren [81]. Gag kodiert gruppenspezifische Antigene, die 

das Nukleokapsid, die innere Matrix und das Viruskapsid bilden. Pro und Pol 

kodieren die viralen Enzyme Protease und Reverse Transkriptase [80]. Env 

entschlüsselt zwei Glykoproteine, die die Virusoberfläche bilden. Während die 

Gene gag/pro und pol innerhalb der aviären Leukoseviren hoch konserviert sind, 

ist das env-Gen sehr variabel und diesbezüglich die wichtigste Determinante für 

Rezeptor- beziehungsweise Wirtsspezifität [82].  

Weitere Merkmale zur Charakterisierung verschiedener ALV Untergruppen sind 

das Transmissionsmuster sowie der Ablauf der Zelltransformation. Entsprechend 

des Übertragungswegs können exogene und endogene ALVs unterschieden werden 

[83]. Exogene Viren werden horizontal durch Kontaktinfektion oder vertikal über 

den Genitaltrakt ins Ei an die Nachkommen übertragen (kongenital). Unter diese 

Kategorie fallen ALV A-D und J. Endogene ALV Untergruppen sind dagegen 

durch eine genetische Übertragung gekennzeichnet. Es handelt sich um virale, 

häufig replikations-defiziente Virusgenom-Fragmente, die über die Keimbahn an 

die nachfolgende Generation weitergegeben werden [76]. In der Regel sind 

endogene ALVs nicht für infektiöse Leukose-Formen verantwortlich [83].   

Die Art und Geschwindigkeit der neoplastischen Wirtszelltransformation ist davon 

abhängig, ob der Virus onkogene Sequenzen im Erbgut aufweist [81]. Das Genom 

langsam transformierender Viren beinhaltet kein Onkogen und löst daher nicht 

unmittelbar eine Tumorgenese aus [76]. Eine Wirtszelltransformation findet hier 

über den Mechanismus der sogenannten ´promoter insertion´ statt. Dabei wird das 

virale Genom im Verlauf der Virusreplikation zufällig in unmittelbare Nähe eines 

zellulären Proto-Onkogens integriert [84]. Die LTR Sequenz steuert die permanente 

Überexpression des betroffenen Wirtsgens, was schließlich zur Zelltransformation 

führt [73]. Im Gegensatz dazu weisen akut transformierende Leukoseviren ein 

virales Onkogen auf, wodurch der oben beschriebene Prozess unabhängig vom 

Integrationsort innerhalb weniger Tage ablaufen kann [76].  
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2.2.1.  Aviäres Leukosevirus J 

ALV-J wurde erstmals 1988 in England im Rahmen eines routinemäßigen  

ALV-Monitorings in Masthuhn Herden isoliert [85]. Das neuartige Virusisolat 

konnte der ALV Familie zugeordnet werden, entsprach jedoch keiner bis dahin 

bekannten ALV Untergruppe [85]. Virologische Tests und Sequenzanalysen 

bestätigten das Vorliegen einer neu entstandenen exogenen ALV Untergruppe [85]. 

Die untersuchten ALV-J Isolate wurden gemäß der Houghton Poultry Research 

Station HPRS-100 bis -104 benannt. Darunter gilt HPRS-103 als ALV-J Prototyp 

[75]. Aus Studienergebnissen von Bai et al. konnte geschlussfolgert werden, dass 

ALV-J ursprünglich aus Rekombination zwischen exogenem ALV und dem 

endogenen Retrovirus, EAV-HP, entstand [82, 86]. ALV-J ist zunächst als langsam 

transformierendes Leukosevirus eingeordnet worden, da im Genom des HPRS-103 

kein virales Onkogen vorzufinden war [87]. Nachfolgend sind jedoch auch akut 

transformierende ALV-J Varianten in Hühnern sowie Puten identifiziert worden 

[88-91]. 

2.2.1.1.  Erkrankung und Diagnostik 

Die myeloide Leukose (ML) ist das am häufigsten durch ALV-J induzierte 

Krankheitsbild [92]. Aufgrund des primären Zelltropismus für myeloide Zellen sind 

lymphoide oder erythroide Leukose-Formen und andere Tumorarten unter ALV-J 

Infektion seltener zu beobachten [87, 93]. Je nach Differenzierungsgrad der 

transformierten Wirtszelle wird die ML in Myeloblastose und Myelocytomatose 

unterteilt [76]. ALV-J induziert zunächst eine Leukämie, die sich im weiteren 

Verlauf durch Infiltration transformierter Zellen in das Gewebe verschiedenster 

Organsysteme in soliden Tumoren niederschlägt [72]. Pathologische Befunde 

lassen sich vor allem in Leber, Skelettsystem und Nieren finden [94]. Das 

Einsetzten erhöhter Tumorsterblichkeit liegt bei durchschnittlich 20 Wochen nach 

Infektion [94]. Das Krankheitsbild einer subklinischen ALV-J Infektion ist dagegen 

durch Rückgang der Wachstums- und Legerate, sowie verspätetem Einsetzen der 

Geschlechtsreife geprägt [72, 95, 96].  
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Der Grad der Manifestation ist von einer Vielzahl verschiedener Faktoren abhängig. 

Dabei spielt der Übertragungsweg, die Infektionsdosis und das Alter der Tiere eine 

übergeordnete Rolle [81]. Wie in Abbildung 3 dargestellt, lassen sich infizierte 

Tiere hinsichtlich des Immunstatus und der Virusausscheidung unterscheiden [81]. 

Küken, die vertikal über vorige Virusausscheidung ins Ei infiziert werden, bilden 

keine neutralisierenden Antikörper und sind somit immuntolerante Ausscheider des 

ALV-J (V+A–S+) [81]. Diese Tiere sind für eine rasante Verbreitung des Virus über 

Kontaktinfektion der Schlupfgeschwister verantwortlich und erkranken mit hoher 

Wahrscheinlichkeit an ML [75]. Bei horizontaler Infektion innerhalb der ersten 

Wochen nach Schlupf können in Mastlinien und Legelinien zwei unterschiedliche 

Szenarien beobachtet werden [75, 81]. Masthühner bilden in der Regel eine 

Immuntoleranz unter Virusausscheidung aus (V+A–S+). Ebenfalls ist eine 

Immunität nach initialer virämischer Phase möglich - gegebenenfalls unter 

anhaltender Virusausscheidung (V-A+S+/-). In Legelinien ist dagegen eine 

Immunität ohne Virusausscheidung zu beobachten (V–A+S-). Eine horizontale 

Übertragung zu späterem Zeitpunkt resultiert üblicherweise in einer Immunität 

unter Virusausscheidung (V-A+S+). 

Abbildung 3. Übertragungswege des ALV-J. 

Als exogener ALV Untergruppe kann ALV-J vertikal und horizontal übertragen werden. Der 

Immunstatus wird anhand des Auftretens einer Virämie (V+/V-; engl. viraemia), der 

Antikörperbildung (A+/A-; engl. serum antibodies) sowie der Virusausscheidung (S+/S-; engl. viral 

shedding) beurteilt. Abbildung modifiziert nach Venugopal, 1999 [81].  
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Anhand der Transmissionsroute lassen sich diagnostische Möglichkeiten zum 

Nachweis der ALV-J Infektion ableiten [94]: Mütterlicherseits eignen sich hierzu 

Serumproben und Kloaken- sowie Vaginalabstriche. Nach Eiablage kann das Virus 

im Ei-Albumin und Mekonium der Küken nachgewiesen werden. In erkrankten 

Tieren kann die ALV-J Infektion anhand typischer pathologischer Befunde einer 

ML diagnostiziert und zusätzlich über den Nachweis virusspezifischer Antikörper 

im Serum oder Virusnachweis im Tumorgewebe bestätigt werden. Generell erfolgt 

der Virusnachweis über die Identifizierung viralen Erbguts mittels PCR 

(Polymerase Chain Reaction). Hierzu konnten 1998 zwei ALV-J spezifische PCR-

Tests entwickelt werden [97, 98]. Eine Quantifizierung mittels RT-PCR (Real-Time 

PCR) ist ebenfalls möglich [99]. Der Nachweis spezifischer Serum Antikörper zählt 

gleichermaßen zur Routinediagnostik und wird mittels ELISA (Enzyme-linked 

Immunosorbent Assay) durchgeführt [98, 100]. Venugopal et al. etablierten hierzu 

einen Test auf Gruppen-spezifische Serum-Antikörper gegen das ALV-J 

spezifische Antigen gp85 [100].  

2.2.1.2.  ALV-J Rezeptor 

Der virale Lebenszyklus beginnt mit Bindung der Virushülle an die Zielzelle mittels 

spezifischen Rezeptors an der Zelloberfläche. Seitens der Retroviren sind die dazu 

nötigen Strukturen seit langem bekannt [101]. Das Hüllprotein gp85 vermittelt die 

direkte Bindung zwischen Rezeptor und Virus [102]. Dies löst 

Konformationsänderungen des Hüllproteins gp37 aus. Die Fusion von Virushülle 

und Wirtszellmembran wird daraufhin eingeleitet [103]. 

Im Hinblick auf die entsprechende Schlüsselstruktur der Wirtszelle konnten Chai 

und Bates 2006 erstmals zeigen, dass der Natrium-Wasserstoff Ionenaustauscher 

chNHE1 (Na+/H+ exchanger 1) der Rezeptor für ALV-J ist [104]. Weiterhin deuten 

ihre Ergebnisse darauf hin, dass die konkrete Bindestelle für ALV-J innerhalb der 

ersten extrazellulären Kette des chNHE1 liegen könnte (Abbildung 4) [104]. Diese 

Vermutung wurde durch Arbeiten von Kučerová et al. und Guan et al. bestätigt 

[105, 106]. Des Weiteren konnte gezeigt werden, dass die Anfälligkeit gegenüber 

ALV-J auf die Aminosäure Tryptophan an Position 38 des chNHE1 (W38) 

zurückgeführt werden kann [105]. Dementsprechend ist NHE1W38 in ALV-J 

empfänglichen Vogelspezies - Huhn, Pute und Bankivahuhn - vertreten, jedoch 

nicht in ALV-J resistenten Vogelspezies [105, 107]. Die Hypothese konnte durch 

präzise Deletion der W38 kodierenden DNA-Sequenz in Hühnerzellen bestätigt 
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werden [107-109]. Während der Anfertigung der dieser Arbeit zu Grunde liegenden 

Publikation wurde eine weitere Studie veröffentlicht, die diese Ergebnisse erstmals 

in vivo reproduzieren konnte [110].  

 

Abbildung 4. Aminosäuresequenz des NHE1 Proteins verschiedener Vogelspezies. 

Gezeigt ist die Aminosäuresequenz der ersten extrazelluläre Kette (ECL, engl. extracellular loop 1) 

des NHE1 Proteins einiger Vogelspezies im Vergleich. Aminosäurepolymorphismen treten vor 

allem an Aminosäurepositionen 31 – 45 auf. Innerhalb ALV-J empfänglicher Spezies „(+)“ befindet 

sich die Aminosäure W an Position 38, während diese in ALV-J resistenten Spezies „(-)“ nicht 

vorzufinden ist. Hieraus ergibt sich die Annahme, dass W38 entscheidend für die Virus-Rezeptor-

Kompatibilität sein könnte. Abbildung modifiziert nach Kučerová et al. [105]. 

2.2.1.3.  Ausbreitung und wirtschaftliche Bedeutung 

Mit der Entstehung und Verbreitung des ALV-J gingen enorme wirtschaftliche 

Verluste einher [94]. Die rasche weltweite Ausbreitung des Virus ist vor allem dem 

Export kontaminierten Tiermaterials und infizierter Zuchtherden zuzuschreiben, an 

dem über 50 Länder beteiligt waren [111-114]. Die wöchentliche Sterblichkeitsrate 

stieg in ALV-J durchseuchten Herden um etwa 1,5% über das normale Niveau an - 

gelegentlich sogar bis zu 20% [77]. Insgesamt verringerte sich der gesamte 

Masthuhn Bestand westlicher Länder um ein Drittel [115]. Rückblickend wurden 

die späten neunziger Jahre als die verheerendste Zeitspanne bezeichnet [75]. Der 

renommierte Vogelpathologe L.N. Payne hielt dazu in einer Stellungnahme des 

World Poultry Magazine im Jahr 2012 fest: „The international poultry industry will 

remember 1997 and 1998 as the years of the Leukosis J (or Myeloid Leukosis) 

disaster. Damage caused by this disease in broiler breeders and in broilers all over 

the world has been enormous and little is known about how to control the disease 

effectively.“ [75].  

ALV-J weist eine hohe Variabilität bezüglich des Genoms, der Pathogenität und 

des Wirtspektrums auf [116-119]. Epidemiologische Untersuchungen lassen 
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vermuten, dass sich das Wirtsspektrum auch im Hinblick auf Wildvogelarten 

erweitern könnte, da ALV-J Isolate bereits in Anseriformes und Passeriformes 

gefunden wurden [120-122]. Trotz strikter globaler Tilgungsprogramme ist ALV-J 

im asiatischen Raum persistent und weiterhin für hohe Tierverluste und 

wirtschaftliche Schäden verantwortlich [123, 124]. Das Virus tritt hier nicht nur in 

Masthühnern auf, sondern auch in kommerziellen Legelinien und Rassegeflügel 

[125, 126]. Aktuell ging der letzte Ausbruch in China 2018 mit einer erheblich 

gesteigerten Pathogenität und hohen Sterblichkeitsrate einher [127]. Der auf ALV 

zurückzuführende weltweite Schaden wird derzeit auf mehrere Millionen US-

Dollar pro Jahr geschätzt [123].  

2.2.1.4.  Kontrollstrategien 

Die Kontrolle über ALV-J ist aufgrund unvollständiger Eindämmung, fehlender 

protektiver Impfstoffe und Reinfektionen ALV-J freier Herden über Verschleppung 

kontaminierten Materials erschwert [112, 124, 128].  

Eine der wichtigsten protektiven Maßnahmen gegen virale Erreger stellt die 

Impfung dar [124]. Bisher konnte jedoch noch kein ausreichend wirksamer 

Impfstoff gegen ALV-J entwickelt werden, da die Herstellung von Vakzinen 

aufgrund insuffizienter Induktion einer Immunreaktion und damit unzureichendem 

Antikörpertiter nicht erfolgreich ist [77]. Impfstoffe, die auf rekombinantem ALV-

J Hüllprotein gp85 beruhen, induzierten deutlich höhere Antikörpertiter, müssen 

aber noch weitergehender überprüft werden [100, 129-132]. Die hohe 

Antigenvariabilität des ALV-J stellt ebenfalls ein Problem der 

Impfstoffentwicklung dar [133]. Des Weiteren kann die Impfung lediglich zum 

Schutz gegen eine horizontale Transmission beitragen, da kongenital infizierte 

Küken immuntolerant und demnach nicht in der Lage sind ALV-J spezifische 

Antikörper zu produzieren [87].  

Kurative Maßnahmen gegen Formen der aviären Leukose sind derzeit nicht 

verfügbar. Anwendbarkeit und Effektivität von Strategien zur Inhibierung der 

Virusreplikation auf Basis von RNA-Interferenz Methoden in vivo sind noch nicht 

geklärt [77, 134, 135]. Rekombinantes Interferon-alpha ist eines der wichtigsten 

antiviralen Zytokine der angeborenen Immunantwort und wird als antivirales 

Therapeutikum diskutiert [136]. Hierzu gibt es über in vitro Versuche hinaus jedoch 

keine weiteren präklinischen Untersuchungen.    
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Aufgrund limitierter Möglichkeiten wurde ALV-J bisher ausschließlich durch 

eradikative Maßnahmen bekämpft. Grundlage für ein weltweites 

Tilgungsprogramm waren Studien zu ALV-J spezifischen Transmissionsrouten und 

daraus resultierenden Diagnosemöglichkeiten sowie Test- und Tilgungsverfahren, 

die bereits für ALV-A etabliert worden waren [137-139]. Zentrales Element ist das 

regelmäßige und wiederholte Testen auf ALV-J spezifisches Antigen gp85 in 

Kloaken- und Vaginaltupfern sowie in Ei-Albumin und Mekonium mittels PCR und 

ELISA über mehrere Generationen. Positiv getestete Tiere werden ausgesondert 

und ALV-J freie Tiere werden isoliert aufgezogen [100, 140]. Einigen 

Zuchtbetrieben gelang unter Einhaltung der genannten Vorgaben eine starke 

Reduktion der ALV-J Durchseuchung bis hin zur Etablierung ALV-J freier 

Zuchtbestände [75]. In asiatischen Ländern, vor allem in China, waren diese 

Eradikationsmaßnahmen nicht erfolgreich. Unter anderem wird dies der hohen 

Durchseuchung von Masthuhn- und Legehuhnbeständen und einer weniger gut 

vernetzten und organisierten Geflügelhaltung zugeschrieben [75, 124]. 
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3. ZIELSETZUNG DER ARBEIT 

Ziel dieser Studie ist es eine alternative Kontrollstrategie für das aviäre 

Leukosevirus J mittels Gen-Editierung im Huhn zu etablieren.  

Die Virus-Wirt Interaktion wird auf Zellebene unterbunden, indem die ALV-J 

Bindestelle des Wirtszellrezeptors chNHE1 durch eine präzise Deletion der 

entscheidenden Aminosäure W38 gezielt verändert wird. Dazu kommt das 

CRISPR/Cas9 System in Kombination mit Homologie-gesteuerter DNA-Reparatur 

innerhalb primordialer Hühnerkeimzellen zum Einsatz.  

In anschließenden Experimenten werden die genetisch modifizierten Tiere im 

Hinblick auf die Empfänglichkeit gegenüber ALV-J und den allgemeinen 

Gesundheitsstatus anhand phänotypischer Daten überprüft. 
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Supplementary Material 

Animals 

Eggs from a commercial great-grandparent White Leghorn line (LSL) were obtained from Lohmann-

Tierzucht GmbH (Cuxhaven, Germany). Chickens were housed in S1 animal facility designed for 

genetically modified chickens at the TU Munich (School of Life Sciences, Weihenstephan TU 

Munich). Water and commercial feed were provided ad libitum. Animal experiments were conducted 

according to current law and were approved by the government of Upper Bavaria (experiment license 

ROB-55.2-2532.Vet_02-18-9).  

Germline chimeras and genetically modified birds were generated as previously described [34]. 

Briefly, chimeric roosters were screened for the presence of modified sperm based on sperm-DNA 

analysis via pyrosequencing. Homozygous birds were generated by crossing the heterozygous birds 

(NHE1 W38+/-).  

 

Derivation and culture of cells 

LSL PGCs were derived from blood of embryonic vasculature at stages 13-15 according to Hamburger 

and Hamilton as described before [35]. PGCs were derived from male embryos and cultured at 37°C 

in 5% CO2 environment using modified KO-DMEM as described previously [36].  

Chicken embryonic fibroblasts (CEFs) were isolated according to a previously established protocol 

[37] from chNHE1 W38+/+ and NHE1 W38-/- embryos on the 10th embryonic day (ED). Prior to 

isolation of CEFs, genotyping of embryos was done by collecting blood at ED10 preparing a window 

of 0,5cm2 in the eggshell that allowed to access the embryonic vasculature. CEFs were cultured using 

Iscove's liquid medium containing stable glutamine (Biochrom, Germany), and was supplemented with 

5% fetal bovine serum (FBS) Superior (Biochrom, Germany), 2% chicken serum (ThermoFisher 

Scientific, USA) and 1% Penicillin-Streptomycin-Solution (Penicillin 10,000 U/ml and Streptomycin 

10 mg/ml) (Biochrom. Germany). Subsequently, CEFs were incubated at 40°C in 5% CO2 atmosphere 

on 100x17mm petri dishes (ThermoFisher Scientific) until infection. 
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The DF-1 fibroblast cell line was obtained from the Federal Research Institute for Animal Health (FLI 

Riems, Germany). Cells were maintained in DMEM supplemented with 10% FBS and 1% Glutamax 

and were incubated at 40°C, 5% CO2.  

 

Gene-editing in Primordial Germ Cells (PGCs)  

A single guide RNA (sgRNA) targeting the first exon of the chicken NHE1 gene was designed (Suppl. 

table 1) using the following website: https://benchling.com/crispr and cloned into the vector backbone, 

pSpCas9(BB)-2A-eGFP (PX458) (Addgene, USA), that contains eGFP as a selectable marker. A 

single-stranded oligodeoxynucleotide (ssODN) was synthesized (Suppl. table 1) by Integrated DNA 

Technologies (IDT, USA) to serve as a repair template [18]. 

For transient transfection of PGCs, a total of 5x106 cells were washed with phosphate-buffered saline 

(PBS) and resuspended in 100µl premixed transfection solution, containing 10µg targeting vector 

(PX458-sgRNA), 10µg ssODN in NucleofectorTM Solution V (Lonza, Germany). Electroporation was 

performed using an ECM 830 Square Wave Electroporation System (BTX, USA), applying eight 

square wave pulses (350V, 100µsec). Subsequently, the cell suspension was mixed with 500µl PGC 

Medium and incubated for 5 min at 37°C to allow cell recovery. Finally, cells were resuspended in the 

appropriate amount of culture medium and cultured under regular conditions for the following 48h. 

Next, the transfected cell pool was prepared for fluorescence activated cell sorting (FACS) using BD 

FACSAriaTM Fusion Cell Sorter (BD Biosciences, USA). Briefly, PGCs were washed with PBS and 

resuspended to 2,5x106 cells/ml in CO2 independent Medium (ThermoFisher Scientific, USA), 

including 10% FBS and 1% Glutamax (ThermoFisher Scientific, USA) and sorted based on eGFP 

fluorescence. Selected eGFP-positive PGCs were plated on a 48-well plate in limiting dilution in order 

to expand single cell clones.  

 

RCAS(J)eGFP propagation and infection of CEFs  

A modified retroviral RCAS(J)eGFP vector was used for infection experiments [17]. The vector was 

generated by replacing the RCAS envelope with the original sequence of the ALV-J (HPRS-103 strain) 

envelope gene. In order to propagate RCAS(J)eGFP-virus for infection experiments, DF-1 cells were 
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transfected with 500ng RCAS(J)eGFP-DNA using ViaFectTM Transfection Reagent (Promega, USA) 

at a 6:1 ratio of ViaFect™  Transfection Reagent:DNA, according to the manufacturer’s instructions. 

32 days post transfection, RCAS(J)eGFP-virus enriched supernatant was collected, centrifuged for 10 

min at 1000 x g at 4 °C and subsequently stored at -80°C for further experiments.  

24h prior to RCAS(J)eGFP infection, CEFs were seeded into 6-well plates (1x105 per well). CEFs were 

infected using 100µl of RCAS(J)eGFP enriched supernatant, while control wells were kept uninfected.  

 

Genotyping and Pyrosequencing 

Sanger Sequencing was performed in order to confirm the NHE1 W38 mutation and T96G substitution. 

Genomic DNA was extracted from cell pellets or blood using ReliaPrep™  B lood gDNA Miniprep 

System (Promega, USA). PCR amplification of the targeted NHE1 region was done with 5x FIREPol® 

Master Mix (Solis BioDyne, Estonia) and gene specific primers (Suppl. Table 1), using an annealing 

temperature of 59,4°C. The resulting amplicon was gel-purified using E.Z.N.A.® Ultra-Sep® Gel 

Extraction kit (OmegaBiotek, USA) and subsequently cloned into pGEM®-T Easy Vector System I 

(Promega, USA) according to the manufacturer’s instructions. Plasmid DNA was extracted by 

PureY ield™  Plasmid Miniprep System (Promega, USA) and sent for Sanger Sequencing (Eurofins, 

Germany).  

A restriction enzyme digest was conducted in order to track the presence and functionality of the 

introduced Bsa1 restriction site. gDNA from blood of the generated transgenic birds was isolated to 

amplify the NHE1 region harbouring the Bsa1 site using primer #1 and 2 (Suppl. table 1) and 5 x 

FIREPol® Master Mix (Solis BioDyne, Estonia). 600ng of the resulting amplicon were digested with 

10U Bsa1 (New England Biolabs, USA) for 1h at 37°C and subsequently analysed by gel 

electrophoresis. 

Pyrosequencing was carried out for allelic quantification of the TGG deletion in sperm of germline 

chimeras and the detection of modified offspring. For that purpose, a PCR was performed to generate 

a sequencing template, using 5x FIREPol® Master Mix and gene specific primers (Suppl. table 1). The 

pyrosequencing reaction was performed based on the resulting amplicon using PyroMark Q48 

Advanced Reagents (4 x 48) and PyroMark Q48 Autoprep (QIAGEN, Germany). A sequencing primer 

was designed, to bind upstream of the induced TGG deletion, that allows sequence analysis of 
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Graphs were constructed using GraphPad Prism (version 8.0.1 145) (GraphPad Software, USA). 

 

 

 

 

 

 

Table 1. List of designed ssODN and oligos  

Construct name Type Purpose Sequence (5´ -  3´) 

chNHE1 sgRNA 
single guide 

RNA 

CRISPR/Cas9 

targeting 

ACCTGGGAGCAGCCGTGGGG  

(PAM: CCC) 

chNHE1 ssODN repair construct HDR 

GCCCGCTGCTGCCCGGCCAGCGCTTG

CAGGCCGACGCCACGCGGGTCTCCG

AGCCCACCGAGCAGCCGTGGGGAGA

GCCCGGGGGTATCACCGCCGCCCCG

CTGGCCACGGCCCAGGAGGTGCACC

CGCTGAACAAACAGCACCACAACCA

CTC 

P1  

(chNHE1 

5´flanking region) 

primer (forward) 
Sanger Sequencing,     

Bsa1 treatment 

GCACCTCACGCCTGTGCAAC 

P2  

(chNHE1-Exon1) 
primer (reverse) GGGATGCGGACGTGCGAGTA 

    

P3  

(chNHE1-Exon1) 
primer (forward) 

Pyrosequencing 

CCTTCCCTGGGCTCTGCT 

P4  

(chNHE1-Exon1) 

primer (reverse, 

biotinylated) 
[BIOT]GATACCCCCGGGCTCTCC 

P5  

(chNHE1-Exon1) 

 

primer (forward) GTCTCCGAGCCCAC 
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5. DISKUSSION 

 Gentechnisch herbeigeführte ALV-J Resistenz 

Ziel dieser Studie war die Etablierung und Charakterisierung einer mittels Gen-

Editierung erzeugten, ALV-J resistenten, kommerziellen Hühnerlinie. Die 

gentechnisch herbeigeführte Krankheitsresistenz muss im Weiteren auf die 

Effizienz als Präventivmaßnahme sowie bezüglich der Anwendbarkeit in der 

Nutztierhaltung diskutiert und überprüft werden. 

5.1.1. Modifikation des chNHE1  

Die Grundlage zur Erzeugung einer ALV-J Resistenz im Huhn lieferte die 

Identifizierung des entsprechenden Wirstzellrezeptors chNHE1 [104]. Die ALV-J-

Bindestelle besteht aus insgesamt zwölf Aminosäuren [106]. Von diesen spielt die 

Aminosäure W38 eine entscheidende Rolle und kann daher als molekulares 

Zielelement für das Gen-Targeting in Betracht gezogen werden [105].  

Neben der Elimination der Aminosäure W38 sind noch weitere Optionen für die 

Etablierung ALV-J resistenter Hühner denkbar. Zunächst lassen sich zahlreiche 

Varianten von der entsprechenden NHE1-Aminosäurensequenz ALV-J resistenter 

Vogelspezies ableiten. Die Mehrzahl der untersuchten Spezies weisen anstelle der 

W38 weitreichendere Aminosäurepolymorphismen entlang der gesamten ALV-J 

Bindestelle von Aminosäureposition 28 – 39 auf (Abbildung 4) [105].  

Zellkulturexperimente zeigen weiterhin, dass eine vollständige ALV-J Resistenz 

auch unter Erhalt der W38 durch Aminosäurepolymorphismen an Positionen 32 

und 34-37 möglich ist [108]. Ebenfalls kommt den Aminosäuren T37 und Q40 eine 

große Bedeutung in der Virus-Rezeptor-Bindung zu. Deletionen der jeweiligen 

Aminosäure führten zu einer signifikanten Reduktion der ALV-J Infektion in vitro, 

nicht aber zur vollständigen ALV-J Resistenz. Zelllinien mit Deletion der 

Aminosäuren W38 sowie T37 und Q40 zeigten trotz fehlender W38 keinen 

vollständigen Schutz, sondern lediglich eine stark reduzierte Empfänglichkeit 

gegenüber ALV-J [108]. Diese Beobachtungen zeigen, dass die Unterbindung der 

ALV-J-Rezeptor-Interaktion nur bedingt auf eine W38 Deletion zurückzuführen 

ist, da die Virus-Rezeptor-Interaktion von der Gesamtstruktur der Bindestelle 

abhängt, die stark, aber nicht ausschließlich von W38 abhängt.   
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Umfassendere Sequenzänderungen der ALV-J Bindestelle in Form von 

Aminosäurepolymorphismen oder größeren Aminosäuredeletion könnten sich im 

Hinblick auf das Risiko der Adaptation des Virus an eine neu erstellte Rezeptor-

Struktur als vorteilhaft erweisen. Hierbei kann jedoch auch das Risiko eines 

negativen Effektes auf physiologische Funktionen des chNHE1 erhöht sein. Im 

Hinblick auf die Generierung einer ALV-J resistenten Hühnerlinie wäre eine 

gestörte Funktion des chNHE1 nicht akzeptabel, da dies enorme Auswirkungen auf 

die Zellphysiologie im Bereich der pH-Wert Regulation und des Zellwachstums 

hätte [141]. Im Mausmodell gehen ausgeprägte Entwicklungsstörungen und 

zentralnervöse Störungen mit einem Funktionsverlust des NHE1 durch 

umfangreiche Deletionen hoch konservierter Regionen des NHE1-Gens einher 

[142]. Eine geringfügigere Modifikation stellt dahingegen vermutlich ein 

geringeres Risiko negativer Effekte auf die NHE1 Funktion dar. Die W38 Deletion 

ist nach aktuellem Kenntnisstand die geringstmögliche Mutation des ALV-J 

Rezeptors, die zu einer vollständigen ALV-J Resistenz im Huhn führen könnte. 

Dass sich eine solche NHE1-Variante analog im Chukarhuhn wiederfinden lässt 

[105] spricht ebenfalls dafür, dass eine chNHE1ΔW38 Mutation für die 

Funktionalität des NHE1 unbedeutend ist. Des Weiteren ist eine geringfügige 

Modifikation in Bezug auf die natürlich vorkommende Ursprungsvariante im 

Hinblick auf die Verbraucherakzeptanz positiv zu bewerten. 

Das Targeting der chNHE1 W38-kodierenden Gensequenz wurde unter 

Verwendung von CRISPR/Cas9 und eines ssODN als repair template mittels HDR 

durchgeführt, da dies eine bewährte Methode darstellt, um geringfügige Mutationen 

in Hühnerzellen vorzunehmen [143, 144]. Die verwendete Sequenz wurde bereits 

erfolgreich zur Deletion der W38 in Hühnerfibroblasten eingesetzt [108]. In dieser 

Studie konnte eine hohe Targeting-Effizienz des chNHE1 mit 75% korrekt 

editierter PGC Klone erreicht werden. Diese liegt deutlich über der in 

Hühnerfibroblasten erreichten Effizienz von etwa 7% [108]. Unter Nutzung des 

gleichen repair templates ist eine ähnlich gute Rate von 88% in PGCs beschrieben 

[110]. Unabhängig des Genlokus werden ebenfalls gute Targeting-Effizienzen 

mittels ssODN-mediierter homologer Rekombination in PGCs erreicht [145]. Die 

hier erreichten Targeting-Effizienzen bestätigen die gute Eignung des 

CRISPR/Cas9 Systems in Kombination eines ssODN als repair template 

hinsichtlich geringfügiger Modifikationen in PGCs.  
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5.1.2. Gentransfer 

In dieser Studie kam die derzeitige Standardmethode des Gentransfers zum Einsatz. 

Nachteilig hierbei ist der hohe Zeit- und Kostenaufwand der PGC Kultur. Dieser 

konnte jedoch durch Vorarbeiten bezüglich der Kultur- und 

Transfektionsbedingungen und die Etablierung einer sicheren Injektionstechnik 

reduziert werden [71]. Die Zeit zwischen Transfektion und Reimplantation der 

PGCs wird außerdem zur Selektion transfizierter Zellen, der Etablierung klonaler 

Zelllinien und einer abschließenden Überprüfung der erzeugten Modifikation 

benötigt. Dies ermöglicht die Auswahl einer korrekt editierten PGC Linie für den 

Gentransfer und ist bei alternativen Gentransfer Verfahren, welche die PGC Kultur 

umgehen nicht möglich [6, 8]. 

Die korrekte Integration des ssODN in PGCs wurde mittels Sanger Sequenzierung 

anhand der Deletion der W38-kodierenden Sequenz 5´-TGG-3´ sowie einer 

zusätzlich eingefügten T96G Basensubstitution bestätigt. Für die nachfolgende 

Analyse der Keimbahnchimären und gen-editierter Nachkommen wurde aufgrund 

zeitaufwändiger Probenaufbereitung für die Sanger Sequenzierung auf ein anderes 

System zurückgegriffen. Eine klassische PCR ist bei der geringfügigen 

Modifikation eines einzigen Basentriplets ungeeignet, da hierbei ein erhöhtes 

Risiko der Fehlbindung entsprechender Primer besteht. Sensitivere Methoden 

stellen real-time PCR-basierte Verfahren sowie die Pyrosequenzierung dar [146-

148]. Während eine TaqManTM-basierte real-time PCR durch die mögliche 

Fehlbindung der Sonde für diese Anwendung fehleranfällig wäre [149], gilt die 

sogenannte high resolution melt analysis (HRM) als recht kostengünstige und für 

die Detektion von single nucletide polymorphisms (SNPs) gut geeignete Alternative 

[150]. Die Unterscheidung heterozygoter Tiere von homozygoten Tieren gelang 

hier jedoch nicht präzise genug, da die Schmelzkurven der jeweiligen Genotypen 

teils recht großen Schwankungen unterlagen. Die Genotypisierung wäre anhand des 

HRM zwar möglich gewesen, hätte jedoch weiterer Überarbeitung bedurft. Die 

Ergebnisse der Pyrosequenzierung waren dagegen weniger anfällig für 

Schwankungen in der Qualität des Ausgangsmaterials oder der 

Pipettiergenauigkeit, da die zu untersuchende Gensequenz vorab durch 

konventionelle Endpunkt-PCR amplifiziert wird [151]. Insgesamt gelang die 

Detektion der TGG Deletion sowie der T96G Substitution mittels 

Pyrosequenzierung sehr zuverlässig. Der Nachweis beider Modifikationen 
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innerhalb einer Reaktion war jedoch aufgrund des Abstands der TGG Deletion von 

der T96G Substitution nur unter Einschränkung der Sequenzierungsqualität 

nachvollziehbar. Die Pyrosequenzierung wurde auf Grundlage der TGG Deletion 

standardmäßig für die Genotypisierung der erzeugten Hühner eingesetzt. Darüber 

hinaus stellt die Möglichkeit der quantitativen Erfassung der TGG Deletion einen 

Vorteil in der Evaluierung der Keimbahnchimären dar. Der prozentuale Anteil 

genetisch veränderter Spermien im Ejakulat konnte mithilfe einer in der PyroMark 

Q48 Software integrierten Funktion zur Allel-Quantifizierung bestimmt und somit 

zur genaueren Einschätzung der Wahrscheinlichkeit einer Keimbahntransmission 

genutzt werden. Anhand der durch die Pyrosequenzierung ermittelten Daten 

wurden drei Keimbahnchimären ausgewählt, die tatsächlich Keimbahntransmission 

zeigten. Eine Quantifizierung gen-editierter Spermien im Ejakulat der 

Keimbahnchimären ist somit ein wertvoller Hinweis zur Einschätzung der 

Wahrscheinlichkeit einer Keimbahntransmission. Da die Anzahl editierter und 

nicht-editierter Nachkommen von der Effizienz der Keimbahntransmission 

abhängt, ist dies ein Schlüsselelement in Bezug auf die Reduktion der benötigten 

Tierzahl bei der Generierung genetisch veränderter Hühner. Aus diesem Grund sind 

unterschiedliche Quantifizierungsversuche gen-editierter Spermien in vorigen 

Studien etabliert worden, welche auf durchflusszytometrischen oder real-time 

PCR-basierten Verfahren beruhen [8, 152]. Bei geringfügigen Modifikationen wie 

der hier generierten TGG Deletion ist die Durchflusszytometrie jedoch aufgrund 

eines fehlenden Fluoreszenzmarkers nicht und ein real-time PCR-basiertes 

Verfahren aufgrund geringer Spezifität nur bedingt geeignet.  

Um die Genauigkeit der Quantifizierung durch die Pyrosequenzierung weiter 

überprüfen zu können, müsste eine größere Anzahl an Keimbahnchimären nach 

voriger Evaluierung durch die Pyrosequenzierung auf Transmissionseffizienz 

getestet werden. Dies ist in dieser Studie zugunsten der Reduktion der 

Gesamttierzahl des Tierversuchsvorhabens unterlassen worden. Es wäre denkbar, 

das hier etablierte Verfahren in zukünftigen Studien zu nutzen, um die 

Vorhersagekraft einer möglichen Keimbahntransmission verfeinern zu können.  

5.1.3.  Phänotyp 

Zur Überprüfung der erstellen Hühnerlinie auf ALV-J Resistenz wurde ein 

bewährtes Testsystem zum Nachweis einer ALV-J Infektion eingesetzt. Hierbei 

handelt es sich um die Infektion embryonaler Hühnerzellen mit RCAS(J)eGFP 
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[105, 108, 109]. RCAS (replication-competent avian sarcoma-leukosis virus with 

a splice acceptor) ist ein Replikations-kompetenter Vektor, der häufig zur stabilen 

Transduktion von Genen in aviären Zellkultursystemen und Studien zur retroviralen 

Replikation verwendet wird [153]. Durch Austausch der Hüllprotein kodierenden 

Sequenzen des RCAS mit der des ALV-J wurde der Assay zum Nachweis einer 

ALV-J Infektion anhand stabiler eGFP (enhanced green fluorescent protein) 

Expression infizierter Zellen modifiziert [105]. 

In Übereinstimmung mit vergleichbaren Studien in Hühnerfibroblasten und PGCs 

fand keine RCAS(J)eGFP Infektion der chNHE1W38-/- Zellen statt, während in der 

chNHE1W38+/+ Kontrollgruppe eine progressive Infektion nachgewiesen wurde 

[108, 110]. Diese Ergebnisse deuten auf eine vollständige ALV-J Resistenz der 

erstellten Hühnerlinie hin. Eine abschließende Bestätigung der ALV-J Resistenz in 

vivo ist im Anschluss an die hier beschriebene Studie geplant. Dazu ist eine 

Infektion mit ALV Feldstamm HPRS-103 und anschließendem Nachweis anhand 

einer Virämie, der Bildung spezifischer Antikörper und initialer 

Tumorveränderungen vorgesehen. Der geplante Versuchsaufbau unterschiedet sich 

von der kürzlich veröffentlichten Studie von Koslová et al. in der Verwendung eines 

ALV-J Feldstammes. Die von Koslová et al. veröffentlichten in vivo Versuche 

wurden mit RCAS-basierten, ALV-J spezifischen Isolaten durchgeführt, die im 

Feld nicht existieren [110]. Die aus der hier beschriebenen Studie hervorgehende 

Untersuchung kann damit erstmalig den eindeutigen Nachweis einer ALV-J 

Resistenz der NHE1ΔW38 erzeugten Hühnerlinien unter Feldbedingungen liefern.  

In beiden Studien waren keine Hinweise auf negative phänotypische Effekte durch 

die erzeugte Genvariante ersichtlich. Dies bezieht sich auf die in dieser Arbeit 

durchgeführte Untersuchung des Immunprofils, der Wachstumsrate und des 

allgemeinen Gesundheitszustands sowie auf die Beurteilung der Fertilität von 

Koslová et al. [110]. Von weiterführenden Untersuchungen wurde aufgrund dieser 

Erkenntnisse zunächst abgesehen. 

 Gen-Editierung als virale Kontrollstrategie  

5.2.1.  Effektivität  

Die durch Gen-Editierung vermittelte Virusresistenz kann durch Mutationen seitens 

des Wirtszellgenoms oder des Virus selbst begrenzt sein. Retroviren sind aufgrund 
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ihrer hohen Antigenvariabilität sehr anpassungsfähig [154]. Die durch diese 

Eigenschaft hervorgehenden Escape-Mutanten sind ein bekanntes Problem in der 

Impfstoffentwicklung. Dieser natürliche, unkontrollierbare Prozess der Wirt-Virus 

Koevolution wirft Fragen im Zusammenhang einer gentechnisch herbeigeführten 

Resistenz bezüglich der Dauer und Zuverlässigkeit des antiviralen Schutzes auf 

[133, 155].  

Im Hinblick auf ALV-J würde dies bedeuten, dass bei entsprechender Mutation des 

gp85 ein W38-unabhängiger Mechanismus für den Zelleintritt genutzt werden 

könnte, was zur Aufhebung der Resistenz führt. Koslová et al. greifen diese 

Hypothese auf, indem sie innerhalb der Infektionsversuche RCAS(J)eGFP vier 

weitere ALV-J Varianten einsetzen [110]. Die chNHE1W38-/- Hühner waren 

gegenüber allen fünf Varianten resistent, was vermuten lässt, dass die 

Diversifizierung des ALV-J bisher keine Auswirkung auf den Mechanismus der 

Rezeptorbindung haben könnte. Dieses Ergebnis ist zunächst nur hinweisgebend, 

da die Infektion nicht mit natürlich vorkommenden Feldvirus Isolaten durchgeführt 

wurde. Darüber hinaus bilden die ausgewählten Varianten nur einen geringen 

Anteil der bisher bekannten 41 ALV-J Varianten ab [156]. Zur Klärung dieser 

Fragestellung sind Folgestudien denkbar, die dies anhand eines größeren Spektrums 

an ALV-J Varianten untersuchen. Außerdem sollte das langfristige 

Adaptionsvermögen an die chNHE1ΔW38 Struktur zukünftig überprüft werden.  

Die Problematik der Anpassungsfähigkeit von Erregern an Schutzstrategien betrifft 

neben der Gen-Editierung auch andere verfügbare Präventionsmaßnahmen [154]. 

Da Mutationen ein Zufallsprodukt sind, kann nicht vorhergesagt werden wie lange 

ein Schutzmechanismus wirksam ist. In einer vollständig resistenten Population 

kann das Virus jedoch nicht zirkulieren und folglich während der Replikation 

mutieren. In diesem Fall ist die Wahrscheinlichkeit der Entwicklung neuer 

Varianten am geringsten. Bezüglich des ALV-J ist die Implementierung der 

Virusresistenz in kommerziellen Zuchtherden denkbar, dennoch bleibt ein Virus 

Reservoir in extensiv genutzten Hühnerrassen, Puten, dem Bankivahuhn sowie 

möglicherweise auch innerhalb anderer Wildvogelarten bestehen. Erste Anzeichen, 

dass Wildvögel potenziell als ALV-J Vektor fungieren könnten sind bereits 2014 

in China veröffentlicht worden [120, 121]. Eine Etablierung des ALV-J innerhalb 

migrierender Vogelpopulationen hätte enorme Auswirkungen auf das Risiko 

erneuter globaler Ausbrüche. 



5. Diskussion     38 

Ob durch die Gen-Editierung prinzipiell ein vollständiger oder nur teilweiser 

Schutz erzeugt werden kann, hängt sowohl von dem viralen Lebenszyklus als auch 

von den Wirtskomponenten ab, die darin eine Rolle spielen. Die entsprechende 

Modifikation darf einerseits nicht mit der physiologischen Funktion der 

Wirtskomponente interferieren, muss anderseits aber essenziell für die Virus-

Interaktion sein. Ein Beispiel dafür liefert die Erzeugung porcine reproductive and 

respiratory syndrome virus (PRRSV)-resistenter Schweine. Die Ausschaltung des 

entsprechenden Wirtszellrezeptors mittels NHEJ resultierte in vollständiger 

PRRSV Resistenz, beeinträchtigte jedoch die physiologische Funktion des 

Rezeptors [157]. Durch Beschränkung der Modifikation auf die Bindestelle des 

Virus konnte dies in einem alternativen Ansatz umgangen werden [158, 159]. 

Neben der Erzeugung neuer Genvarianten ermöglicht die Gen-Editierung 

artübergreifende Gensubstitution. Dies konnte am Beispiel der Afrikanischen 

Schweinepest erfolgreich gezeigt werden, indem ein Resilienz-Gen des 

Wildschweins im Hausschwein gentechnisch rekonstruiert wurde [160]. Nachteil 

einer Resilienz ist, dass die Tiere weiterhin ein Virusreservoir darstellen, weshalb 

die Erzeugung einer vollständigen Resistenz zu bevorzugen ist [161].  

5.2.2.  Anwendbarkeit 

Die Verwendung wirtschaftlich relevanter Hühnerlinien ist Grundvoraussetzung 

zur Nutzung ALV-J resistenter Tiere in der modernen Geflügelwirtschaft. Die hier 

verwendeten PGCs entstammen einer der vier Großelternlinien der kommerziell 

genutzten Linie Lohmann-selected Leghorn (LSL). Weltweit haben White Leghorn 

Hühner hinsichtlich der Eiproduktion die größte wirtschaftliche Bedeutung [162]. 

Mit der in dieser Studie erstellten Hühnerlinie kann somit ein Beitrag zur ALV-J 

Prävention über den wissenschaftlichen Erkenntnisgewinn hinaus geleistet werden. 

Um die züchterische Implementierung der relevanten Genvariante effizienter zu 

gestalten, wäre eine Etablierung der Genvariante in allen vier Großelternlinien 

denkbar.  

Im Gegensatz dazu kann die von Koslová et al. erstellte ALV-J resistente CB-

Hühnerlinie neben ihrer wissenschaftlichen Bedeutung nicht direkt zur 

Verbesserung der Tiergesundheit beitragen, da es sich hierbei um eine rein 

experimentell verwendete Inzuchtlinie handelt [163]. Somit ist eine Einkreuzung in 

kommerziell relevante Hühnerlinien aufgrund des Inzuchthintergrundes und der 

damit einhergehenden Verarmung genetischer Diversität ausgeschlossen. Die 
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Inzuchtdepression schlägt sich unter anderem in geringer Fertilität und reduziertem 

allgemeinen Gesundheitszustand nieder [71]. Des Weiteren weisen Hühner dieser 

Linie immunologische Besonderheiten auf, die deren Anfälligkeit gegenüber 

bestimmter viraler Erreger beeinflussen [164]. 

Um einen möglichst weitreichenden Schutz des Wirtschaftsgeflügels gegenüber 

ALV-J zu erreichen, wäre die Erstellung der entsprechenden Genvariante innerhalb 

weiterer Hühnerrassen sinnvoll. Da ALV-J bevorzugt auch in Masthühnern auftritt 

[81], ist die Generierung von ALV-J resistenten Mastlinien ein weiterer denkbarer 

Schritt. Die hier beschriebene Strategie ließe sich möglicherweise auch auf Puten 

übertragen, da die Aminosäuresequenz der ALV-J Bindestelle mit der des 

Haushuhns übereinstimmt [105]. Die Gen-Editierung in Puten ist jedoch bisher 

nicht beschrieben worden, was einen direkten Übertrag erschwert.  

Wirtschaftliches Interesse an ALV-J resistenten Hühnern könnte aktuell vor allem 

im asiatischen Raum bestehen, da ALV-J hier sowohl in Legehühnern als auch 

Masthühnern unverändert persistiert [127]. Einer derzeitigen Verwendung 

genetisch modifizierter Organismen (GMOs) auf kommerzieller Ebene stehen 

jedoch neben der zeitintensiven züchterischen Implementierung in Hühnerherden 

fehlende Langzeitstudien des hier verwendeten CRISPR/Cas9 Systems, gesetzliche 

Regulationen sowie eine differente Verbraucherakzeptanz entgegen. 

 Ausblick: Gen-Editierung in kommerzieller Hühnerzucht 

Die Leistungsfähigkeit moderner Nutztiere gründet auf jahrhundertelangen 

Zuchtprogramme. Ein Nebeneffekt langjähriger Selektion zu Gunsten weniger 

Leistungsmerkmale ist die deutliche Reduktion der genetischen Diversität unserer 

Nutztierspezies [37]. Dagegen ermöglicht die Gen-Editierung die Erzeugung und 

Korrektur von Genvarianten, wobei andere Merkmale unberührt bleiben [36, 165]. 

Auf diese Weise kann die Gen-Editierung konventionelle Zuchtmethoden 

ergänzen.  

Die Machbarkeit und Effizienz der Gen-Editierung mittels CRISPR/Cas9 konnte 

bereits in zahlreichen Nutztierspezies demonstriert und zur Krankheitsprävention 

genutzt werden [165]. Im Huhn ist dies erstmals anhand ALV-J resistenter Tiere 

beschrieben worden [110, 166]. Somit bietet die Gen-Editierung ein neu 

erworbenes und präzises Werkzeug zur Kontrolle von Tierseuchen, welches eine 
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wertvolle Alternative zu Eradikationsmaßnahmen und zur Immunprophylaxe 

darstellt. Wichtige Aspekte der Prävention wie Hygiene- und Herdenmanagement 

sowie Früherkennung durch Diagnostik können dadurch jedoch nicht ersetzt 

werden. Im Wirtschaftsgeflügel wird die Gen-Editierung zurzeit im 

Zusammenhang mit der Prävention aviärer Influenza wissenschaftlich diskutiert 

und erprobt [161]. Ein möglicher Ansatz kann die Modifikation einer dem 

Wirtszellrezeptor nachgeschalteten Komponente sein. In diesem Fall stellt das 

acidic leucine-rich nuclear phosphoprotein 32-A (ANP32A) ein mögliches Zielgen 

dar, da das Protein essenziell für die Funktion der viralen Polymerase ist [167].  

Von der züchterischen Anwendung der Gen-Editierung kann die 

landwirtschaftliche Nutztierhaltung nicht nur auf Ebene der Tiergesundheit durch 

nachhaltige Erregerkontrolle, sondern auch hinsichtlich einer nachhaltigen 

Produktion tierischer Produkte und des Tierwohls profitieren [168]. Ein solches 

Anwendungsgebiet liegt beispielsweise in der Aufzucht von Legelinien. Eine 

frühzeitige Erkennung und Auslese männlicher Bruteier mittels Gen-Editierung 

kann eine Alternative zur Tötung männlicher Eintagsküken in der Ei-Produktion 

bieten [169, 170]. 

Des Weiteren kommen gentechnische Anwendungen im Huhn 

humanmedizinischen Anwendungen zugute. Es ist beispielsweise möglich 

Allergene des Hühnereies zu eliminieren [67, 169]. Als „Bioreaktoren“ gewinnen 

transgene Hühner ebenfalls zunehmend an Bedeutung [171]. Hier kann das 

Hühnerei zur Produktion bestimmter Komponenten, beispielsweise humaner 

Antikörper [172, 173], antimikrobieller Peptide [174] und pharmazeutischer 

Substanzen dienen [175-177]. Das rekombinante Protein „Kanuma“, ein Enzym des 

menschlichen Fettstoffwechsels der Leber, wurde als pharmazeutisches 

Arzneimittel in den USA erstmals auf dem Markt zugelassen [176]. 

Der Umsetzung der Gen-Editierung auf kommerzieller Ebene steht die Beurteilung 

der Sicherheit, die nationale und weltweite Regulation von GMOs sowie die 

Verbraucherakzeptanz gegenüber [37]. Aktuell steht die Beurteilung des 

CRISPR/Cas9 Systems hinsichtlich der off-target events im Fokus [178]. Die 

Sequenzspezifität des DSB kann durch Auswahl geeigneter Tools, passender 

sgRNAs und optimierter Cas9-Varianten erhöht werden [161]. Dennoch können 

unerwünschte Effekte abseits der Zielsequenz auftreten und derzeit nicht 

ausgeschlossen werden. Aktuelle Studien weisen darauf hin, dass die Frequenz von 
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CRISPR/Cas9 verursachter off-target events im Rahmen der natürlichen de novo 

Mutationsrate liegt [179]. Weitere Untersuchungen in verschiedensten Spezies sind 

nötig, um die Sicherheit der Gen-Editierung in dieser Hinsicht besser beurteilen zu 

können. Innerhalb eines Verbundprojekts (Forschungsverbund „Tiergesundheit 

durch Genomik – FORTiGe“; Bayerische Forschungsstiftung) finden anhand der 

hier erzeugten Hühnerlinien weiterführende Analysen zur Bewertung der Sicherheit 

der CRISPR/Cas9 Technologie statt.  

Die Definition und Regulierung von GMOs ist weltweit uneinheitlich [180], was 

ein Problem in der Umsetzung der Technologie in der Landwirtschaft darstellt [37]. 

Während Argentinien und Brasilien GMOs, die ohne Einbringen von Fremd-DNA 

erzeugt wurden [161], grundsätzlich ohne weitere Regulierung genehmigen, ist dies 

in anderen Ländern noch nicht abschließend geklärt [37]. Uneinheitliche 

Regulationen können außerdem zu Problemen bezüglich des internationalen 

Handels und der Wettbewerbsfähigkeit „überregulierter“ Länder führen. 

Transparenz ist die Grundvoraussetzung für die Verbraucherakzeptanz. Die 

Aufklärung politischer Entscheidungsträger und der breiten Bevölkerung durch 

Experten und Wissenschaftler ist elementar für die Implementierung der Gen-

Editierung in der Landwirtschaft. 
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6. ZUSAMMENFASSUNG 

ALV-J ist ein onkogenes, immunsuppressives Retrovirus, welches in Hühnern die 

myeloische Leukose und andere Tumore, Wachstums- und Legedepression 

verursachen kann. Die Eindämmung des Virus ist aufgrund fehlender 

Präventionsmaßnahmen, vor allem adäquater Impfstoffe, stark erschwert. Daher 

verursacht ALV-J trotz globaler Eradikationsmaßnahmen weiterhin enorme 

wirtschaftliche Einbußen, die vor allem asiatische Länder betreffen. Konventionelle 

Zuchtverfahren im Hinblick auf Selektion resistenter Hühnerrassen stehen nicht als 

Kontrollstrategie zur Verfügung, da keine natürlichen Resistenz-vermittelnden 

Genvarianten in der Hühnerpopulation vorkommen. Gen-Editierung ermöglicht die 

Erzeugung einer solchen Genvariante und kann so zur Eindämmung von ALV-J 

genutzt werden.  

Gegenstand dieser Studie ist die Etablierung und anschließende Beurteilung einer 

gentechnisch erworbenen Resistenz gegenüber des aviären Leukosevirus J  

(ALV-J) in einer kommerziellen Hühnerlinie. Dazu wurde die Bindestelle des 

Wirtszellrezeptors chNHE1 entsprechend modifiziert, sodass die Rezeptorbindung 

des ALV-J an die Zielzelle und eine Infektion daher nicht stattfinden kann.  

Die Modifikation des chNHE1 beinhaltet die Deletion der Aminosäure W38, die 

sich als entscheidendes Schlüsselelement für den Viruseintritt herausgestellt hat. 

Die W38-kodierenden Sequenz ist unter Verwendung des CRISPR/Cas9-Systems 

in Kombination mit HDR deletiert worden. Anhand eines etablierten Testsystems 

konnte die vollständige ALV-J Resistenz in der erstellten Hühnerlinie bestätigt 

werden. Die erzeugte Genvariante hatte keine unerwünschten Effekte auf den 

Phänotyp der Tiere.  

In dieser Arbeit konnte am Beispiel des relevanten Geflügelpathogens ALV-J 

gezeigt werden, dass die Gen-Editierung effektiv zur Krankheitsprävention im 

Huhn eingesetzt werden kann.  
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7. SUMMARY 

ALV-J is an oncogenic, immunosuppressive retrovirus which infects chickens. It 

causes myeloid leucosis and leads to reduced growth and laying performance. The 

virus is difficult to control due to a lack of adequate prevention measures, such as 

an effective vaccine. Despite global efforts eradicating ALV-J it still causes severe 

economic losses, especially in Asian countries. Conventional breeding methods are 

not suitable to generate disease resistant chicken lines as a naturally resistant gene 

variant does not exist within the chicken population. Gene editing can be used to 

generate a resistant gene variant and thus contributing to the control of ALV-J. 

The objective of this work is the establishment and subsequent characterisation of 

genetically introduced ALV-J resistance in a commercial chicken line. For this 

purpose the binding site of the host cell receptor chNHE1 was modified to prevent 

ALV-J infection. 

The modification of chNHE1 implies the deletion of amino acid W38, which has 

been proven to be a key element for virus binding. The W38 coding sequence was 

deleted using CRISPR/Cas9 technology in combination with HDR. Complete 

ALV-J resistance in the generated chicken line was confirmed using an established 

testing system. No adverse phenotypic effects were observed.  

In this work we show that gene editing is an effective alternative breeding method 

to generate disease resistance against viral pathogens such as ALV-J in a 

commercial chicken line. 
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