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Afrikanische Schweinepest, Lebendvirusimpfstoffe, Vektorimpfstoffe, Resis-
tente Schweine

Invielen Landern Afrikas ist die Bedeutung der Schweinehaltung wahrend der
letzten Jahrzehnte erheblich gestiegen. Diese Entwicklung wird jedoch durch
verschiedene Tierseuchen gehemmt, unter denen die Afrikanische Schweine-
pest (ASP) besonders problematisch ist. Wahrend die Infektion in Haus-
schweinen meist tédlich verlauft, verursacht das durch Lederzecken lbertra-
gene Virus der Afrikanischen Schweinepest (ASPV) in wildlebenden Warzen-
und Pinselohrschweinen allenfalls milde Symptome und ist in diesen deshalb
weit verbreitet, sodass es zur hdufigen Neutibertragung auf Haustierbestande
kommt. Obwohl Laborexperimente darauf hindeuten, dass eine Schutzimp-
fung gegen die ASP prinzipiell moglich sein sollte, ist es bislang nicht gelun-
gen, einen praxistauglichen Impfstoff herzustellen.

Im Hinblick auf die Entwicklung potenzieller Impfstoffe sollten zum einen Vi-
rulenzfaktoren des ASPV zu deletiert und zum anderen immunogene ASPV
Proteine in viralen Vektoren exprimiert werden. Da ASPV Isolate unterschied-
liche Virulenz und erhebliche Unterschiede auf DNA- und Proteinebene zei-
gen, sollten Viren verschiedener Genotypen mittels ,,next generation sequen-
cing“ und Massenspekrometrie untersucht werden. Hierdurch sollte eine Kor-
relation zwischen genetischen Markern und der Virulenz hergestellt werden.
Um die biologische Relevanz auffilliger Gene zu verifizieren, sollten sie mit-
tels gentechnischer Methoden in Zellkultur-adaptierten ASPV Stammen mu-
tiert werden. Sobald isogene Gruppen aus virulenten parentalen ASP-Viren
und Virus-Rekombinanten mit potentiellen Virulenzgen-Mutationen vorla-
gen, sollte deren Vermehrung in vitro sowie deren Pathogenitdt in vivo ver-
gleichend untersucht werden. Soweit moglich, sollte eine Priifung der Schutz-
wirkung durch Belastungsinfektion mit virulentem ASPV folgen.

AuRerdem sollten abundante Strukturproteine des ASPV in einem abge-
schwachten Pseudorabies Virus Impfstamm (PrV-Bartha) exprimiert und die
Schutzwirkung der erhaltenen Vektorkonstrukte im Schwein untersucht wer-
den.

In einem weiteren Ansatz sollte das CRISPR/Cas9 System genutzt werden, die
ASPV-Replikation in Zellkultur durch den Angriff einzelner oder multipler es-
senzieller Virusgene zu inhibieren, die in afrikanischen und eurasischen Isola-
ten konserviert sind. Fernziel dieser Experimente war die Generierung ASP re-
sistenter Hausschweine.
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ASPV Mutanten wurden durch Transfektion einer permissiven Wildschwein-
lungenzelllinie (WSL) mit Rekombanationsplasmiden und anschlieRende In-
fektion mit ASPV Wildtypvirus generiert. Zur Steigerung der Effizienz wurden
die zu deletierten Virusgene mit Hilfe des CRIPSR/Cas9 Systems gespalten
und durch transient in das ASPV Genom inserierte Reportergene fiir fluores-
zierende Proteine (eGFP) oder andere selektierbare Marker (CD4) ersetzt. Auf
diese Weise konnten bislang fiinf in Zellkultur nicht essenzielle Gene eines
kenianischen Genotyp IX ASPV Isolates deletiert werden: A104R, E165R
(dUTPase), EP402R (CD2v), K196L (Thymidinkinase) und K145R. Aus einem
armenischen Genotpyp II Virus wurden dariiber hinaus die Gene KP177R
(p22) und 285L entfernt. Die erhaltenen Mutanten zeigten allenfalls geringf-
gige Replikationsdefekte in Zellkultur. Die Deletion essenzieller ASPV Gene
gelang bislang nicht.

Im PrV-Impfstamm Bartha konnten mittels- BAC und CRISPR/Cas9 Techno-
logie bislang 15 verschiedene ASPV Proteine abundant exprimiert werden, da-
runter das Kapsidprotein p72 sowie die Oberflaichenproteine p12, p22, p30
und p54. Die Restvirulenz der ASPV Mutanten, sowie die Schutzwirkung ab-
geschwachter ASP Viren und der Vektorkonstrukte gegen virulentes ASPV
bleibt zu prifen.

AuRerdem wurden rekombinante WSL-Zellen generiert, welche die Cas9
Nuklease und single guide RNAs (sgRNAs) gegen essenzielle ASPV Gene stabil
exprimierten. Wahrend Genotyp-spezifische sgRNAs gegen CP204L (p30) se-
lektiv die Replikation von ASPV Armenia (II) oder Kenia (IX) inhibierten,
konnte durch Expression einer O61R (p12) spezifischen sgRNA jegliche ASPV
Replikation fast vollstandig unterdriickt werden. Erste Versuche deuten da-
rauf hin, dass diese Systeme auch in transgenen Schweinen stabil exprimierbar
sind und deshalb eventuell eine ASPV Resistenz vermitteln kénnten.

Die verbesserten Methoden zur Herstellung von ASPV Rekombinanten und
Vektor-Konstrukten sollten auch in den betroffenen afrikanischen Landern
etabliert werden um vor Ort die Produktion und Validierung erschwinglicher
Genotyp-spezifischer Impfstoffe zu ermdglichen.

Schweinefarm mit ASPV-infiziertem
Tierin Uganda
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Virusplaque einer Thymidinkinasegen-
deletierten und GFP-exprimierenden

Mutante von ASPV Kenia in WSL Zellen.

Virusausbreitung einer RFP-exprimierenden Mutante von ASFV Kenya in normalen
WSL Zellen (A), und inhibitorischen CRISPR/Cas9 Zellen (B).




