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Bevezetés

Az afrikai sertéspestis (ASP) jelenleg az egyik
legnagyobb gazdasagi és allategészséglgyi kartétellel
jaré virus, amely a sertésallomanyt veszélyezteti. A
vérzéses, lazas tlinetekkel jaré betegség kérokozoja az
afrikai sertéspestis virusa (ASPV), amely hazi
sertésekben (Sus scrofa domestica) és vaddiszndékban
(Sus scrofa) akar 100%-os elhullast is okozhat.

Az ASPV elleni védelmet hatraltatja, hogy jelenleg nem
rendelkeziink hatékony vakcinaval, igy az egyetlen
védekezési lehetéség a megel6zés.

A kor terjedésének szempontjabdl fontos jarvanylgyi
vizsgalatok, a virussal kapcsolatos egyéb kutatasok, a
létrehozott  vakcinajeldltek  ellendrzése és a
vakcinafejlesztés  érdekében elengedhetetlen egy
egyszerl és reprodukalhaté modszer fejlesztése az
ASPV teljes genomjanak szekvenalasara. A nagy
genommeéret miatt a virus szekvenciaja leggyorsabban
ujgeneracios  szekvenalasi moddszerekkel (NGS)
hatarozhaté meg, azonban az ASPV teljes genomjanak
szekvenalasat szamos technikai probléma neheziti.

Bar a virus felfedezése utan nem sokkal

megkezdddtek a vakcinafejlesztési kisérletek, azonban a



hagyomanyos megkdzelitések nem hoztak meg a kivant
sikert. A legjobb kisérleti eredményeket él6, attenualt
virusokkal érték el, de eddig sem a természetesen
attenualt térzsek, sem pedig az egygénes deléciokat
tartalmazé genetikailag médositott virusok nem vezettek
telies sikerhez. A tobbgénes delécidkat tartalmazé
vakcinajeloltekkel végzett kisérletek szamos esetben
biztaté eredményeket mutattak, azonban még nem
vezettek attéréshez. A tobbgénes deléciét tartalmazdéd
vakcinatorzsek el8allitasanal kihivast jelent, hogy
szamtalan ASPV-fehérje funkcidja a mai napig
ismeretlen. Az afrikai sertéspestis elleni egyik
legigéretesebb vakcinajelélt egy, a természetben
eléforduld attenualt torzs, az Lv17/WB/Rie1 (Lv17),
azonban mellékhatasai miatt a térzs jelenlegi formajaban
vakcinaként nem alkalmazhato.

Az attenudlt vakcinak fejlesztését, tovabba az
ismeretlen funkcioju fehérjék vizsgalatat sok esetben
homoldg rekombinacion alapuld célzott génmddositassal
végzik. A rovid, forditott ismétlédésekkel elhatarolt
szekvenciak genomi régi¢ja/CRISPR-kapcsolt nukleaz 9
(CRISPR-Cas9) rendszer altal indukalt kettdsszalua
torések viszonylag nagy gyakorisagu rekombinaciot

indukalnak az ASPV és a transzfer plazmidok kozott,
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illetve néhany kozvetett bizonyiték is van arra, hogy a
homolég  rekombinacié  hozzajarul az  ASPV
homoldg rekombinaciora vonatkozé kisérleti bizonyitékot
még nem publikaltak.

A vakcina kifejlesztését nagymértékben hatraltatja,
hogy sokaig nem allt rendelkezésre olyan gazdaeredeti
sejtvonal, amelyen az ASPV nagy titerben és stabilan
szaporithaté lenne. Bar egyre tobb, igéretesnek tiiné
sejtvonalrél sz6lé kutatas érhetd el, a virus genetikai
stabilitasat igényld legtdbb kisérletet jelenleg sertés
eredetl primer makrofagokon végzik. A makrofagokon
torténé munkat neheziti, hogy a sejtek izolalasa
koltséges, idbigényes és a kisérletek nehezen
reprodukalhatok. A természetben eléforduld térzsek vagy
vakcinajeldltek adaptalasa immortalizalt sejttenyészetre
szinte mindig jelentbés genetikai valtozasokkal jar, a
virusgenom nagymertékl modosulasa és atrendezédése
figyelhet6 meg, mely a parentalis térzsek immunogén

tulajdonsagainak megvaltozasaval is jarhat.



Célkitiizések

1) Céljaink kozott szerepelt egy olyan protokoll
kidolgozasa, amellyel az afrikai sertéspestis virusanak
telies genomja gyorsan és pontosan meghatarozhaté

ujgeneracios szekvenald (NGS) mddszerekkel.

e

élévirusos vakcinatérzsek eléallitasa volt. Az Lvl7
célzott génmoddositasokkal, masrészt a térzs Cos7
szOvettenyészeten valé sorozatpasszalasa soran
bekbvetkezé genetikai valtozasok kihasznalasaval.
Ezutan a létrehozott virusokat az altalunk kifejlesztett

szekvenalasi modszer segitségével terveztiik értékelni.

3) A célzott génmoddositasokhoz elészoér egy eddig
ismeretlen funkciéju multigén csaladba (MGF) tartozo
gén, az MGF 110-11L eltavolitasat tGztik ki célul
CRISPR-Cas9 rendszer segitségével. Az Aaltalunk
létrehozott mutans torzs (Lv17/d110-11L)
felhasznalasaval az MGF 110-11L gén bioldgiai
tulajdonsagait kivantuk tanulmanyozni sertés alveolaris
makrofagokon (PAM), és tesztelni akartuk a mddositott

Lv17 virus virulenciara és replikaciora gyakorolt hatasat.



4) Célunk volt tovabba harom, mar jol tanulmanyozott, az
ASPV virulenciadjaban szerepet jatszé fehérjét (9GL, 8-
CR, CD2v) kodoldé gén egyilttes eltavolitasa
viruskeresztezéssel az Lv17 genomijabal.
Szandékunkban allt a gének eltavolitasaval, majd a
homolég rekombinaciés események altal kivaltott

valtozasokat szintén PAM sejteken vizsgalni.

5) Végqll pedig az Lv17 térzs Cos7 szdvettenyészeten
valé sorozatpasszalasa soran bekdvetkezd genetikai

valtozasokat terveztiik vizsgalni.



Anyag és modszer

Sertés alveolaris makrofagok (PAM) el6készitése és
fenntartasa

A munkankhoz hasznalt PAM-okat a WOAH
kézikdnyve szerint izolaltuk, majd -72 °C-on taroltuk. A
sejtek fenntartasahoz 1% antibiotikum-antimikotikum
oldattal, 10% magzati szarvasmarha szérummal, és 2mM
L-glutaminnal kiegészitett RPMI tapoldatot hasznaltunk.
A fertbzés elétt a sejteket 24 6ran at 37 °C-on, 5% CO;

mellett inkubaltuk.

Ujgeneracios szekvenalasi médszer kidolgozasa

A szekvenalasi protokoll kidolgozasahoz az ATKI
Funkcionalis  Viroldgia Csoportja  altal izolalt
ASFV_HU_ 2018 izolatumot hasznaltuk, melyet PAM-on

szaporitottunk.

Els6 lepésként az ASPV fogékonysagat és fertézési
dinamikajat vizsgaltuk PAM sejteken és standardizaltuk a
fert6zést. A fogékonysag vizsgalata soran a szélesztés
utan 2 dranként fert6ztik a sejteket 24 éran at, illetve egy
hosszabb kisérlet soran 144 o6ran at. A fert6zést

immunfloureszcens mikroszkop segitségével detektaltuk.



A szekvenalasi protokoll kidolgozasakor elbszor az
ASPV genom dusitasat és a DNS mintakban a szennyezd
gazdagenom mennyiségének csOkkentését végeztik el.
Ennek elsd |épéseként Virotype kit segitségével
meghataroztuk a kiindulasi mintaink gazda és virus DNS-
ének mennyiségét. Ezutan a szennyezd gazdaszervezet
DNS tartalmanak minimalizaldsat végeztik el DN&az
kezelés segitségével. A virus DNS-t a High Pure Viral
Nucleic Acid Kit-el tisztitottuk. A DNS abszolut
mennyiségének  novelése érdekében az NGS
mintael6készitési protokollokhoz teljes genom
amplifikaciét (WGA) végeztink a REPLI-g Mini Kit
felhasznalasaval. A REPLI-g mintakat a NucleoSpin Gel
and PCR clean-up Kit segitségével tisztitottuk. A DNS
gazda és virus DNS aranyanak meghatarozasat a
mintainkban a DNaz kezelés és a WGA amplifkacio utan

is elvégeztiuk.

A DNaz és WGA kezelés utan a mintakat lontorrent és
lllumina modszer segitségével szekvenaltuk. Az igy nyert
szekvenciaolvasasokat a Geneious Prime segitségével
dolgoztuk fel. A readeket a sertésgenomhoz mappeltik a

gazdaszervezet DNS-szennyez6désének



meghatarozasa és kiszlrése érdekében. Az igy kapott —
mar csak viralis readeket tartalmazo6 — readeket az ASPV
Belgium 2018/1 tdrzséhez illesztettik és ez alapjan

hataroztuk meg a konszenzus szekvekciat.

Harom nehezen meghatarozhaté régiét Sanger-
modszerrel szekvenaltunk, mely szakaszok

amplifikalasahoz PCR reakciét terveztink.
Modositott virusok eldallitasa
Az Lv17/d110-11L konstrukcio elballitasa

Az Lv17/d110-11L konstrukciét az Lv17 torzsbdl az
MGF 110-11L gén CRISPR-Cas9-el térténd delécidjaval
hoztuk létre. A 110-11L gént az afrikai sertéspestis virus
p72 promoéterének szabalyozasa alatt allé zoéld
fluoreszkalo fehérjére (eGFP) cseréltik. A CRISPR-Cas9
rendszerhez szilkséges rekombinans transzferplazmid
létrehozasahoz a pUC19 vektort hasznaltuk gerincként. A
transzferplazmid létrehozasahoz szlikséges primereket a

SnapGene programmal terveztuk.

A PAM sejteket 6 vajatu sejttenyészté lemezre (5 x
10°%/vajat) szélesztettlk a fent leirtak szerint. Minden
egyes vajatot 3 MOI (multiplicity of infection) Lv17 ASPV

torzzsel fertéztink A transzfekcidhoz tapfolyadékban
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Osszekevertink a transzfer plazmidot és gRNS plazmidot,
majd 10 pl Fugene HD transzfekcios reagenssel
elvégeztik a transzfekciot. Szobahdmérsékleten torténd
10 perces inkubalas utan a keveréket a fert6zott PAM-
okhoz adtuk. A transzfektalt PAM sejteket 37 °C-on, 5%

CO, tartalom mellett inkubaltuk 24 6ran keresztil.
Az Lv17/dCD-dGL konstrukcio elballitasa

A homolég rekombinacié vizsgalatdt mCherry
markergént tartalmazé Lv17/dGL (9GL kdodold régid
deletalt) és eGFP markergént hordozé Lv17/dCD (CD2v
és 8-CR fehérjekddold régid deletalt) mutans virusokkal
valo koinfekcioval végeztiik. A konstrukcidkat az ATKI
Funkcionalis Virolégia Csoport munkatarsai tervezték és
izolaltak az Lv17/d110-11L virusnal alkalmazott modszer
szerint. A PAM-okat 3-3 MOI-val fertéztik a két
virusizolatummal. Az 1 6ras inkubacié utan a fellluszot
friss PAM-fenntartd tapfolyadékra cseréltiik. A fellliszot
3 nap elteltével 6sszegyljtottiik. Az igy létrehozott piros
és z0ld fluoreszcenciat mutatdé rekombinans Lv17/dCD-
dGL virusokat tartalmazo sejteket manualisan tisztitottuk

fluoreszcens mikroszkép alatt.
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Az Lv17/ d24 konstrukcio elballitasa

Az ASPV Lv7/d24 izolatumot sorozatpasszazs utjan
hoztuk létre. Az els6 8 passzazst 80-100% konfluenciat
mutaté Cos7 sejtekben végeztik. A Cos7 sejteket 3 MOI
Lvl7 torzzsel fertéztik. Minden passzazsban 7 nap
elteltével 200 pl feltluszét vittink at uj Cos7 sejtekre. A
nyolcadik passzazs utan a kdvetkez6 3 passzazst PAM-
okon végeztik. Minden 3. nap utan 200 pl fellluszét
atvittink friss PAM-okra. Végul még 3 passzazst
végeztink PAM-okon a megfeleld tisztasagu minta

biztositasa érdekében.
A virusok izolalasa

A mutans virusokat fluoreszcens mikroszkép alatt
izolaltuk manualisan, ugy, hogy a fluoreszcensen vilagitd
(markergént tartalmazo mutans virussal fertézott) sejteket
pipetta segitségével elkllonitettliik a nem fluorszecensen
vilagito sejtektol. Az izolalt, tehat mutans virussal fert6zott
sejteket feltaras céljabdl haromszor lefagyasztottuk és
felolvasztottuk. 96 vajatu lemezre szélesztett PAM-okat
fertéztink az izolalt virussal, majd 37 °C-on inkubaltuk 24

oran at. Ezt az eljarast addig ismételtik, amig az adott
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markergént kifejez6 fert6zott sejtek aranya elérte a 100%-

ot.

Immunfluoreszcens festés (IF), titer és képiaszam-

meghatarozas

A vizsgalatokhoz sziikséges IF festéseket sertés anti-
ASPV poliklonalis antitesttel és anti-sertés masodlagos

antitesttel 1000-szeres higitasban végeztuk el.

Annak vizsgalatara, hogy a mutans virusok hogyan
szaporodnak ex vivo, PAM-okat az Lv17/d110-11L,
Lv17/dCD-dGL és Lv17/d24 virusokkal, valamint
kontrollként Lv17 virussal fert6ztik 0,01 MOI-val és
kilénb6z6 idépontokban (0, 12, 24, 36, 48, 60, 72, 84, 96
és 108 ¢draval) a fert6zés utan (hpi)) mintat vettink a
felliluszobol. Ezutan a begylijtdétt mintakat PAM-okon
titraltuk, majd qPCR-t alkalmaztunk az aliquotokban 1évé
virusképiaszamok meghatarozasara. Az titert IF festés
alkalmazasaval a legmagasabb higitasi foknak és a
fert6zott sejtek szamanak ismeretében allapitottuk meg,
fluoreszcens fokuszegység (FFU) alapu

meghatarozassal.

Az ASPV kulénbdzd génmodositott izolatumainak

képiaszamanak meghatarozasahoz hasznalt reakciot az

13



ASPV konzervativ p72 génjének egy 328 nukleotid
feluluszoja 72 °C-on torténd, 20 perces hékezelés utan
kézvetlentl templatként kerllt felhasznalasra a
reakcioban. A gPCR specifitasat olvadasi
gOrbeelemzéssel ellendriztik. A viruskdpiaszamokat a
tisztitott amplikon 10-szeres higitasaval készilt standard
gbrbe segitségével szamoltuk ki. A titerek és a
képiaszamok kuldnbségeit statisztikai modszerekkel is

elemeztik az R programmal.
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Eredmények

Ujgeneracios szekvenalasi modszer kidolgozasa

A PAM-ok fertézhet8ségi vizsgalata azt mutatta a
révidebb, 24 o6raig tartd kisérletben, ahol 2 o6rankénti
fertbzéseket végeztink, hogy bar 4-8 o6ranal kissé
megugrik a fertézhetbéség, de a legnagyobb
fogékonysagot a sejtek a szélesztés utan 24 oraval
mutatjdk az ASPV-re. Ezt az eredményt a hosszabb, 108
oraig tarto fert6zési kisérlet is alatamasztja, ahol 8, 18, 72,
96, 120, 140 d6ranként végeztink fert6zést a szélesztés
utan. 18 oraval a szélesztés utan jelentésen magasabb a
PAM-ok fert6zhet6sége, mint a Kkisérlet tobbi

idépontjaban.

A szekvenalaskor a legnagyobb probléma a virus DNS
csekély mértéki  mennyisége, ezért  protokoll
kifejlesztésénél az ASPV genom dusitasara és a DNS
mintakban a szennyez6 gazdagenom mennyiségének
csOkkentésére koncentraltunk a rendelkezésunkre allo
legegyszeriibb eszk6zokkel. Harom mintabdl indultunk ki
és az eredmények flggvényében dolgoztunk velik
tovabb. A mintaink gazda és virus DNS-ének kezdeti
meghatarozésa utan a szennyez® gazdaszervezet DNS

tartalmanak minimalizalasara koncentraltunk, amit DNaz
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kezelések hatékonysaganak noévelésével értik el. A
kiindulasi 3 mintabél 3-3 parhuzamos kezelést végeztink.
A virus DNS detekcidja soran a legtdbb esetben minimalis
novekedést (Ct +1-2) észleltiink a kezeletlen és a DNaz I-
el kezelt mintak Ct-értékei kozott. A gazdaszervezet DNS-
ének mennyisége ezzel szemben jelentésen csokkent,
azonban a csbtkkenés mértéke mintanként eltéré volt. A
DNS abszolut mennyiségének novelése érdekében
végzet teliesgenom amplifikalas (WGA) azt mutatta, hogy
A WGA-reakciot kdvetben a virus DNS-tartalom ~1000-
szeres novekedését lehetett detektalni a qPCR
segitségével. A gazdaszervezet DNS-ét ezzel szemben

nem lehetett kimutatni.

Az ASPV NGS szekvenalasahoz a leghatékonyabb
megoldas megtalalasa érdekében két ASPV-mintat
futtattunk két platformon (lllumina és lonTorrent). A
szekvencia adatok elemzése azt mutatta, hogy a viralis
readek szama mind a négy mintdban meghaladta a
szennyez6 nukleinsavak readjeinek szamat, tehat
kijelenthet6, hogy az elébbiekben bemutatott mddszer
sikeresen alkalmazhat6é a szennyez§ genomok
mennyiségének minimalizalasara. Az lon Torrent

platformon szekvenalt mintak homopolimer szakaszaiban
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a referencia szekvenciahoz képest szamos (~131) nem
egyértelmiien meghatarozhaté nukleotidot talaltunk,
féként egy- és két nukleotidos indelek formajaban. Ezen
felll a platformon a virdlis readek szama és az atlagos
lefedettség is joval alacsonyabbnak bizonyult az lllumina
modszerrel kapott eredményekhez képest. Az Illumina
platform eredményeiben sokkal ritkdbban fordultak elé
nem meghatarozhatd nukleotidok. Ezek az egyik minta
adatainak feldolgozasa utan (~7 millié viralis read) mar
csak a harom leghosszabb homopolimer régiora
korlatozodtak, amelyek tébb mint 10 C/G nukleotidot
tartalmaztak. Igy az virus pontos szekvenciajanak
meghatarozasahoz ezt a harom régiét Sanger-
maodszerrel kellett vizsgalni. A poliC/G traktusok méretét
és a korulottik 1évé tényleges szekvenciat az ellentétes
szalak leolvasasainak O0sszehasonlitasaval és

elemzésével hataroztuk meg.
Moédositott virusok eldallitasa és jellemzése

Az Lv17/d110-11L konstrukcioé elballitasa és

jellemzése

Az MGF-110 11L gén funkcidja jelenleg ismeretlen,

vizsgalataink soran egyedi jellemz6i miatt esett
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valasztasunk erre a génre. Az MGF-110 11L gén a
kllénbdz6 torzsekben genetikai szinten rendkivdl
valtozatos tulajdonsagokkal rendelkezik, homopolimer
G/C (hpG/C) régiot tartalmaz, amelynek hossza igen
nagyfoku variabilitdst mutat. A GenBankbol nyert
adatokbol az MGF-110 11L szekvenciak
Osszehasonlitdsa alapjan 4-t6l egészen 19 bazis
hosszUsagu szakaszokat taldlhatunk a homopolimer
régioban. Bar a régié szerepe az ASPV esetében nem
tisztazott, de mas virusokban és sejtes szervezetekben

fontos szabalyoz6 szerepet tolt be.

Az MGF-110 11L deléciéjat CRISPR/Cas9 rendszer
indukalt intercellularis homoldég rekombinacio
segitségével valositottuk meg. A gén nagy részét (a 825
bp ORF-b8l 760 eltavolitasra kertlt) egy ASPV eredeti
p72 promoéter altal szabalyozott eGFP riporter génre
cseréltik. Az izolalas utan a rekombinans, fluoreszcens
mikroszkép alatt a riporter génre homogénnek tiné
virustenyészetet titralva azt talaltuk, hogy a mutans virus
titere (3 x 10° FFU/ml) megkozelitette a szUl6i virusét (7,2
x 10° FFU/ml). A kordbban bemutatott szekvenalasi
modszert alkalmazva azt talaltuk, hogy a szul6i

genomhoz képest tizennégy Uj, nem tervezett
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pontmutaciot talaltunk az Lv17/d110-11L virus kildnbdzé
régidiban. Két mutacié a szabalyozo6 régiokat érintette,
egy szinonim mutacio volt, négy aminosavcserét okozott,
harom korai fehérjelanc-terminaciot, és négy helyen nem
tudtuk pontosan meghatarozni az adott helyen I[év§
nukleotidot, ami kvazispecies virusok jelenlétére utal az

izolatumban.

Az ex vivo ndvekedési vizsgalatoknal PAM sejteket
fertéztink az  Lv17/d110-11L mutans virussal,
kontrollként pedig Lv17/WB/Rie1 virustorzset
hasznaltunk. A mutans és a szUl6i virusok ndvekedési
kinetikajaban 108 hpi-ig nem volt szignifikans kilénbség,
bar az Lv17/d110-11L fert6z6 virustitere minimalisan a
szUl6i torzsé alatt maradt. 108 hpi-nél hirtelen ugrasszeri
novekedést tapasztaltunk az Lv17/d110-11L fert6z6
titerében, a virusmennyiség 12-szeresen meghaladta az
Lv17 virusét. A virus specifikus fert6z6képességében (SI)
(kbpiaszam/titer) viszont nem talaltunk valtozast a kisérlet

id6tartama alatt.
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Az Lv17/dCD-dGL konstrukcio elballitaisa és

jellemzése

A homoldg rekombinacio vizsgalatat kettd, korabban a
laborunk altal CRISPR-Cas9 rendszerrel létrehozott,
markergént tartalmazd virussal végeztuk el. Az elsd
konstrukcié egy eGFP markergént tartalmazé virus,
amelybdl eltavolitottuk a CD2v és 8-CR fehérjéket kddold
részt vesz a vorosvértestek hemadszorpcidjaban a
fert6zott makrofagok felé. A 8-CR fehérje egy C-tipusu
lektin domént tartalmaz és részt vesz a virus CD2v fehérje
és sejtreceptora kozotti kdlcsdnhatas stabilizalasaban,
illetve ez a fehérje is sziikséges a hemadszorpcidhoz. A
9GL fehérje- és DNS-szinten erésen konzervalt barmely
virusizolatumban. A 9GL altal kédolt fehérje részt vesz a
normalis virionérésben és a virus novekedésében in vitro,
és befolyasolhatja a virulenciat in vivo. A 9GL gén
delécidja az ASFV-torzstél fliggben kilonb6zéd meértéki

gyengulést eredményezett.

A koinfekciot kovetd izoldldas és a fert6zés
folyamatanak o6tszdri megismétlésével olyan homogén
izolatumot kaptunk, amelyben minden fert6zott sejt piros

és zold fluoreszcenciat mutatott. Az NGS szekvenalas is
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megerdsitette a virusallomany homogenitasat, nem
taldltunk olyan readet, amely szil6i szekvencia
jelenlétére utalt volna. A két szll6i torzshez képest hat Uj
mutacio fordult el a bal oldali variabilis régiéban. Az
Lv17/dGL egyedi szekvencia markereinek eltiinése és az
Lv17/dCD egyedi markerének megjelenése a
rekombinans Lv17/dCD-dGL genomjaban arra utal, hogy
a kialakulas soran legalabb két atkeresztez6dés tortént,
az egyik a két fluoreszcens marker végpontjai kdzétt, a

masik pedig a genom végén.

A mutans virus lassabb ndvekedési sebességet
mutatott, mint az Lv17 torzs, és végtitere (6,9x10°
FFU/mI) is 108 hpi-nal jelentésen alacsonyabb volt, mint
az Lv17-é (1,8x10° FFU/mI). Nyilvanvalo, hogy a mutans
virus genetikai modositasai gyengitették a PAM-ban valé
replikaciés  képességét, ahogy azt specifikus
fert6z6képesség értékei is jelzik. Az Lv17/dCD-dGL Sl-je
a kisérlet ideje alatt végig egy nagysagrenddel
meghaladta a szul6i Lv17 virusét, ami valdszinlileg
nagyrészt a fert6z6képesseég csokkenésének

kdszonhet6.
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Az Lv17/d24 konstrukcio elballitasa és jellemzése

Az Lv17 stabilitasanak vizsgalatdahoz Cos7 sejteket
fertéztink a virussal, majd az 5. és 8. passzazs utan
mintat vettlink (Lv17_cos5, Lv17_cos8) és jellemztik a
virusokat. Ezutan 3 passzazst PAM sejteken végeztiink el
(Lv17_cos8 pam3). Az igy kapott mintakat NGS
szekvenaltuk. A harom allomany szekvenciaelemzése
kimutatta, hogy az Lv17 genomja jelentds
atrendez6déseket szenvedett el a bal oldali valtozé
régioban (LVR) nagy indelek formajaban, illetve ezen felll
harom pontmutaciot lehetett kimutatni a vizsgalt
passzazsokban. Az Lv17_cos5 és Lv17_cos8
allomanyokban a kvazi-species f6 virusdosszetevdje egy
olyan virusgenom volt, ami td6bb mint 40 kb-t (1-40568)

c 7y

kddold réqgidt tartalmazott. A hianyzdé régié helyén egy, a
genom jobb terminalis régiéjabol szarmazo, kozel
hasonl6 méreti (38780 bp, 51 gént kodold)
virusfragmentum talalhaté. Az Lv17_cos5 és Lv17_cos8
allomanyokban viszonylag kis szamu virusvaltozat (907
és 3 read) még mindig mappelheté volt a genomnak a
forditottan ismétléd6 régié proximalis végpontja és a

delécios toréspont kozotti régidja kdzott (2352 és 40568),
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ami mas genotipus-valtozatok jelenlétére utal. Az
Lvl7_cos8_pam3 mintdban az Lvl7 egy szintén nagy
delécitt tartalmazé valtozata lett a f6 varians, amit addig
nem tudtunk kimutatni. Ez egy rovidebb delécibt
tartalmazott, amely a genom 187 és 26554 bp-ja kozotti
régiot érintette és 42 gén delécidjaval jart. Az igy kapott
virusvaltozat tartalmazott egy olyan régiét (26555-40569),
amelyet sem az Lv17_cos5-ben, sem pedig az
Lv17_cos8-ban nem tudtunk kimutatni, kizarélag az Lv17-
ben volt eddig detektalhatd. Mivel a deletalt régibhoz még
mindig 63 readet lehetett mappelni, még harom
véghigitasi és passzazsciklust végeztink, az igy kapott
Lv17/d24 virust szintén szekvenaltuk és

allatkisérletekhez tovabbkuldtik.

Az Lvl17/d24 virus novekedési kinetikajaban
valtozasokat tapasztaltunk. Lassabb  ndvekedési
sebességet mutatott, mintaz Lv17, és a végtitere (2,5x10°
FFU/mI) alacsonyabb volt, mint a sz{l6i virusé, (1,8x10°)
108 hpi-nal. Az Lv17/d24 Sl-értékei szinte mindig
meghaladtak az Lv17-ét, bar értékei kissé a

szignifikanciahatar felett maradtak.
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Megbeszélés

Ujgeneracios szekvenalasi modszer kidolgozasa

A PAM sejtek fogékonysagaval kapcsolatos
eredményeink egyértelmien azt mutattak, hogy ezekkel a
sejtekkel végzett munka, bar a sejtvonalakhoz képest
nem tal jol, mégis elfogadhatdé  mértékben
standardizalhato, viszont a fertézhet6ség gyorsan, akar 2
oran belll is jelentésen meg tud valtozni. A sejtek a
lerakas utani 24. o6ra koril mutatjdk a legnagyobb

fogékonysagot az ASPV-re.

A nukleaz kezelés megfelel§ alkalmazasa, a teljes
genom amplifikalasa, és ami a legfontosabb, a
mintael6készités  kulénbdzé fazisainak folyamatos
ellenérzése és értékelése lehetbvé tette, hogy teljes
meértékben kihasznaljuk az NGS elényeit az ASPV genom
szekvenalasahoz. A technika segitségével alapvetd
laboratériumi eszkozok hasznalataval, llumina
platformon és esetlegesen mindéssze harom Sanger
szekvenalas alkamazasaval gyorsan és pontosan
meghatarozhaté az afrikai sertéspestis virusanak teljes

genom szekvenciaja.
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Modositott virusok elballitasa és jellemzése

Az Lv17/d110-11L konstrukcio elballitasa és

jellemzése

Az élévirusos vakcinafejlesztések soran felmerlld
problémak megoldasa érdekében deletaltunk egy MGF-
110 géncsaladba tartozé gént; ettél azt vartuk, hogy a
valtozas mérsékelt hatassal jar az Lv17 virulenciajara, és
nem gyengiti tulzottan a virust. Azt feltételeztuk, hogy az
MGF-110 11L gén eltavolitasa pleiotrop hatasok révén
jelentds attenuacioét okozhat, egyrészt a fehérje, masrészt
a poliC/G traktus potencialis szabalyozé funkcidjanak
megszintetésével. Valdban tapasztaltunk attenuaciot,

azonban nem a vart mértékben.

Kevés kivételtdl eltekintve az ASPV-ben a génkititések
nem jarnak nagyszamu mutacidé megjelenésével a
genomban. Az izolalas utan azonban az Lv17/d110-11L
szekvenalasa varatlanul nagy szamu mutaciot mutatott ki
a virusgenomban a deléciés région kival. Szamos
mutalodott gén olyan folyamatokhoz koéthetd, amelyek
potencialisan befolyasolhatjak az immunrendszert és a

virus virulenciajat.

25



Az ex vivo ndvekedeési vizsgalatok eredményeibdl arra
kovetkeztettiink, hogy bar a géndeletalt virus titerében
csak 108 orara detektaltunk jelentés valtozast, de a
virusok specifikus fert6zéképessége az utolsé 24 6raban
nem valtozott jelentésen, ezért ez a kllénbség az
Lv17/d110-11L lassabb ndvekedésének és potencialisan

nagyobb virushozamanak kévetkezménye lehet.
Az Lv17/dCD-dGL konstrukcio eléallitasa

Annak ellenére, hogy egyes virusizolatumok
szekvencidja és a rekombinans virusok el6allitasara
hasznalt technikak sikeressége egyértelmien arra utal,
hogy a kilénbdz6 ASPV-térzsek kozétt homoldg
rekombinacio torténik, ASPV-ben nagyon keveset tudunk
errél a jelenségrél. Tudomasunk szerint a mi munkank az
elsd, amely kdzvetlen tapasztalati bizonyitékot szolgaltat
arra, hogy az ASPV homoldég rekombinacioja
makrofagokban megtorténik. Munkank soran
konny(szerrel izolalni tudtuk a rekombinans virust, amely
két fluoreszcens markert hordozé virus keresztezésébdl
keletkezett, ez pedig arra utal, hogy amennyiben
koinfekcid torténik, a homolég rekombinacié viszonylag
nagy gyakorisaggal torténhet a virustorzsek kozott is. Az

a tény, hogy az egyedi szil6i genetikai markerek alapjan
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legalabb két rekombinacios esemény egyértelmlen
kimutathatd a rekombinans virus génallomanyaban

erdsen alatamasztja az el6z6 allitast.
Az Lv17/d24 konstrukcid elballitasa és jellemzése

Lvl7 genetikailag instabil a Cos7 sejtekben, az
allomanyok nem homogének, a virusok tobbsége
minddssze 6t passzazs soran korulbelll 40 kb-t veszit a
genomjabdl. Azonban még a kisebb genetikai valtozatok,
amelyek nem detektalhaték vagy nehezen eltavolithatok
is fennmaradhatnak az alacsony higitasu passzazsokban
az adaptacié soran és néhany passzazsban, kulénb6z6
tenyésztési kérilmények kozott, ebben az esetben PAM

sejtekben, a f6 valtozatta valhatnak.

A szakirodalomban szamos példa talalhato arra, hogy
az ASPV sejtvonalakon torténd sorozatpasszalasa nagy
deléciokat eredményezhet a virus genomjaban,
leggyakrabban a bal és jobb oldali variabilis régioban
fordulnak elé ezek a valtozasok. A sorozatpasszalas utan
legtdbbszor pedig a virus elvesziti az eredeti célsejteken
(makrofagok) valé replikacios képességét. Cos7 sejteken

eddig még nem vizsgaltak az Lv17 virus stabilitasat.
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Az alkalmazott szekvenalasi technika nyilvanvaldan
alkalmas az egy nukleotidot érinté valtozasok, vagy akar
a polimorfizmusok kimutatasara is, ha azok dominansak
a kvazispeciesben. A teljes genom amplifikacié additiv
torzité hatasai, valamint az NGS-eljarasban rejl
szisztematikus torzitdsok és egyenetlenségek miatt
nagyon nehéz megbecsulni a f6 genetikai komponensek
aranyat a  kilénb6z8 mintdkban. Ennek az
aranytalansagnak a kdvetkezménye, hogy altalaban nem
lehet abszolut bizonyossaggal meghatarozni, hogy egy
adott viruspopulacié genetikailag homogén-e (vagy sem),
mivel kisebb szami komponensekre jellemzé readek
nagy valészinliséggel nem mutathaték ki a mintaban. Az
ilyen readek barmilyen kis szamban térténé kimutatasa
azonban egyértelmiien jelzi a genetikai variansok

jelenlétét a kvazispeciesben.
In vivo kisérletek

Egy olaszorszagi egyuttmikodeés keretében
lehetéségunk nyilt az emlitett harom térzs in vivo,
hazisertéseken val6o tesztelésére is. A 110-11L
géndeletalt virustorzs a patogenitas és letalitas
egyértelmi csokkenését mutatta a szulbi virustorzshoz

képest, de szamos klinikai tlinet volt megfigyelhets, ami
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miatt vakcinaként jelen formaban nem hasznalhat6. Az
Lv17/d24 és Lv17/dCD-dGL toérzsekkel valo fertézéskor
eredményeink egybevagtak az in vitro eredményekkel, in
Vivo is a virusok replikacios képességének csokkenését
tapasztaltuk. Tovabba sertések enyhe klinikai tuneteket
(ldaz, hasmenés, étvagytalansag, bevérzések a fllén)
mutattak annak ellenére, hogy az ASPV-t nem lehetett
kimutatni a vérlkben az Armenia/07 tdrzzsel vald
rafert6zésig. Sajnos a rafertdzést kovet6
elfogadhatatlanul magas elhullasi arany megerdsiti, hogy
ezek a virusok jelenlegi formajukban nem alkalmasak

vakcinaként valo felhasznalasra.
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Uj tudomanyos eredmények

1) Munkank soran kifejlesztettink  egy
ujgeneracioés szekvenalasi technikat, amellyel
egyszerlen és pontosan meghatarozhaté az ASPV teljes

genomja.

2) Harom kulénb6zd rekombinacios technikaval
el6allitottunk  harom  kulonbézé ASPV virust az
Lv17/WB/Rie1 toérzsbdl (Lv17/d110-11L, Lv17/d24,
Lv17/dCD-dGL). Elészér CRISPR-Cas9 technikaval
eltavolitottuk az MGF 110-11L gént az attenualt
Lv17/WB/Rie1 térzs genomjabdl, majd jellemeztik a

virust.

3) Bebizonyitottuk, hogy a kilénb6z6 ASPV
torzsek PAM sejteken térténé koinfekcioja soran homolog
rekombinacidés események kovetkeznek be, és az igy

keletkezett virusok izolalhatoak.

4) Megallapitottuk, hogy az Lvl7 Cos7 sejteken
valo passzalasakor is jelent6s valtozasok kdvetkeznek be

az virus genomjaban.

5) Az eldaéllitott virusok jelenlegi formajukban

vakcinanak nem alkalmasak, viszont bebizonyitottuk,
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hogy az Lv17 nemkivanatos mellékhatasai tovabbi
mutacidkkal a védbéképesseég jelentds csdkkenése nélkil

enyhitheték.
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id6szakokban.

Végll pedig szerethém megkdszénni a csaladomnak,
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