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2. Osszefoglalas

Az afrikai sertéspestis (ASP) tovabbra is a hazisertéseket (Sus scrofa domestica)
és a vaddiszndkat (Sus scrofa) érinté egyik legveszélyesebb virusos betegség, amely
jelentdés gazdasagi és allategészségugyi karokkal jar. A kézelmultbeli azsiai és eurdpai
jarvanykitoréseket kdvetéen Amerikaban is megjelent a betegség. A virus terjedésének
megakadalyozasahoz és a vilagjarvany leklizdéséhez sirgbsen hatékony vakcinakra
van szukség.

Bar a természetben eléforduld, alacsony virulenciaju térzsek alapot kinalnak egy
hatékony él6virus-tartalmu vakcina kifejlesztéséhez, de a virulenciaban és az
immunvalaszban szerepet jatsz6 gének delécidja kiszamithatatlan és varatlan
eredményekhez vezethet. A médosulasok, tovabba a természetben eléfordulé térzsek
modszerre van szukség, ezért munkank soran elészor egy megbizhaté ujgeneraciés
szekvenalasi modszert fejlesztettlink ki. A technika segitségével alapvet6 laboratériumi
eszk6zok hasznalataval, lllumina platformon és esetlegesen mindéssze harom Sanger-
szekvenalas alkalmazasaval gyorsan és pontosan meghatarozhaté az afrikai
sertéspestis virusanak teljes genom szekvenciaja.

A természetes uton attenualodott Lvl7/WB/Riel (Lv17) torzs alkalmas jeloltnek
tlnik egy hatékony élévirus-tartalmu vakcina kifejlesztésére, rekombinacios technikakkal
végrehajtott génmaddositasok utan. Ezen technikak alkalmazasaval vizsgaltuk az Lv17
virussal térténé rekombinacioé (illegitim és homoldg) jelenségét kiildonbdzé szévetekben.
Kisérleteink soran harom rekombinans virust allitottunk el6 (Lv17/d110-11L, Lv17/dCD-
d8CR-dGL, Lv17/d24).

El6szor genetikailag modositottuk az Lv17 genomjat a CRISPR-Cas9 rendszer
segitségével. Feltételeztik, hogy az MGF 110 géncsalad egyik génjének delécioja
javithatja a virus él6 attenualt vakcinaként val6 alkalmazhatésagat. Bar Az MGF-110 11L
gen delécidja valoban gyengitette a virus replikacios képességét PAM sejteken és
enyhitette a virus altal okozott tineteket, de az attenuaciéo mértéke nem érte el a vakcina
virusoktdl elvart szintet.

Ezen felll kutatécsoportunkban elSallitott géndeletalt (dCD2v, d8CR és d9GL)
Lv17 virusok keresztezésével vizsgaltuk az ASPV homoldg rekombinacios képességét
PAM sejteken, melynek soran bebizonyitottuk, hogy kulénb6z6 ASPV térzsek PAM
sejteken torténd koinfekcidja soran homoldg rekombinacié torténik, és az igy létrejové
virusok egyszerlen izolalhatbak.

Az ASPV in vitro rendkivil rosszul szaporithatd, csak sorozatpasszalast kévetéen

képes szaporodni néhany sejtvonalon, és ez tdbbnyire kiszamithatatlan valtozésokat
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okoz a virus genomjaban. A genetikai instabilitas viszont kizard ok az élévirus-tartalmu
vizsgalata volt Cos7 sejteken. Eredményeink egyértelmiien azt mutatjak, hogy az
Lv17/WB/Riel genetikailag instabil Cos7 sejtekben, és a jelenlevé virusallomanyok nem
homogének. A detektalhatd virusok tdbbsége minddssze 6t passzazs soran nagyjabol
40 kb-nyi szakaszt veszitett a genomjabdl. Azonban megallapitottuk, hogy az adaptacié
soran a Cos7 sejteken valé passzalaskor nem, vagy nehezen kimutathaté minor
variansok is fennmaradhatnak alacsony higitasu passzazsokban. Ezen valtozatok pedig
néhany passzazs soran kilénb6zd tenyésztési korilmények kdzétt, jelen esetben PAM

sejtekben, a virus kvazispeciest meghatarozo f6 varianssa valhatnak.



2.1. Summary

African swine fever (ASF) is one of the most dangerous viral disease affecting
domestic pigs and wild boars, causing significant economic and animal health losses.
Following recent outbreaks in Asia and Europe, the disease has also appeared in the
Americas. Effective vaccines are urgently needed to prevent the virus from spreading
and to combat the pandemic.

Although naturally occurring, low virulence strains provide a basis for the
development of an effective live virus vaccine, deletion of genes involved in virulence and
immune response could lead to unpredictable and unexpected results. To better monitor
these modifications, as well as the evolution of naturally occurring strains, we need an
easy-to-use genome sequencing method, therefore in our work, we first developed a
reliable next-generation sequencing method to determine the whole genome sequence
of ASFV strains. Using basic laboratory tools, on an lllumina platform and possibly a
subset of only three Sanger-sequencing, the technique allows rapid and accurate whole
genome sequencing of African swine fever virus.

The naturally attenuated Lv17/WB/Riel (Lv17) strain appears to be a suitable
candidate for the development of an efficient live virus vaccine after genetic modification
by recombination techniques. Using these techniques, we investigated the phenomenon
of recombination (illegitimate and homologous) with Lv17 virus in different tissues. In our
experiments, we produced three recombinant viruses (Lv17/d110-11L, Lv17/dCD-d8CR-
dGL, Lv17/d24).

First, we genetically modified the genome of Lvl7 using CRISPR-Cas9. We
hypothesized that deletion of a gene of the MGF 110 gene family could improve the
viability of the virus as a live attenuated vaccine. Although the deletion of the MGF-110
11L gene reduced the replication ability of the virus in PAM cells and mitigated the
symptoms caused by the virus, the attenuation did not reach the level expected for
vaccine viruses.

In addition, we have investigated the homologous recombination ability of ASFV in
PAM cells by crossing Lv17 viruses with gene-deleted (dCD2v, d8CR and d9GL) viruses
produced by our research group, demonstrating that homologous recombination occurs
when different ASPV strains are co-infected in PAM cells and that the resulting viruses
can be easily isolated.

ASFV is extremely difficult to replicate in vitro on continuous cell lines, as it can
only multiply on a few cell lines after serial passaging, and this causes mostly
unpredictable changes in the viral genome. Genetic instability is an exclusion factor in

the registration of live virus vaccines, therefore, the next phase of our work was to study
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the stability of the Lv17 strain in Cos7 cells. Our results clearly show that Lv17 is
genetically unstable in Cos7 cells, and the present virus populations are not
homogeneous. The majority of detectable viruses lost around 40 kb of their genome in
just five passages. However, we have found that minor variants that are undetectable or
difficult to detect during passaging in Cos cells may persist in low dilution passages during
adaptation. These variants may then become major variants determining the
guasispecies of the virus in a few passages under different culture conditions, in this case
in PAM cells.
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3. Bevezetés

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

A virus elleni védelmet hatraltatja, hogy jelenleg nem rendelkezink hatékony
vakcinaval az ASPV ellen, igy az egyetlen védekezési lehetéség a megelézés. A
védekezést tovabb neheziti, hogy a virus rendkivil ellenalld a kérnyezeti hatasokkal
szemben. A kisérleti eredmények azt mutatjak, hogy akar honapokig is fertézéképes
marad elhullott allati tetemekben és bizonyos huskészitményekben, illetve aeroszol utjan
is képes fertézni.

A Kkor terjedésének szempontjabol fontos jarvanylgyi vizsgalatok, a virussal
kapcsolatos egyéb kutatasok, a létrehozott vakcinajeldltek ellenérzése és a
vakcinafejlesztés érdekében elengedhetetlen egy egyszeri és reprodukalhaté modszer
fejlesztése az ASPV teljes genomjanak szekvenalasara. A nagy genommeéret miatt a
virus szekvenciaja leggyorsabban ujgeneracios szekvenalasi modszerekkel hatarozhato
meg, azonban az ASPV teljes genomjanak szekvenalasat szamos technikai probléma
neheziti.

Bar a virus felfedezése utdn nem sokkal megkezd6dtek a vakcinafejlesztési
kisérletek, azonban a hagyomanyos megkodzelitések nem hoztdk meg a kivant hatast. A
legjobb kisérleti eredményeket é16, attenualt virusokkal érték el, de eddig sem a
természetesen attenualt térzsek, sem pedig az egygénes delécidkat tartalmazé
genetikailag médositott virusok nem vezettek teljes sikerhez. A tdbbgénes delécidkat
tartalmazo vakcinajeldltekkel végzett kisérletek szamos esetben biztatdé eredményeket
mutattak, azonban még nem vezettek attéréshez. A tdbbgénes deléciot tartalmazo
vakcinatorzsek el6allitasanal kihivast jelent, hogy szamtalan ASPV-fehérje funkcidja a
mai napig ismeretlen.

Az attenualt vakcinak fejlesztését, tovabba az ismeretlen funkcioju fehérjék
vizsgalatat sok esetben homoldg rekombinacion alapuld célzott génmaodositassal végzik.
A rovid, forditott ismétiédésekkel elhatarolt szekvenciak genomi régi¢ja/CRISPR-
kapcsolt nukleaz 9 (CRISPR-Cas9) rendszer altal indukalt kettdsszalu torések viszonylag
nagy gyakorisagu rekombinaciét indukalnak az ASPV és a transzfer plazmidok kozott,
illetve néhany kdzvetett bizonyiték is van arra, hogy a homoldg rekombinacié hozzajarul
az ASPV evoluciéjahoz, azonban az ASPV genomok kdz6tti homoldg rekombinaciéra

vonatkozd kisérleti bizonyitékot még nem publikaltak.
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A vakcina kifejlesztését nagymértékben hatraltatta, hogy sokaig nem Aallt
rendelkezésre olyan gazdaeredeti sejtvonal, amelyen az ASPV nagy titerben és stabilan
szaporithaté lenne. Bar egyre tobb, igéretesnek tiind sejtvonalrdl sz616 kutatas érheté el,
a virus genetikai stabilitadsat igényl6 legtdbb kisérletet jelenleg sertés eredetli primer
makrofagokon végzik. A makrofagokon torténé munkat neheziti, hogy a sejtek izolalasa
koltséges, idGigényes és a kisérletek nehezen reprodukalhatok. A természetben
el6forduld torzsek vagy vakcinajeldltek adaptalasa immortalizalt sejttenyészetre szinte
mindig jelentés genetikai valtozasokkal jar, a virusgenom nagymértékii médosulasa és
atrendez6dése figyelheté meg, mely a parentalis térzsek immunogén tulajdonsagainak

megvaltozasaval is jarhat.
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4. Irodalmi attekintés

4.1. Az afrikai sertéspestis virusanak morfolégiaja

Az afrikai sertéspestis virusa nagymeéretl, burkos, ikozaéderes szimmetrigju
virus, amely az Asfarviridae csaldad egyedili tagja. Bar szerkezetében,
genomszervddésében és replikacios jellemzbiben hasonldé mas nagy méreti DNS
virusokhoz (Poxviridae, Iridoviridae, Phycodnaviridae, Mimiviridae, Ascoviridae,
Marseilleviridae), az afrikai sertéspestis virusa egyedi tulajdonsagai miatt mégis elktlonl
a rend tobbi tagjatdl, igy a korabban monofiletikus Megavirales rendbdl atsoroltak az
Asfuvirales rendbe (ICTV, 2023).

Az ASPV szerkezete Osszetett, tO0bb koncentrikus rétegbdl all és jelenlegi
ismereteink szerint tobb mint 50 fehérjét tartalmaz (Carrascosa et al., 1984; Yang et al.,
2023) (4.4bra). Atlagos atmérsje 200 nm, azonban kinai gazdasagokbdl izolalt virusok

kozul kimutattak 260-300 nm atméréji virusokat is (Wang et al., 2019).

kiils6 membran
/ CD2v (pE402R), p12, p24

kapszid
p72, pE120R, pB438L

bels6 membran
- p12 (pO61R), p17 (pD117L), pE248R, pE199L,
P00 p22 (pKP177L), p54 (pE183L), pH108R

core vagy belsé maghéj —
pp220: p5, p14, p34, p37, p150

Pp62: p15, p35, p8

pS273R

bels6 mag vagy nukleoid ~— mag
p10, pA104R

4. abra: Az ASPV virionjanak szerkezete

A belsé mag (nukleoid) tartalmazza a genomot. Itt legnagyobb mennyiségben két
szerkezeti fehérje talalhatd, a p10 és a hisztonszerli pA104R. A belsé magban ezek
mellett f6ként a virus replikaciéjaért és transzkripciojaért felelés fehérjék fordulnak el
(Salas and Andrés, 2013). A nukleoidot egy vastag fehérjeréteg, a maghéj (core) boritja,
amely a virion tomegének legnagyobb részét teszi ki. A maghéj két poliprotein, a pp220
(p150, p37, p34, p14 és p5) és a pp62 (p35, p15 és p8) termékeibdl épul fel, amelyeket
a S273R cisztein-proteaz hasitja. A pp220 kulcsszerepet jatszik a mag 6sszeépulésében,

beleértve a genom becsomagolasahoz, a kondenzaciéhoz és a virus nukleoprotein
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felvételéhez vezet6 Iépéseket is (Andrés et al., 2002). A legujabb elektronmikroszkdpos
kutatasok kimutattak egy belsd kapszidot is (Andrés et al., 2020), amely szintén a pp220
€s pp62 hasitasi termékibdl all. A core és a belsd kapszid viszonya, illetve pp220 és pp62
fehérje hasitasi termékeinek pontos elhelyezkedése ezekben a rétegekben még nem
tisztazott.

A belsé maghéjon kivil egy endoplazmatikus retikulum (ER) eredetli belsé
membran helyezkedik el, amely szamos transzmembranfehérjét tartalmaz. Az itt
talalhato fehérjék (p17 és p54) a virion 6sszeépliléséhez sziikségesek. A p12, pE248R,
pE199L, p54 és p22 fehériék hasonlok a vaccinia virus fuzidos komplexét alkoto
fehérjékhez, a bels6 membran és az endoszémamembran flazidjaban vesznek részt,
elésegitik a virusmag bejuttatasat a sejt citoplazmajaba (Suarez et al., 2010a). Bar a
pH108R fehérje jelenlétét is kimutattak a belsé membranban, funkciéja még nem ismert.

Az intracellularis virionok legkulsé rétege a kapszid, mely nagyrészt p72
fehérjébdl all, de megtalalhaté benne két masik kapszidalkotd fehérje is. Az egyik a
PE120R, amely a sejtmembran iranyaba térténd transzportban jatszik szerepet, a masik
a pB438L, amely a virion ikozaéderes alakjanak kialakulasaért felel (Garcia-Escudero et
al., 1998).

Az extracellularis virionok egy tovabbi kulsé burokkal rendelkeznek, amely a
bimbdzasi folyamat soran kerll rajuk. A gazda eredetl fehérjéken kivil itt talalhaté a
CD2v (pE402R), amely homoldg a sertések T-limfocitainak antigén felismerésében részt
vevd CD2 fehérjéjével, és a Ilimfocitak gatlasaban, illetve a fert6zott sejtek
hemadszorpcidjaban és az immunvélasz szabdlyozasdban vesz részt. Mind az
intracellularis érett virusrészecskék, mind a burkos, extracellularis virusrészecskék
fert6z6képesek (Galindo and Alonso, 2017). A hemadszorpcidoban szintén részt vevé C-
tipusu lektin (PEP152R) is vélhet6en a kulsé burokban helyezkedik el, azonban jelenlétét
eddig nem sikerult kisérletesen igazolni (Zhu, 2022). Egyes adatok szerint a kulsé
burokban helyezkedik el a p12 fehérje is, amely elésegiti a virusrészecskék adszorpcidjat
a gazdasejteken (Angulo et al., 1992), illetve itt talalhaté a p24 is, melynek pontos

funkcidja nem ismert (G. Wang et al., 2021).

4.2. A virus genomszervezddése

Az ASPV az egyetlen izeltlabu vektorok altal terjesztett DNS-virus (Dixon et al.,
2019), orékitéanyaga izolatumtol fliggéen 170-193 kbp hosszu, kettés szalu DNS. A DNS
két végén forditottan ismétlédd szekvenciak talalhatéak, amelyek kovalensen Zzart
hajtliszerkezetet képeznek (5. dbra). A genom tartalmaz egy kb. 125 kb hosszu, erésen
konzervalt kdzponti régiét, valamint mindkét végén egy-egy valtozé hosszusagu régiot.
Az altaluk kodolt fehérjéket 6t multigén csaladba (MGF) sorolhatjuk. Az MGF-be tartozé
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gének szekvenciai hasonléak, szamukban jelentds valtozasok figyelheték meg az ASPV
evolucioja soran(Blasco et al., 1989). A virus genomja tobb mint 150 nyitott
leolvasasi keretet (ORF) tartalmaz, de az ASPV gének kozel felének funkcidja még
mindig ismeretlen. A strukturalis informaciok lehetévé teszik a virusfert6zés
mechanizmusainak jobb megértését, és bar az ASPV strukturalis felépitését krio-
elektronmikroszképos médszerekkel is vizsgaljak, a felbontas még nem elegendé az
egyes fehérjekomponensek szerkezeti részleteinek megjelenitéséhez. Eddig az ASPV
fehérjék kdzel felének szerkezetét és funkciojat sikertlt csak tisztazni; ezek kozil néhany
szerkezeti fehérje, mig masok a virus tuléléséhez sziikséges specialis feladatok
ellatasara expresszaldodnak, azaz a DNS-replikacioban, a génatirasban és a

fehériemddositasban résztvevé enzimek (G. Wang et al., 2021).
Bal variabilis Jobb variabilis
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5. abra: Az ASPV genomszervezddése
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4.2.1. Az MGF géncsalad tagjai

Az MGF-ek ot csaladba sorolhatok, ezek az MGF-100, MGF-110, MGF-300,
MGF-360, MGF-505 vagy -530. Az MGF-300, -360 és -505 tagjainak N-terminalis végei
nagyon hasonléak egymashoz, a szekvenciaelemzések soran kapott eredmények arra
utalnak, hogy az MGF gének génduplikaciok utjan alakultak ki, egymassal paralégok
(Vega et al.,, 1990). Az ASPV genomjaban a virus evoluciéja soran bekdvetkezd
leggyakoribb valtozasok is az MGF fehérjék kopiaszamanak novekedésében vagy
csokkenésében figyelheték meg (Zhu et al., 2021).

Bar a legtébb MGF altal kodolt fehérje funkciéja ismeretlen, az eddigi kutatasok
szerint az MGF fehérjék fontos szerepet jatszhatnak a virus életciklusaban, beleértve a
transzkripciot, a transzlaciét, a virulenciat és kiildonb6zé immunszokési mechanizmusokat
(Zsak et al., 2001; Neilan et al., 2002; Afonso et al., 2004). Megerdsitést nyert, hogy az
MGF-360/530 gének képesek elnyomni az |. tipusu interferon (IFN) valaszt (Afonso et
al., 2004). Egy masik kisérletben kimutattéak, hogy egy mutans virus, amelybdl két MGF
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(MGF-360 és MGF-530) géncsalad harom tagja hianyzott, bar makrofag tenyészetekben
képes volt szaporodni, sertésben elvesztette a virulenciajat (Neilan et al., 2002).

A legtobb ASPV izolatum legalabb 4 kulonb6z6, az MGF-100 géncsaladba tartozé
geént tartalmaz. Az MGF-100 1L, I7L és I8L a jobb terminalis variabilis régioban talalhato,
és csak az MGF-100 1R talalhaté a bal terminalis variabilis régiéban (Vydelingum et al.,
1993). Bar ezeknek az MGF-100 géneknek ismeretlen a funkcidja, az I7L és az I8L nem
esszencialis gének a virus életciklusaban. Egy koézelmdultban végzett vizsgalatban
azonban egy 5 génbél allo (17L, I8L, I9R, I10L és I11L) géncsoport delécidja, amely gének
kozul kettd az MGF-100 koézé tartozott (MGF-110 I7L és 18L) jelentésen csdkkentette a
virulenciat in vivo (J. Zhang et al., 2021). Az MGF-100 1R gén er6sen konzervalt és korai
génkeént irédik at a virus replikacios ciklusa soran, delécidja nem befolyasolja a virulenciat
(Liu et al., 2021).

A jelen disszertacid szempontjabdl legfontosabb MGF-110 csalad tizenharom
génbdl all (1L, 2L, 3L 4L, 5L, 6L, 7L, 8L, 9L, 11L, 12L, 13L, 14L), amelyek egymas
paraldgjai. A csalad valamennyi tagja kizarélag a reverz szalrdl irédik at. A paralégok
nagyfoku variaciot mutatnak a térzsek kozott, szamos inszercidval, delécioval és sok
esetben fazidéval (Upton, 2020). A virus szovettenyészeten vald sorozatpasszalasa
gyakran eredmeényezi az MGF-110 csalad tagjainak elvesztését (Almendral et al., 1990;
Pires et al., 1997). Azok a virusvaltozatok, amelyekbdl hianyzik a teljes MGF-110, magas
titerrel képesek ex vivo szaporodni és virulensek, ezért ugy tlnik, hogy az MGF-110 tagjai
nem nélkulézhetetlenek sem az in vitro replikaciéhoz, sem az in vivo fert6zéshez
hazisertésben (Agulero et al., 1990). Az MGF-110 fehérjék tulajdonsagait elsésorban
deléciés mutansokkal végzett kisérletekkel tanulmanyoztak, a funkcidjukrol szerzett
ismereteink meglehetésen hianyosak. Az MGF-110 1L az MGF-110 egyetlen tagja,
amely minden ASPV izolatumban jelen van, azonban a géndelécios kisérletek alapjan
nem befolyasolja a virulenciat (Ramirez-Medina et al., 2021a). Az MGF-110 4L és 6L a
pre-Golgi kompartmentben lokalizalodik. Ez a két fehérje részt vehet az ER
atrendez6désében a virusfertézés soran, és ronthatja annak azon képességét, hogy
citokintermelésben vagy antigénprezentacidoban szerepet jatszo fehérjéket szintetizaljon
(Netherton et al., 2004a). Az MGF-110 5L-6L gén nem jatszik szerepet a sertések klinikai
tineteinek kialakulasaban (Ramirez-Medina et al., 2022). Az MGF-110 7L aktivalja a
gazdaszervezet kornyezeti stresszre reagaldo PERK/PKR-IF2a utvonalat, (Zhong et al.,
2022). Az MGF-110 9L gén delécidja egy erbsen virulens torzsbél a virus részleges
attenuaciojat eredményezte, ami némileg ellentmond a korabbi megallapitasoknak (Li et
al., 2021a), miszerint az MGF-110 gének nem szikségesek a virus fertézéképességéhez

vagy virulenciajahoz (Aguero et al., 1990).
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Az MGF-300 harom nyitott leolvasasi keretbél (ORF) all, amelyek altal leirt
fehérjék harom jol konzervalt, ismeretlen funkciéju domént (I-1ll domén) tartalmaznak, és
aminosav azonossaguk 25-46%. E géncsaladdal kapcsolatos ismereteink szintén
hianyosak. Az MGF-300 és MGF-530 fehérjek aminoterminalis régidi jelentbs
hasonlésagot mutatnak egymassal és az MGF-360 ORF-ek altal kifejezett fehérjék
bizonyos régidival. A fehérjéken szignalpeptid és transzmembran domén nem talalhato,
potencialis foszforilacios helyekkel viszont rendelkeznek (Yozawa et al., 1994).

Az MGF-360 géncsaladot a kiilonb6z6 torzsek kdzotti nagyfoku szambeli variaciod
jellemzi. A csalad akar tizenkilenc, a genomban szétszort paralogbdl is allhat. Az egyes
MGF-360 ORF-ek hossza korilbeltl 960-1100 bazispar (bp) (Upton, 2020). Az MGF-360
géncsalad szamos példat mutat ortolég fuzidkra és csonkolasokra. Kimutattak, hogy az
MGF-360 gének némelyikének delécidja a genom bal oldali régidjaban lévé MGF-505
géncsalad génjeivel egyutt nem eredményezi a rendkivul virulens Georgia 2010 izolatum
attenuaciojat (Ramirez-Medina et al., 2020). Emellett leirtak, hogy az Ornithodoros
porcinus kullancsban az ASPV replikacidja specifikus MGF-360 gének (3HL, 3IL, és 3LL)
jelenlététdl fugg (Burrage et al., 2004). Azonban az MGF-360 1L deletalt Georgia
izolatumaval torténd kisérleti fert6zése kimutatta, hogy az MGF-360 1L nem
nélkulozhetetlen a virus virulencigjahoz (Ramirez-Medina et al., 2020) hazi sertésben.
Az MGF-360 14L részt vesz az IFN-I expresszid szabalyozasaban és a gyulladas
befolyasolasa szempontjabdl kulcsfontossagu cGAS jelatviteli dtvonal negativ
szabalyozasaban (Y. Wang et al., 2022).

Az MGF-505 csalad tiz paralogbdl all, amelyek bizonyos mértéki eltérést
mutatnak a kilénb6zd vizsgalt tdérzsek kdzott. Az egyes MGF-505 paraldégok hossza
viszonylag szlk hatarok kézott valtozik (~1500-1630 bp), kivéve a 3R-t (843 bp). Ezen
géncsalad esetében is szamos példat talalhatunk ortolég fuziéra és csonkoltsagra
(Upton, 2020). Az ASPV MGF-505 7R a cGAS-STING utvonal fontos inhibitoraként
mukodik, igy részt vesz a virus altal kivaltott IFN indukcios utvonalak és a velesziletett
immunrendszer virusellenes valaszainak gatlasaban (Li et al., 2021b). Az MGF-505 7R-
t a JAK-STAT1 jelatvitel (sejten bellli fehérjék kdzotti kdlcsdnhatas lanca) hatékony
inhibitoraként azonositottak (Li et al., 2021c). A legujabb kutatasok szerint az MGF-505

2R szintén részt vesz a veleszuletett immunitas gatlasaban (Huang et al., 2023).

4.3. Sejtbe valoé bejutas és sejten beliili transzport
Az ASPV fert6z8 ciklusa a virus adszorpcidjaval és a gazdasejtbe valo belépéssel
kezdédik. Az afrikai sertéspestis virusanak elsédleges célsejtiei sertésekben a
makrofagok. A korai tanulmanyok az ASPV sejtbe valé bejutasat alacsony pH- és
hémérsékletfliggd folyamatként jellemezték (Valdeira and Geraldes, 1985).
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A virus receptora(i) még mindig ismeretlen(ek). A kutatasokat neheziti, hogy a
csak kapsziddal rendelkez6 intracellularis és a kilsé membrannal rendelkezé
extracellularis virionok is fert6zoképesek, illetve technikai problémat jelent a két forma
nagy tisztasagu elvalasztasa. Mivel a két forma felszine teljesen kulonb6z6, igy
valoszinlsithetd hogy mas sejtfelszini receptorok vesznek részt a kotédésukben
(Galindo and Alonso, 2017).

Az ASPV korlatozott sejttropizmusa azonban arra utal, hogy a fertézéshez
makrofag-specifikus receptor sziikséges. A sertés makrofagok és monocitak ASPV altali
sikeres fert6zése a CD163 scavenger receptor expresszidjaval korrelal. A CD163-t
sokaig potencialis receptorjeldltnek gondoltak, mivel a molekula elleni monoklonalis
antitestek képesek voltak blokkolni a primer alveolaris makrofagok fertézését (Sanchez-
Torres et al., 2003). Ujabb vizsgalatok azonban kimutattak, hogy a Georgia 2007/1
izolatummal valo fert6zéshez nem sziikséges a CD163. A CRISPR/Cas9 rendszerrel
el6éallitott, a CD163 teljes kiutésével rendelkezd génmoddositott sertések nem mutattak
kilénbséget a klinikai tinetek, a mortalitas, a patolégia vagy a virémia tekintetében
(Popescu et al., 2017). E vizsgalatok egyik kdvetkeztetése az volt, hogy mas makrofag
felszini fehérjék is részt vesznek a fertézés folyamataban. Ezt a bizonyitékot az is
alatamasztja, hogy az ASPV in vivo a makrofagokon kivul képes endothelsejteket,
majsejteket és hamsejteket is fertézni, amelyekben a CD163 nem expresszalédik.
Szamos mas fehérjérdl is feltételezik, hogy részt vehet az ASPV bejutasaban (pl. CD45,
MHC Il), azonban a receptorok pontos meghatarozasa még varat magara (Li et al., 2022).

A virus fehérjéi kozul a p12, p54 és p30-rél bizonyitottan szerepet jatszik a
receptorkdtésben (Angulo et al., 1992; Gomez-Puertas et al., 1998).

Az ASPV dinamin-fuggé klatrin-medialt endocitézissal és makropinocitézissal
juthat be a sejtbe, de a kutatdk fagocitdzisra utalo jeleket is taléltak a vizsgalatok soran.
A sikeres bejutashoz koleszterinre is szikség van. Ezek a mechanizmusok mind a
makrofag célsejtben, mind pedig Vero sejtekhez adaptalt virusok vizsgalataval
megfigyelhetdk (Galindo and Alonso, 2017). A virus ezutan végighalad az endoszomalis-
lizoszomalis kompartment rendszeren. A dekapszidaciot a késdi multivezikularis
endoszomak savas, pH 5 alatti kémhatasa valtja ki (Hernaez et al., 2016).

A dekapszidacio utan a belsd burok fehérjéi szabadda valnak, a virus bels6
membranja és az endoszéma koz6tt fuzid torténik, aminek kdvetkeztében a virusmag a

sejtplazmaba, onnét pedig a perinuklearis térbe keril (Hernaez et al., 2016).

4.4, Replikacié
Az ASPV a sajat kodolt DNS-replikacios enzimeit (DNS-polimeraz, DNS-
polimeraz X, DNS-ligaz, topoizomeraz IlI, guanilil-transzferaz, a DNS-helikaz
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szupercsaladbdl 3 enzim és az AP endonukleaz) hasznalja a replikacié elinditasara
kdzvetlenll a fertézés utan. Az ezeket a fehérjeket kddold gének az ASPV genomjanak
kb. 20%-at teszik ki, igy a folyamat a sejt enzimjeitél fuggetlenul is elindulhat. A
mikrotubulusok nélkilézhetetlenek a virusgenom replikaciéjahoz, ami a citoplazmaban,
a sejtmag kdzelében, a mikrotubulus-szervezé kézpont (MTOC) kbzelében zajlik (Rojo
et al., 1999). A mikrotubulusok polimerizaciéjanak gatlasaval a replikacios kézpont
kialakulasa is elmarad (Alonso et al., 2001).

A replikacié korilbellil 6 oraval a fertézés utan kezdddik. A virus magjaba
csomagolt transzkriptaz elinditja a korai mMRNS-ek atirasat. A virus p54 polipeptidje
szerepet jatszik abban, hogy a virusok hozza tudjanak kétédni a dineinhez és
mikrotubulus medialta transzport segitségével a replikacid6 megkezdéséhez a
viruspartikulumok a MTOC-ba keriljenek. A replikacidban és a virionok érésében
kozponti szerepet t6lt be az endoplazmatikus retikulum (Rouiller et al., 1998).

Az ASPV tobbféle modon befolyasolhatja az ER-ben Iétrejovd stresszvalaszt, ami
a sejt virusok elleni védekezését segiti. Példaul a pDP71L fehérje az elF2 eukariéta
transzlacios iniciacidés faktor defoszforilaciojat okozva megakadalyozza a hatékony
sejtvalaszt, amely szerepet jatszhatna a virusfehérje szintézis leallitasaban. Az A179L,
EP153R, DP71L és az A224L altal koédolt fehérjék az apoptdzis gatlasaban jatszanak
szerepet. Az A179L fehérje szokatlanul erés specifitassal kotédik a pro-apoptotikus BH3-
domeén tartalmu fehérjékhez. Az A224L kotédik az IAP-csalad fehérjéihez és gatolja a
kaszpaz 3-at, valamint aktivalja a NF-kB jelatviteli utat, ezaltal néveli az anti-apoptotikus
gének, koztuk a cFLIP, clAP2 és c-rel expresszidjat. A DP71L fehérje fehérje-foszfataz
1-hez val6 kétédése az elF2 defoszforilaciéjahoz vezet, ami gatolja a pro-apoptotikus
CHORP transzkripcios aktivaciojat. Az EP153R fehérje gatolja a p53 fehérje aktivalodasat
(Dixon et al., 2017).

A virus morfogenezis el6rehaladtaval a citoplazmaban névekszik az Uj virionok
termelédésének terulete. A virusképz6dés soran egy nem-strukturalis chaperonfehérje,
a pB602L katalizalja a kapszidszerkezet fokozatos kialakulasat azaltal, hogy segiti a
kapszid nagy részét alkotd p72 és a kapszid csucsfehérjét alkoté p49 megfeleld
térszerkezetének elnyerését (Epifano et al., 2006). A CP530R gén altal kodolt pp62
poliprotein nélkuldzhetetlen a virusmag megfelel6 6sszeszereléséhez és éréséhez. A
pp62 a p8, p15 és p35 proteinek prekurzora. A pp62 feldolgozasahoz a pp220
megjelenése szikséges, és mindkét prekurzor, a pp62 és a pp220 feldolgozasa a p72
kifejez6désétdl fligg. Bar a pp62 expresszidjanak elnyomasa nem valtoztatja meg a késéi
gének kifejez6dését, vagy a pp220 poliprotein proteolitikus feldolgozasat, hatassal van a
pp220 szubcellularis lokalizacidjara. Elektronmikroszképos vizsgalatok kimutattak, hogy
a pp62 sziikséges a virusrészecske core részének megfelel6 dsszeszereléséhez és
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éréséhez. Represszitja Ures, genom nélkuli virusrészecskék megjelenéséhez, éretlen
és hibas virionok felhalmozdédasahoz vezet. Az immunelektronmikroszképos elemzés
egyértelmi korrelaciét mutatott a pp62, illetve pp220 poliprotein mennyisége, és a core
fejlédési allapota kdzott, ami megerdsiti azt a feltételezést, hogy a pp62 poliprotein teljes
hianya a morfogenezis soran valdszinileg csak Ures virionok létrejottét eredményezné
(Suarez et al., 2010b).

Az ASPV virusrészecskék mikrotubulus-medialta transzporttal jutnak a
sejtfelszinre. Az adatok arra utalnak, hogy a pE120R fehérje részt vehet az ASPV-
részecskék mikrotubulusok altal kozvetitett szallitasaban a virusgyarakbdl a
plazmamembranba, azonban ennek bizonyitasara tovabbi kisérletek szilkségesek.
Bizonyitott azonban a pE120R fehérjének az intracellularis virionok felszinén valo
lokalizalocioja, illetve a p72 f6 kapszidfehérjéhez vald kotddése. A virusok a sejtbél
bimbézassal jutnak ki, igy kerdl rajuk a kilsé membranréteg (Andrés et al., 2001;
Jouvenet et al., 2004).

4.5. Geno- és szerotipusok

Mivel az ASPV nagy genetikai és antigéndiverzitéassal rendelkezik, a virus
evoluciéjanak kdvetése szempontjabdl elengedhetetlen a valtozékony régiok elemzése
és az ASPV tdrzsek gyors és egyszerd tipizalasa.

Az ASPV-t 24 genotipusba soroljak a p72 fehérjét kddolé B646L gén C-terminalis
végének szekvenciaja alapjan. Valamennyi genotipus csak Afrikaban fordul el6; ezekbdl
a nyugat-afrikai eredetli I-es genotipus felelés a 2007 elétti eurdpai, karibi, dél- és kézép-
amerikai jarvanykitérésekért. A Georgiabdl kiindulé vilagjarvanyt azonban egy kelet-
afrikai eredet ll-es genotipusu virus megjelenése okozza (Gallardo et al., 2009, 2014).

A szerotipusokba val6 sorolas azért fontos, mert egy fertézés atvészelésekor
vagy egy adott szerotipus ellen valé vakcinazas soran az éllat altalaban csak az adott
szerotipusu virus ellen szerez védettséget, keresztvédettség nem minden esetben alakul
ki. Az izolatumokat nyolc szerotipusra osztjak a hemadszorpcidért felelés EP402R gén
altal kodolt CD2v fehérje és az anti-apoptotikus tulajdonsagu C-tipusu lektin homolég
EP153R gén terméke alapjan (Malogolovkin et al., 2015). Bar a hemadszorpcié-gatlasi
teszt (HAl) az ASPV szerotipizalas standardja, a HAl-alapu szerocsoport-
meghatarozasnak vannak korlatai: a teszthez fert6z6tt sertésekbdl szarmazo
szérumokra van szukség, viszont az ASPV HAI altali kimutatésahoz szikséges virus
antitestek késén és alacsony titerben termel6dnek, ezért célszerli lenne mélyebben
megérteni a HAl szerocsoportositas mechanizmusat és sziikséges lenne az antigén
determinansok pontos ismerete is (Qu et al., 2022). Bar a CD2v és a C-tipusu lektin
homolég ASPV-fehérjék fontosak a keresztvédettség kozvetitésében in vivo, de
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onmagukban nem mindig képesek teljes szerotipus-specifikus homolég védelmet
biztositani, ami arra utal, hogy a folyamatban mas antigének is szerepet jatszhatnak. A
Cd2v és C-tipusu lektin homoldg fehérjéket, illetve p30 és p54 fehérjéket is tartalmazo
kisérleti alegység- és vektorvakcinakrol kimutattak, hogy virulens virusokkal szemben
védelmet vagy részleges védelmet indukalnak. A p30 és p54 fehérjék szerepe azonban
nem tisztazott a szerotipus-specifikus reakciok kivaltasaban (Gomez-Puertas et al.,
1998; Barderas et al., 2001).

Az izolatumok jellemzését neheziti, hogy a geno- és szerotipusok a legtobb
esetben nem esnek egybe, ezért célszerili lenne egységes rendszert kialakitani a geno-
és szerotipusok tekintetében. Mas szekvenciak, példaul a kdézponti konzervativ régié
egyes génszakaszai, illetve az E183L gén elemzése segithet az ASPV molekularis
jarvanytani vizsgalatainak kiegészitésében, de jelenleg a fent emlitett besorolasi

modszerek a legelterjedtebbek (Malogolovkin and Kolbasov, 2019).

4.5.1. Az afrikai sertéspestis szekvenalasanak problémai

Az elsd teljes ASPV genomszekvenciat Sanger-modszerrel hataroztdk meg
sejtkulturahoz adaptalt Ba71V térzson (Yanez et al., 1995). Azéta szadmos Ujgeneracios
szekvenalasi technologiat (NGS) alkalmaztak az ASPV torzsek szekvenalasara, tobbek
kozoétt a Roche (454 GS FLX), az lllumina (HiScanSQ, MiSeq, HiSeq, NextSeg500) és a
Nanopore eszkdzein is. Ezen technoldgidaknal azonban az eredmények megbizhatd
értékeléséhez nagy lefedettség és j6 minéségi egyedi szekvencia adatok sziikségesek.
Az alacsony lefedettség az NGS technoldgiak magas intrinzik hibaszazaléka miatt
ugyanis az adatok félreértelmezéséhez és az egyes eléforduld variansok gyakorisaganak
alul- vagy felllbecsléséhez vezethetnek. Szamos paraméter, kuldondésen az atlagos
lefedettség, 6sszefligg a virus DNS-tisztitas hatékonysagaval és a minta minéségével is.
Az ASPV-genomok NGSszekvenalas soran tapasztalt alacsony lefedettség egyik forrasa
az eukariota, gazdaszervezet eredetli DNS-szennyezés, ami azt eredményezi, hogy a
leolvasott szekvencia adatoknak csak kis része (<0,5%) viruseredetl. Kulonféle
stratégiakkal probaltak ezt a problémat kezelni a mintakban (Pérez-Nufez et al., 2020).
Ezek kozé tartozik vorosveértestekhez abszorbedlodott virusok tisztitasa allati vérbél
(Bishop et al., 2015; Olesen et al., 2018b), a virus dusitasa ultracentrifugalassal vagy a
virus DNS-ének ASPV-specifikus polimeraz lancreakciéval (PCR-rel) torténé
amplifikaciéja a mintakban, amelyet Sanger-szekvenalas kévet (Chapman et al., 2011;
Bacciu et al., 2016; Olesen et al., 2018b).

Wen és munkatarsai (Wen et al., 2019) az NGS véletlenszer(i, un. shotgun
megkodzelitése helyett, az ASPV genomszekvenciajanak teljessé tételéhez 86 atfedd

specifikus PCR-t alkalmaztak, majd — mivel a mintaikban nagyon alacsony szazalékban
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voltak jelen virus szekvenciak — az amplikonokat NGS-szekvenaltak. Ez a széls6séges
példa nyilvanvalova teszi, hogy az NGS mddszer elényei az ASPV szekvenalasaban
csak akkor hasznalhato ki, ha a minta 6ssz DNS tartalmanak nagyobb sz&zaléka
szarmazik a virusgenombdl. Az un. target enrichment mddszerrel az Illumina
szekvenalas soran ugyan elérhetdé az ASPV-specifikus szekvenciak hatékony dusitasa,
de a moddszer jelentés id6 és anyagi raforditast igényel (Forth et al., 2019).
Az emlitett tényeket figyelembe véve kénytelenek voltunk kidolgozni egy egyszerii NGS
modszert, amellyel koltség- és id6hatékonyan, illetve rutinszerlien meghatarozhaté az

ASPV genom szekvencigja.

4.6. Az afrikai sertéspestis elleni immunvalasz

Annak ellenére, hogy évtizedek 6ta kutatott terilet, ismereteink hianyosak az
ASPV elleni immunvalaszrél. A legtobb virusfertézéshez hasonldéan a velesziiletett
immunitas és a szerzett immunitas mindkét aga (humoralis és sejtes) egyarant fontosnak

tlnik a védelem kialakitasaban.

4.6.1. Velesziiletett immunitas

A dendritikus sejtek (DC) ASPV Aaltali fert6zése befolyasolhatia a DC-k
antigénfeldolgozasat és prezentalasat, ami immunszupressziot eredményezhet (Z.
Wang et al., 2022). Kutatasok azt is kimutattak, hogy az attenualt vagy avirulens térzsek
csokkentik az MHC-I molekulak expressziojat a monocita eredetli DC sejteken (Franzoni
et al., 2018).

A természetes Ol6sejtek (NK sejtek) szerepe szintén vitathatatlan a megfelelé
védelem kialakitasaban. Avirulens torzsekkel valé fertézés utan 7 nappal a természetes
Ol6sejtek aktivitasanak ndvekedése figyelheté meg, mikdzben az allatok tinetmentesek
maradnak. A tlinetekkel kiizd6 egyedeknél viszont a NK sejtek aktivitasa kisebb (Leitdo
et al., 2001).

A mintazatfelismerd receptorok kozé tartoznak a TLR3 és a TLR5. A TLR3 a
viralis kettés szalu RNS-ek, a TLR5 pedig a nem metilalt DNS felismeréséért felel. Az
ASPV elleni veleszlletett immunitds kulcsszerepldéje cGAS-STING szignalizacios
utvonal, ami a citoplazmaban lévd virus DNS-ek felismerését végzi. Az evolucié soran
az ASPV szamos olyan gént is szerzett, amelyek képesek a fertézés korai szakaszaban
szabalyozni a gyulladasos valaszt, és ezek els6sorban a TLR3 és a cGAS-STING
rendszer mikddését gatoljak. A TLR3a a kettés szalu RNS-hez val6 kotédésekor jeleket
tovabbit a sejtekhez, ez a nuklearis kappa-B faktor (NF-kB) fokozott expresszidjat
eredményezi, ami viszont aktivalja az interleukun 1 (IL-1), IL-6 és tumor nekrozis faktor-

a, illetve mas citokinek expressziojat (Yang et al., 2021).
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Vizsgalatok kimutattak, hogy az ASPV altal kédolt 1329L és A276R fehérjék
immunszuppressziv hatassal rendelkeznek. Az 1329L egy TLR3 homolég fehérje, a TRIF
adaptor fehérjével kolcsdnhatasba lépve gatolja az NF-kB és az IRF3 aktivalodasat
(Correia et al.,, 2013), mig az A276R képes gatolni a TLR3 felismerd funkcidjat (De
Oliveira et al., 2011). Az emlitett példan kivul az ASPV tobb olyan fehérjét kodol, amelyek
részt vesznek a cGAS-STING jelatviteli utvonal (pl. MGF-530, MGF-505 11R)
elnyomasaban, tovabba egyéb mas jelatviteli rendszert is gatolnak — tdbbek kézétt a mar
emlitett JAK-STAT (pl. MGF-530, MGF-505 7R) és NF-kB utvonalakat (pl. MGF-530,
MGF-360 12L, DP96R, E120R) — (Z. Wang et al., 2022). Ezek az immunszuppressziv
fehérjéket kédold gének potencialis célgének lehetnek az él6, attenualt vakcinak
el6allitdsahoz.

Amikor a gazdasejt stresszjeleket érzékel, az elF2 foszforilalodik, ami leallitja a
fehérjeszintézis rendszerét. Az ASPV DP71L fehérjéje azaltal segiti el6 a virus
szaporodasat a sejtekben, hogy rekrutdlia a protein foszfataz 1-et az elF2
defoszforilalasara. Amikor az ASPV replikacidja befejezédik, a mitokondrialis apoptozis
utvonal a p54 szerkezeti fehérjén keresztul aktivalédik, ez pedig elésegiti a sejtek lizisét,
ami hozzajarul egy ujabb fertézési ciklus induldsahoz (Dixon et al., 2017).

Jelen dolgozat szempontjabdl érdemes kiemelni, hogy a CD2V sertés
limfocitdkban/makrofagokban aktivalja az NF-kB-t és mas IFN jelatviteli utvonalakat
(Chaulagain et al., 2021).

4.6.2. Szerzett immunitas

Az ASPV hatast gyakorol a sejtek antigénfeldolgozasara. A pEP153R gatolja az
MHC-I expresszidjat a membranon (Hurtado et al., 2011). Az ubikvitin molekulak az
abnormalis endogén fehérjék lizinjehez vagy elsé metioninjahoz kétédnek, majd azok a
proteoszémaban lebontasra kerlilnek. Az ubikvitinacio folyamatat kihasznalva a kutatok
létrehoztak egy DNS-vakcinat, amelyben az ASPV hemagglutinin extracellularis
doménjéhez fuzionalt p30 és p54 antigének voltak jelen. Mivel a vakcina nem fejtett ki
véd6 hatast, ugy fejlesztették tovabb, hogy a fent emlitett harom virusdeterminanst
ubikvitinnel fuzionalva koédolja a vakcinaként alkalmazott plazmid. Az igy létrehozott
DNS vakcina részleges védelmet nyujtott a rafert6zéssel szemben és specifikus T sejt
valaszt indukalt, vélhetéen a jobb antigénprezentacié miatt (Argilaguet et al., 2012).
Avirulens torzsekkel végzett immunizalast kovetd CD8+ depléciods kisérletek igazoltak,
hogy erételies CD8+ T-sejtek (citotoxikus T-sejtek) altal kozvetitett immunitas is
sziukséges a virémia és a tunetek kialakuldsanak megakadalyozasahoz (Oura et al.,

2005). Arrdl is beszamoltak, hogy az ASPV 4-5 nappal a fertézés utan képes gatolni a
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citotoxikus T-sejtek egyik f6 litikus effektorfehérjéjének, a perforinnak az expresszidjat
(Huahr et al., 2020).

4.6.3. Az antitestek szerepe az ASPV elleni védelemben

A virus antitestek altali semlegesitése az egyik legfontosabb védekezési
mechanizmus a virusfertézésekkel szemben. Az antitestek védbéhatasat sertésekben
meggy6zéen bizonyitottak kolosztrum vagy labadozé sertésekbdl szarmazoé antitesteket
tartalmazo szérum passziv atadasaval. Ha ezek az antitestek a elétejen keresztil
kerllnek at, akkor a szopds malacok szamara is bizonyos foku védelmet nyujtanak a
virusfertézéssel szemben. Azok a sertések, amelyek nem kaptak ASP-bél gyogyult
sertésekbdl szarmazd kolosztrumot vagy szérumot, 16 nappal a fertézés utdan mind
elpusztultak. Ezzel szemben 30 nappal a fert6zés utan csak egy sertés pusztult el azok
kézil, amelyek ASP-bdl felépllt kocatdl fécestejet vagy antiszérumot kaptak (n = 10
sertés) (Schlafer et al., 1984). Bar a neutralizalé antitestek jelenléte nem elegendd a
teljeskori védelem kialakitasahoz, a kbzepes vagy magas ASPV-specifikus ellenanyag
titerek jelenléte a fert6zés idején szoros korrelaciot mutat az erés klinikai tineteket okoz6
betegséggel szembeni védelemmel (Silva et al., 2022). Bar a fert6zést tulélt allatok
vérsavojaban hosszu idén at, akar hénapokig, €s nagy mennyiségben kimutathatok az
ellenanyagok, az ASPV-specifikus antitestek csak részleges semlegesité hatast fejtenek
szérumok jelenlétében is, amelyek attenualt virussal fertézott és/vagy virulens vad tipusu
virussal valo rafert6zés utan tulélé/védett sertésekbdl szarmaznak, a virionok korulbelil
5-20%-at nem semlegesitik az ellenanyagok (Zhu, 2022). Egy kisérlet kimutatta, hogy a
virus aggregaciéja is hozzajarul az ASPV ellenanyagok részleges neutralizald
hatdsahoz. Az ellenanyagok féleg a komplement-medialt sejtlizisben és az ellenanyag-
medialt citotoxitasban jatszhatnak szerepet (Escribano et al., 2013). A CD2v fehérjével
immunizalt allatok széruma gatolta az ASPV fert6zést in vitro, és részleges védettséget
mutatott sertésekben homoldg ASPV-rafertézést kdvetden (Rock, 2017). A p30-cal, p72-
vel és p54-el szembeni ellenanyag in vitro képes gatolni az ASPV internalizaciojat (Jia et
al.,, 2017; Arias et al., 2018). A p72, p30 és p54 tekinthetd a legjelentésebb antigén
fehérjéknek, amelyek humoralis immunvalaszt valtanak ki az ASPV fertézés soran. A p72
és a p54 elleni antitestekkel gatolni/blokkolni lehet a virusadszorpciét (Lokhandwala et
al., 2016). Az ASPV fert6zés soran az antitestek altal kbzvetitett semlegesités tovabbra
is ellentmondasos, az emlitett fehérjéknek az ASPV virulens térzseivel végzett
vakcinakisérletekben valé alkalmazasa nem hozta meg a vart hatast. Amikor a sertések
enyhébb virulencidju torzzsel fertézédnek, védettséget szereznek a rokon, virulensebb

torzsekkel szemben is és bizonyos mértéki keresztvédettséget is megfigyeltek a kutatok
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mas, tavolabbi rokon virustdrzsekkel szemben, azonban ennek pontos mechanizmusa

egyelére nem ismert (Urbano and Ferreira, 2022).

4.6.4. Specifikus gének szerepe a virulencia és az immunitas kialakitasaban
B119L (9GL)

Az ASPV B119L génje (9GL gén) egy kés6i, nem strukturalis, 14 kDa méretii
fehérjét kddol. A gén altal kédolt fehérje (p9GL) részt vesz a virionok érésben. A p9GL
az Ervip/Alrp csaladba tartozik, flavin-adenin-dinukleotidhoz koététt szulfhidril-oxidaz
enzimaktivitdssal rendelkezik. A p9GL fehérje felel a diszulfidkotések kialakulasanak
katalizalasaért  kulénb6z6  szubcellularis  kompartmentekben  lévé  fehérje
szubsztratokban (Rodriguez et al., 2006). A 9GL fehérje- és DNS-szinten erfsen
konzervalt az ASPV izolatumaiban, delécidja torzstél fuggden kilonbd6zd mértéki
attenuaciot eredményezett a vizsgalt virusoknal (Lewis et al., 2000; O’Donnell et al.,
2015; Carlson et al., 2016), igy gyakori célpont mddositott élévirusos vakcinak (MLV)
fejlesztésére iranyuld kutatasoknal. A 9GL gén eltavolitdsa a magas virulenciaval
rendelkezd Malawi Lil-20/1 izolatumbdl a virulencia jelentds gyengllését eredményezte
in vivo kisérletekben (Lewis et al., 2000). A Malawi-Lil-20/1-9GL-hez hasonléan a 9GL
gén kiltése az ASPV magas virulenciaju Georgia 2007/1 izolatumabdl is korlatozott
szaporodast eredményezett primer sertés makrofagokban, azonban a sertések
intramuszkularis oltdasa magas doézisi (10* HADsy) mutans virussal a sertések
pusztulasahoz vezetett (O’Donnell et al., 2015). A virulens Pretoriuskop/96/4 térzs 9GL
delécios mutansa szintén attenualt fenotipust mutatott (Neilan et al., 2004).

EP402R (8-DR/CD2v)

A 8-DR (vagy EP402R) gén egy 402 aminosav hosszu, késdi fehérjét (pbEP402R
vagy CD2v/CD2-like protein) kddol, amely homoldgiat mutat a T-sejtek CD2 fehérjéjével.
A CD2v egy l-es tipusu transzmembran fehérje, és részt vesz a vorosvértestek
hemadszorpciéjaban, ami a sertés vorosvértesteknek a fert6zott sejtek felszinéhez vald
tapadasat jelenti az ASPV esetében (Rodriguez et al., 1993). Az Lv17/WB/Riel
virustdérzsnél az EP402R génben talalhaté egyetlen nukleotid delécié leolvasasi
kereteltolddast okozé mutaciét eredményez, amely egy stop kodon korai megjelenésével
jar, igy a génrdl csonka, funkcidévesztett fehérje irddik at, aminek kdvetkeztében a térzs
hemadszorpcidra képtelenné valik (Gallardo et al., 2019).

A sertések vérében 1év6é mononuklearis sejtek mitogénfiggs limfocita-
proliferacidja in vitro 90-95%-kal csdkkent a CD2v-t tartalmazé virussal valo fert6zést
kdvetbéen, de nem valtozott a CD2v géndeletalt virus fert6zése soran, ami arra utal, hogy

a CD2v in vitro immunszuppressziv hatassal is rendelkezik (Borca et al., 1998). A CD2v
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néhany attenualt torzsben (pl. OURT 88/3) csonka, rovidilt vagy delécidt tartalmaz, ami
arra utal, hogy a fehérje részt vesz az ASPV patogenezisében (Chapman et al., 2008).

Fert6zott sejtekben a CD2v és az SH3P7 fehérje kolokalizacidja figyelheté meg
virusgyarakat korulvevé és a plazmamembran periférigjan elhelyezkedd terileteken. Az
SH3P7 aktink6té adaptorfehérje, ami szerepet jatszik a fehérjék Golgi-apparatuson
keresztili szallitasaban, a klatrin-medialt endocitézisban. Az interakcié arra utal, hogy a
CD2v részt vehet a virus sejteken bellili mozgasanak iranyitasaban (Goatley and Dixon,
2011). A CD2v sertésekben nem esszencialis a virus szaporodasahoz, de kullancsok
kézépbelében elengedhetetlendl fontos ehhez (Rowlands et al., 2009).

A CD2v a virus gyartasaért felel6s régié koril lokalizalédik az ASPV fertézés
soran, ami arra utal, hogy szerepe lehet a virusrészecskék létrehozasaban és/vagy a
fertézés dinamikajaban. A CD2v kot6édni képes a transz-Golgi-halézat egyik
kulcseleméhez, az AP-1-hez, ami a sejtfolyamatok megzavarasaban lehet fontos
tényez6 (Pérez-Nufez et al., 2015). A sertések CD2v delécios mutans virussal torténé
fertézése a szll6i virustdrzstdl fuggben kuldonbdzd fertbzési fenotipusokat
eredményezett. A CD2v fehérjét nem tartalmazé, rekombinans ASPV Malawi térzzsel
fert6zott sertésekben a nyirokcsomokban valo terjedés és a betegség kialakulasa is
késbbb kovetkezett be a szUl6i virussal vald fert6zéshez képest, bar az elhullasi arany
hasonlénak bizonyult, és a virémia szignifikans csOkkenését (30-10000-szeres) is
megfigyelték (Borca et al., 1998). A CD2v delécié a BA71 eurdpai izolatumban a virus
attenuaciojat eredményezte (Monteagudo et al., 2017), illetve attenualt ASPV-
torzsekben CD2v génmutaciok figyelheték meg (Lv17/WB/Rie és OURT88/3) (Chapman
et al., 2008), ami a CD2v-nek a virus virulenciajaban betoltétt szerepére utal. Ezzel
szemben a CD2v delécidja a virulens Georgia 2007/1 térzsbél nem befolyasolta
jelentésen a virus virulenciajat és patogenitasat (Borca et al., 2020a).

EP153R (8CR)

A pEP153R egy 153 aminosav hosszu korai és kés6i atirodasu transzmembran
fehérje. A fehérje egy C-tipusu lektin domént hordoz és részt vesz a virus CD2v fehérje
és sejtreceptora kdzotti kdlcsdnhatas stabilizalasaban. A pEP153R — a pEP402R mellett
— szlkséges az ASPV hemadszorpcidjahoz (Galindo et al., 2000). A pEP153R
valdszinlileg az exocitdzis folyamatanak gatlasa révén akadalyozza a gazdasejt MHC-I
proteinjeinek sejtmembranon valé megjelenését (Hurtado et al., 2011), az apoptdzist
pedig a kaszpaz-3 aktivacié gatlasaval befolyasolja (Hurtado et al., 2004). Az EP153R
és EP402R génekben frameshift mutaciét tartalmazé NH/P68 virussal valé kisérletek
soran a C-tipusu lektin fehérje funkciojat visszaallitva azt tapasztaltdk, hogy a

kullancsvektorban toérténd replikacié soran a virus titere ezerszeresére nétt ahhoz a
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torzshoz képest, ami mind a két emlitett génben tartalmazott mutaciot (Rowlands et al.,
2009). Az EP153R fehérje fokozza a CD2v fehérje altal indukalt HAD-ot (Galindo et al.,
2000), és szerepet jatszik az apoptédzis gatlasaban az apoptotikus kaszkadban és a
sejtciklus szabalyozasaban egyarant résztvevé transzkripcios faktor, a p53 transzaktivald

hatasanak gatlasa révén (Hurtado et al., 2004).

4.7. Az afrikai sertéspestis elterjedése

A virus altal okozott betegséget el6szér Kenyaban azonositottak 1921-ben
(Eustace Montgomery, 1921). Az elsd eurdpai megjelenését 1957-ben Portugaliaban
regisztraltak, és bar ezt a jarvanygocot sikeresen felszamoltak, 1960-ban Ujbdl megjelent
az orszagban és innen terjedt at Spanyolorszagba, Dél-Amerikaba és a Karib-térség
terliletére is (Galindo and Alonso, 2017). Az ezt kovetd évtizedekben Eurépa mas
orszagaiban is felbukkant a virus: Franciaorszagban, Olaszorszagban, Maltan,
Belgiumban és Hollandidban is. Az 1990-es évek kozepére drasztikus mentesitési
programokkal sikeresen felszamoltak a betegséget az emlitett orszagokban,
Olaszorszag kivételével, ahol Szardinian tovabbra is endemikus maradt (Costard et al.,
2009; “WOAH, Situation reports for African swine fever,” 2023).

A masodik nagy eurdpai fert6zési hulldam 2007-ben kezdb6dott a Kaukazuson,
Georgiaban, ahonnan hamar elterjedt a Kaukazus terlletén, Oroszorszagban és a
posztszovjet allamokban, majd 2014-ben elérte az Eurdpai Unid hatarait is. Az el6zb
hullamtél eltéréen a 2007-ben induld jarvanyt az ASPV ll-es genotipusu valtozatanak
elterjedése okozta. Lengyelorszagi megjelenését kbvetéen hamar fertézotté valtak a balti
allamok, majd 2017-ben Romaniat és Csehorszagot is elérte az afrikai sertéspestis
(Sauter-Louis et al.,, 2021). A kaukazusi és posztszovjet allamokban (kdztuk
Oroszorszagban) el6forduld, javarészt hazisertéseket érint6 fertézésektdl eltéréen, ahol
az emberi tevékenység nagymeértékben kozrejatszott az ASP gyors terjedésében, a balti
allamok és Kozép-Eurdpa teruletén 1évd jarvanyterjedés féként a vaddiszndkat érintette
(Gogin et al., 2013).

Magyarorszagon 2018-ban jelentették az elsd esetet, csakugy, mint Belgiumban
és Bulgariaban (Alkhamis et al., 2018). Ugyanebben az évben a virus elérte Kinat is
(Zhao et al., 2019), majd révid idén bellul szamos mas azsiai orszagban is felbukkant,
tobb mint 16 orszagot érintve (pl. Vietnam, India, Kambodzsa, Papua Uj-Guinea, Dél-
Korea) (WOAH, 2023). Az ASP jelentés gazdasagi veszteségeket okozott az azsiai
sertésagazatnak, az elsd azsiai kitdrését kdvetd 2 évben kdzel 7 millié allat pusztult el a
kérban, amely a globalis veszteség 82%-at jelenti (Wu et al., 2020).

A betegség koézel 40 év utan 2021 juliusaban ismét megjelent az amerikai
kontinensen is (Dominikai Kdztarsasag és Haiti). Olaszorszag szarazfoldi részén 2022
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januarjaban az ASPV ll.-genotipusat jelentették, szintugy 40 év mentesség utan.
Jelenleg mintegy 74 orszagban azonositottak az ASPV kulonb6z6 variansait (1. abra),

mely fokozott terjedést mutat a vilag minden részén (WOAH, 2023).
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1. abra: Az afrikai sertéspesis 2023. 04.27-ei vilagszinti jelenléte kézigazgatasi kbrzetek szerinti
bontasban (WOAH, 2023)

Hazankban jelen dolgozat megirasakor 10 varmegyében (Komarom-Esztergom,
Pest, Heves, Nograd, Borsod-Abauj-Zemplén, Szabolcs-Szatmar-Bereg, Hajdu-Bihar,
Békés, Jasz-Nagykun-Szolnok, Fejér) és Budapesten jelentettek ASPV el6fordulast
(NEBIH, 2023).

4.8. Jarvanytan

Az ASP f6 fertbzési utvonala a fert6zott allatokkal és azok testnedveivel (nyal,
vizelet, bélsar, vér) vald érintkezés, azonban fontos tényez6 a terjedésben a kiildnbdzé
virussal szennyezett anyagokkal (ragalyfogd eszkozdk, jarmilvek, huskészitmények)
vald kbzvetlen kapcsolat is.

Mig Eurdpaban a kér terjedésében féként a vaddisznok jatszanak szerepet, addig
Azsiaban jelentés emberi kdzremiikddés mellett a hazi sertések érintettek. A virus eredeti
gazdai, az afrikai vaddisznok — a Phacochoerus nemzetség tagjai: sivatagi- és szavannai
varacskosdiszn6 (P. aethiopicus és P. africanus), a Potamochoerus nemzetség tagjai:
folyami diszné és bojtosfull diszné (P. larvatus és P. porcus) valamint az erdei diszn6
(Hylochoerus meinertzhageni) — bar fertéz6dnek ASPV-vel, altalaban nem mutatnak
klinikai tuneteket, igy rezervoarként vesznek részt a virus terjedésében (Sanchez-
Vizcaino et al., 2012). Az afrikai sertés fajok felnétt egyedeiben az ASPV fert6zést a

célszbvetekben 1évé virus alacsony szintje és alacsony vagy kimutathatatlan virémia
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jellemzi, a fiatal allatokban azonban jelentés virusszaporodas és virémia is el6fordulhat
(Jori and Bastos, 2009).

A virus természetes rezervoarjai kozé tartoznak az Ornithodoros nemzetségbe
tartozo ovantagok is (WOAH, 2023). Az ASPV terjedésében azonban szik el6fordulasi
tertletik miatt csak Afrikaban és Europa déli fekvési teruletein jatszanak szerepet (pl.
Ibériai-félsziget). Az dvantagok mind nimfa, mind kifejlett stadiumban vérrel taplalkoznak,
igy biolégiai és mechanikai vektorként is szerepet jatszanak az ASPV terjedésében.
Kullancsokban epidemiolégiai szempontbdl jelentés a virus vertikalis atvitele, amely
torténhet a nésténytdl az utédok felé vagy a kullancsok fejlédési stadiumai kozoétt is (T.
Lv et al., 2022).

A kér terjedésében bioldgiai vektorként nem vesznek részt az Eurépaban széles
elterjedéssel biré kemény testi kullancsok (Guinat et al., 2016). Annak ellenére, hogy a
virus bizonyitottan nem képes replikalédni az Ixodes ricinus és a Dermacentor reticulatus
fajokban, ezekben a kullancsokban hat-nyolc hétig is kimutathaté az ASPV DNS-e (de
Carvalho Ferreira et al., 2014). Bar jelenleg nincs bizonyiték arra, hogy ezek a kullancsok
hordozhatjak és tovabbadhatjak az ASPV-t, érdemes Oket potencidlis mechanikus
vektorokként kezelni (Frant et al., 2017).

Kuldnb6zd sertéstartd telepeken észlelt, nehezen magyarazhaté és szezonalisan
megfigyelhetd jarvanykitorések felvetették a legyek és egyéb rovarok szerepét is a virus
terjedésében (Fila and Wozniakowski, 2020). Kisérletekkel bizonyitottdk, hogy az
istallélegyek (Stomoxys calcitrans) képesek mechanikai vektorként részt venni az ASPV
terjedésében, a sertések mind csipés, mind a kérokozoét tartalmazoé egyedek lenyelése
utjan képesek megfert6zédni (Mellor et al., 1987; Olesen et al., 2018a, 2018c).

A betegség elleni védekezést nagymértékben hatraltatia a virus rendkivali
ellendlloképessége. Az ASPV hetekig fennmaradhat a fert6zott sertések altal a
kérnyezetbe Uritett vérben, Urtlékben és vizeletben. A fert6zdképes virionok felezési
ideje a rendkivll virulens Georgia 2007/1 térzzsel szennyezett trltlékben 4 °C-on 0,65
nap, 37 °C-on 0,29 nap, vizeletben 4 °C-on 2,19, 37 °C-on pedig 0,41 nap. A viralis DNS
felezési ideje ugyanezen hémérsékleten a bélsarban 8-9 nap. A vizeletben 4 °C-on 32,54
nap, ami 37 °C-on 19,48 napra csdkkent (Davies et al., 2017). A virus jol tlri a magas
hémérsékletet, illetve a magas pH-t is: 56 °C-on 70 perc alatt inaktivalodik, mig 13,4 pH-
n 1 hétig is fertéz6képes marad. Az ASPV takarmany-6sszetevékon keresztul torténd
atviteli kockazatanak csokkentése érdekében kritikus pont a takarmanyok megfelel$
kezelése héinaktivalassal vagy kémiai anyagok segitségével (Niederwerder et al., 2021,
Songkasupa et al., 2022).

Bar a feldolgozott sertésipari termékek altali transzmissziora pontos jarvanytani
adatok nem allnak rendelkezésre, potencialis terjedési Utvonalat jelenthetnek a fert6zott
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huskészitmények is. Kisérletek igazoljak, hogy a feldolgozott élelmiszerekben
honapokkal a feldolgozast kdvetden is kimutathatd és izolalhaté az ASPV (McKercher et
al., 1978; Gogin et al., 2013).

Kutatasi eredmények alapjan feltételezhetd, hogy az ASP sertéstelepeken térténd
terjedésében szerepet jatszhat a mesterséges megtermékenyitéskor torténd fertéz6dés
is. Az ASPV-t kan sertések spermamintaiban a fert6zését kdvetéen 2 nappal kimutattak,
a kocak a mintakkal torténé mesterséges megtermékenyités utan is megfertézédhetnek,
tovabba a virust magzatokbdl is kimutattak (Friedrichs et al., 2022).

Aggodalomra ad okot, hogy az afrikai sertéspestis aeroszolban, levegé utjan is
képes terjedni. Fert6zott allomanyokban a virus kimutathatdé a levegbébél is, és a
kimutathatésag szoros 0Osszefliggést mutat a bélsar virustartalmaval (de Carvalho
Ferreira et al., 2013).

4.9. Kéroktan, korfejlédés tiinetek

A fert6zés kimenetelét befolyasolja a virustdrzs virulencidja, a kérokozo
bejutasanak utvonala, a bejutott virus mennyisége és a fertézott allat allapota is. Ezen
tényezOk fliggvényében a fertézés lefolyasa és a betegség tlinetei is eltérék lehetnek.

A nazalis fert6z6déshez kevesebb virusmennyiség szikséges, mint az oralis
transzmissziéhoz (Pietschmann et al., 2015; Guinat et al., 2016).

Az ASPV-térzseket magas virulenciaju, kdzepesen virulens és alacsony
virulenciaju kategériakba soroljak. A betegség lefolyasa alapjan megkulldénbdztethetlink
tulheveny (perakut), heveny (akut), félheveny (szubakut) és idilt (kronikus) format (2.

abra).

fert6zés betegség/elhullas tuléloé egyedek

virus- és antitestszint

antitestszint

idé

0 7 14 35 (nap)

90-100% |eta|ita’s—-
90-100% letalitas K IN—

~60% letalitas SZUDAKUEN

-
-
-

-4

2-10% letalitas Kronikus

2. abra: Az ASP fert6zés dinamikaja és a betegség formai
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A magas virulenciaju torzsek felelések a betegség perakut és akut formaiért. A
perakut fert6z8désnél a fert6zés utan a sertések 1-4 nappal, mig az akut esetben 3-8
nap utan elpusztulnak. A perakut format gyors klinikai lefolyas jellemzi, mely magas
lazzal (41-42°C), étvagytalansaggal és bagyadtsaggal jar. Néha a betegség
megfigyelhetd jelei nélkul hirtelen halal kovetkezik be, az ASP-t jellemz6 markans
tinetek, mint a bdérvérzések is kevésbé jelentkeznek. Gyakran fordulnak elé perakut
fert6zések korabban ASPV-t8l mentes gazdasagokban, ahol a nagyszamu klinikai eset
kirobbanasa el6tt néhany allat elpusztul, azonban lazon és Iégzési nehézségeken tul az
ASP-re jellemzé markans elvaltozasok nem jelentkeznek még a boncolas soran sem
(Sanchez-Vizcaino et al., 2015; Salguero, 2020).

Az akut format a limfocitak és monocitak szamanak csdkkenése miatti leukopénia
is jellemzi. Az ASP orrvérzést, hanyast, véres hasmenést és vemhes kocaknal vetélést
is képes okozni Az akut formaban a perakut formahoz hasonléan szintén magas laz,
étvagytalansag és bagyadtsag is jelentkezik, azonban a belsé szerveken és a béron
bevérzések jelennek meg. A fellép6 tidéodéma miatt Iégzési zavarok is megfigyelhetdk.
Post mortem vizsgalatkor a belsé szervek elvaltozasaira legjellemzébb a savés
hartyakon jelentkezd vérzéseken tul a duzzadt, sotét szini 1ép (Salguero et al., 2002).
Az akut ASP-ben leirt masodik legfontosabb elvaltozas a belsé szervek bevérzése. A
nyirokcsomoék terlletén (féleg a gyomor, maj és vese kornyéekén) multifokalis és
pontszer(i vérzések is el6fordulnak. A vese kéregallomanyaban pontszerli vérzések
fordulhatnak el§, tovabba a hugyhdlyag nyalkahartyajaban, a mellhartya alatt, illetve a
vékony- és vastagbélben és a sziv epi- és endokardiumaban is medfigyelhetéek
bevérzések (3. abra) (Gémez-Villamandos et al., 1995; Sanchez-Vizcaino et al., 2012,
2015).

A kozepesen virulens torzsekkel vald fert6z8désnél az akuton kivil szubakut
fertézési forma figyelhetd meg, azonban a magas virulencigju térzseknél el6forduld
tinetekhez képest kevésbé sulyos a betegség lefolyasa. A fert6z6dés utan az elhullas
ideje 10-20 nap kozé esik. A belsbszervi vérzések miatt a vérlemezkék szamanak
csokkenése figyelhetd meg a betegség korai és kdzépsd szakaszaban. A lép kezdeti
megnagyobbodasa utan mérete idével csokken, és sorvadasnak indul. A nyirokcsomo
vérzésein tul a vesében is megdfigyelhetk bevérzések, azonban siriibben és
kiterjedtebben fordulnak el8, mint a magas virulenciaju toérzsek okozta akut formanal. A
kdzepesen virulens torzsek mortalitdsa a magas virulencigju térzseknél megfigyelt kozel
100%-hoz képest 30-70% koril mozog (Sanchez-Vizcaino et al., 2015; Salguero, 2020).

A kronikus ASP-t kbzepes és alacsony virulencidju izolatumok fertézésével
hoztak Osszefliggésbe (Mebus és Dardiri, 1979, McVicar, 1984), amelyeket el6szor
Spanyolorszagban, Portugalidban és a Dominikai Kdztarsasagban irtak le, amikor az
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ASP endémikus volt ezeken a terlleteken. Feltételezhetd, hogy az ezeken a tertleteken
elterjedt alacsony virulenciaju térzs és a hozza kapcsolddo krénikus forma az 1960-as
években az Ibériai-félszigeten végzett korai vakcinakisérletekben hasznalt ASPV-

izolatumokbdl fejlédhetett ki. Mas terlleteken, ahol a virus hosszu ideig jelen volt, nem

detektalhato a betegség kronikus formaja (Sanchez-Vizcaino et al., 2015).

3. abra: Az afrikai sertéspestis altal okozott klinikai tlinetek: (a) bevérzések a fiilén (b) bevérzések a bérén,
a végtag belsé oldalan (c) pontszerii bevérzések a vesén (d) megnagyobbodott nyirokcsomé
(e) megnagyobbodott, sététvorés lép (f) bevérzések a savoshartya alatt
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4.10. Vakcinafejlesztés

4.10.1. A vakcinafejlesztés kihivasai

Az ASP-vakcinakkal kapcsolatos kutatasok az 1920-as évek 6ta folynak, és ez
id6 alatt szamos kisérleti ASPV-vakcina jeloltet vizsgaltak, beleértve inaktivalt-,
alegység- és él6, attenualt vakcinakat. Tobb inaktivalt ASPV még adjuvanssal és nagy
dézisokban sem tudott elegendd védelmet biztositani a sertések szamara. Az eddig
vizsgalt alegység-vakcina jeloltek, beleértve a rekombinans virusfehérjéket, a DNS
plazmid-alapu vakcinakat és a tobb ASPV szerkezeti gént tartalmazé virusvektorokat,
szintén nem indukalt elegendé immunvédelmet sertésekben. Szamos kisérleti MLV ASP-
vakcina pedig a kulénb6zé szerotipusokkal szembeni keresztvédelem hianyat mutatta
(Zhu, 2022).

A vakcinazas minéségét és a védettség mértékét tdbb valtozo is befolyasolhatja,
példaul az antigén tulajdonsagai és vivbanyaga, az oltds adagja, helye és ideje, a
rafert6zés ideje, illetve az allatok tulajdonsagai. A sikeres vakcindzashoz
elengedhetetlen ezen valtozok ismerete, aminek eredményeképp olyan vakcina kertlhet
kifejlesztésre, mely az adott kérokozd legtdbb ismert torzsével szemben elégséges
védelmet biztosit. Az ASP-vakcina kifejlesztésének nehézségei els6sorban a virus
Osszetettségébdl, valamint az immunvédelem mechanizmusaira és az antigénekre
vonatkozé ismeretek hianyabol adodnak (Arias et al., 2017).

Kereskedelmi forgalomba eddig mindéssze 2 vakcinat bocsajtottak, mindkettét

Vietnamban, ezek részletes bemutatasa az 4.10.5. alfejezetben talalhaté.

4.10.2. Inaktivalt vakcinak

Az inaktivalt vakcinakrdl mar a vakcinafejlesztések korai szakaszaban kiderdilt,
hogy nem hatékonyak (ez nem ritka mas nagy méretii, komplex virusok esetében sem),
ennek ellenére késébb is akadt néhany probalkozas inaktivalt vakcina létrehozasara.
Glutaraldehiddel inaktivalt alveolaris makrofagokkal valé immunizalaskor a rafertézést
kovetéen felgyorsult a szerolégiai valasz és kimutathaté volt ellenanyagvalasz, de a
vakcina nem nyujtott védelmet a homoldg rafertézéssel szemben (Forman et al., 1982).
A 2000-es években ujonnan megjelend, cellularis immunvalaszt is indukalé adjuvansok
hasznalata szintén nem fokozta az inaktivalt ASPV-vakcinak hatékonysagat. Bar az egyik
ilyen kisérletben minden vakcinazott egyedben megjelentek ASPV-specifikus antitestek,
de ez esetben sem sikeriilt megfeleld védelmet kivaltani a virussal szemben, illetve a
betegség ellenanyagfliggé felgyorsulasat is megfigyelték (Blome et al., 2014).

Az inaktivalt vakcinak sikertelenségében kozrejatszik a tobb rétegben tobb mint
50 fehérjét tartalmazoé virion dsszetettsége, illetve az, hogy az ASPV-nek mind az érett

intracellularis, mind az extracellularis formaja fert6z6 (Arias et al., 2017).
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4.10.3. Alegység vakcinak, vektor vakcinak és DNS-vakcinak

A protektiv immunvalaszért felelés fehérjék ismeretében és azok kell
mennyiségl termeltetése esetén lehetéség nyilik a komplex virusok elleni hatékony
alegység és rekombinans vektorvakcinak fejlesztésére. Az alegység vakcinak
virusepitopokat tartalmazé tisztitott rekombinans fehérjéket vagy szintetikus peptideket
hasznalnak. Ezeket a fehérjéket hagyomanyos biokémiai vagy rekombinans DNS-
technologidk alkalmazasaval allitjak el6. Hagyomanyosan az ASPV elleni alegység-,
vektor- és DNS-vakcinak f6 célpontjai a p54, p30, p72 strukturalis fehérjék, valamint a
CD2v  hemagglutinin. Bakulovirusban kifejezett rekombinans p54 és p30
felhasznalasaval végzett antigén alapu vakcinazasi kisérletek valtozé mértékl védelmet
biztositottak sertéseknél; egyes egyedeknél megdfigyelhetd volt a betegség kezdetének
késleltetése és a teljes védettség kialakulasa is (Gdmez-Puertas et al., 1998). Szintén
bakulovirus rendszerben kifejezett kiméra p54/p30 fehérjek vakcinaként vald
alkalmazasaval ismét csak mérsékelt sikereket értek el; a sertések tulélték a virulens E75
virussal vald rafertézést és neutralizalé antitestek is képzédtek, viszont az ASPV-re
jellemzé klinikai tineteket mutattak (Barderas et al., 2001). Egy masik vizsgalatban
azonban a bakulovirus altal expresszalt p54, p30 és p72 kombinaciéja nem tudott
védelmet kivaltani a fert6zéssel szemben, neutralizalé antitestek sem termel6dtek
(Neilan et al.,, 2004). A bakulovirus altal kifejezett CD2v alapu vakcina szintén
megakadalyozta a sertések tdmeges pusztulasat a rafertézés utan, de teljes védelmet
nem indukalt (Ruiz-Gonzalvo et al., 1996).

A moddszer hasznalhaté vektorvakcina létrehozasara is, amelynél egy plazmid
vagy él6 virussal fert6zott rekombinans konstrukciot allitanak el6, amely tartalmazza a
kivant antigén(eke)t kddol6 DNS-t in vivo expresszio céljabdl. A virusvektorok elénye,
hogy az alkalmazott modszertél fuggben képesek lehetnek aktivan behatolni a
gazdasejtekbe, ott pedig él6 attenualt vakcinaként szaporodva erés celluléris és
humoralis immunvalaszt indukalni a korokozo ellen, amelybdl a transzgén szarmazik. Az
ASPV elleni vektoralapu vakcina fejlesztése szempontjabdl fontos, hogy a virusvektorok
alkalmazasa lehetévé teszi olyan immunogének kifejezését és kimutatasat is, amelyek
markerként szolgalhatnak, ezaltal lehet6séget biztositanak a fert6zott allatok
megklldénbdztetésére a vakcinazott allatoktél. Eddig a kisérleti vizsgalatokban a
Aujeszky virust, himl§ virust, alfavirusokat és adenovirusokat is hasznaltak rekombinans
élé ASPV vektorvakcina alapjaként (Turlewicz-Podbielska et al., 2021).

Goathly és munkatarsai immunogenitasuk alapjan kivalasztott ASPV géneket
(B602L, B646L/p72, CP204L/p30, E183L/p54, E199L, EP153R, F317L, és MGF-505-5R)
kifejez6 adenovirus 5 és moddositott vaccinia Ankara virusvektorokat tartalmazoé
.elegybdl” allé vakcinakat hoztak létre, azonban a pozitiv hatas elmaradt a varttol. Minden
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beoltott allatnal virémia volt megdfigyelhetd, az allatok klinikai tlineteket is produkaltak,
illetve a megismételt kisérletnél a mortalitdas nagy szoérast mutatott az elsé kisérlethez
képest (Goatley et al., 2020). 2020-ban Urbano és Ferreira egy ujonnan azonositott
fehérjét javasolt alegység vakcinaként torténd felhasznalasra. A pA104R egyike azoknak
a fehérjéknek, amelyekrél korabban kimutattak, hogy sertésekben az ellenanyagvalaszf6
célpontjai. Ugy tinik, hogy ez a fehérje részt vesz az ASPV genom térbeli
szervez6désében és csomagolasaban. A pA104R elleni antitestvalasz magasabb a
tinetmentes allatokban, mint a krénikusan fert6zottekben, ezért az e fehérje elleni
antitestek a hatékony immunvalasz indikatorai lehetnek, és valdszinlleg részt vesznek a
védelemben (Urbano and Ferreira, 2020). A pA104R gén létfontossagunak tlinik a virus
szamara, delécioja a nem patogén Ba71V-bél annyira csdkkentette a virus szaporodasat,
hogy azt mar nem lehetett izolalni (Freitas et al., 2019).

CD2v-antigén extracellularis doménjaval és a p54 illetve p30-al kombinalt DNS-
alapu immunizalas sertésekben csak részleges védelmet indukalt, specifikus ellenanyag-
termelést nem tudtak kimutatni, viszont dsszefliggés volt a protektiv hatas és a CD2v-
specifikus CD8+ T-sejtek szama koézott (Argilaguet et al.,, 2012). Egy 4000 ASPV
fragmentet tartalmazo expresszios konyvtarbdél alldé DNS-vakcinaval 60%-os védelmet
sikerllt biztositani, azonban ellenanyag-termelést ebben az esetben sem sikerilt
detektalni (Lacasta et al., 2014).

Bar sem a rekombinans technikakkal készuld, sem pedig DNS-vakcinakkal nem
sikerult eddig megfeleléen hatékony ASPV-vakcinat Iétrehozni, a kisérletek ramutatnak
az ASPV komplexitasabdl fakadd problémakra és arra, hogy szamtalan protektivitast
biztositd antigén létezhet, melyek ismeretéhez tovabbi kutatdsok szikségesek. A
szamos korokozoval szembeni siker ellenére a DNS-vakcinakkal kapcsolatos egyik korlat
az, hogy mas modszerekhez képest alacsonyabb immunvalaszt indukalnak, kilondsen

nagytesti allatok esetében.

4.10.4. E16, attenualt torzsek

A jelenleg ismert attenualt torzseket kulonb6z6 idében és kiuldnb6zd régiokbdl
izolaltak, és altalaban azutan jelentek meg, hogy az ASPV virulens térzsek egy bizonyos
terlleten hosszabb ideig jelen voltak. Ezen terepi valtozatok génszekvencia-valtozasa
jelent8séggel birhat az ASPV evolucidjanak tanulmanyozasa szempontjabdl, illetve
tovabbi médositasuk alapot adhat egy hatékony élévirusos vakcina kifejlesztésére.

A GeneBank-ban jelenleg 6t, tereprél szarmazoé attenualt ASPV-tbrzs teljes
genomszekvenciaja érhetd el. Ezek az NH/P68 (NHV) (GeneBank: KM262845.), OURT
88/3 (GeneBank: AM712240.1), Estonia 2014 (GeneBank: LS478113.1), HuB20
(GeneBank: MW521382.1) és Pig/Heilongjiang/HRB1/2020 (GeneBank: MW656282.1)
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(Zhenzhong et al., 2022). Ezen felul b6vebb ismertetésre kerll a jelen dolgozat
szempontjabol fontos Lv17/WB/Riel torzs is, amelynek szekvenciaja még mindig nem
nyilvanos.

Az NH/P68 torzset 1968-ban izolaltak Kozép-Portugaliaban ASP-vel kronikusan
fert6zott sertésekbdl. Ez a torzs specifikus antitesteket indukal a gazdaszervezetben, és
védelmet nyujt a virulens Lisbon 60 (L60) térzs altal okozott fertézéssel szemben is
(Leitdo et al., 2001). Feltételezik, hogy az NH/P68 a Lisbon 60 vakcinatérzs evollcios
variaciéjanak terméke lehet, amelyet 1960-ban sertés csontvel6 leukocita
tenyészetekben izolalt Lisbon 60 torzs egymast kdvetd passzazsaval nyertek (Gil et al.,
2008).

Az OURT 88/3 torzset 1988-ban izolaltak egy évantagbdl (Ornithodoros erraticus)
egy portugaliai gazdasagban. Az OURT 88/3 torzs intramuszkularisan oltva magas szint(
p72 kapszidfehérje elleni ellenanyagot indukalt, megvédte a sertéseket a virulens,
szintén Ornithodoros fajbdl izolalt OURT 88/1 torzzsel szemben, és a sertésekben
detektalhato a fert6zést kovetéen (King et al., 2011).

Az Estonia 2014 tdrzset 2014-ben izolaltak északkelet-észtorszagi
vaddisznokbdl, ahol varatlanul magas ASPV elleni antitest prevalenciat figyeltek meg a
vaddisznok kozott. Bar a hazi sertésekkel és torpedisznokkal ellentétben a vaddiszndk
korében a kisérleti fert6zések magas letalitast mutattak, a tulélé vaddisznokbdl ASPV-
specifikus antitesteket lehetett kimutatni. Az Estonia 2014 toérzs valdszinilleg a Georgia
2007/1 kelet-eurdépai elterjedésének eredményeképp evolvalédott ( Nurmoja et al.,
2017a; Nurmoja et al., 2017b; Zani et al., 2018). A genomikai elemzések az Estonia
2014 térzsnél egy kdzel 15000 bazispar nagysagu deléciot jeleztek a genom 5'-végen,
és a genomvég duplikacioval torténé atrendezddését is megfigyelték az izolatumban
(Zani et al., 2018).

A HuB20 torzset a kinai Hubei tartomanyban sertésizomszovetbdl izolaltak és
sertés alveolaris makrofag (PAM) sejteken tisztitottak. Enyhe klinikai tineteket okoz, a
sertések 30-40%-ara letalis (L. Lv et al., 2022)

A Pig/Heilongjiang/HRB1/2020 tdérzset sertések |épébdl izolaltdk Harbinban,
perzisztens fert6zést és kronikus betegséglefolyast okozott, de az allatok egy részét nem
pusztitotta el (Sun et al., 2021).

Az ASPV Lv17/WB/Riel térzsét 2017-ben izolaltak Lettorszagban, vaddisznébdl
szarmazo mintabdl. A virus egy nukleotidot érinté deléciét tartalmaz a CD2v fehérjét
kodolo EP402R génben. A mutacio frameshiftet és korai terminaciot eredményez a
fehérjén (Barasona et al., 2021), emiatt ez a virus sem hemadszorbeal. Az Lv17/WB/Riel
virussal fert6zott hazi sertéseknél vagy enyhe klinikai tlinetek (ciandzis megjelenése a
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filben és izileti duzzanat) alakulnak ki, vagy tinetmentesek maradnak. A legtébb
esetben csak rovid ideig tarto viremia mutathato ki, és az allatoknal magas ASPV ellenes
antitestszint figyelheté meg. A fert6zott allatok azonban olyan mennyiségben Uritik a
virust, hogy a veluk érintkez6 sertések is megfert6zédhetnek (Gallardo et al., 2019). A
torzset vaddisznok potencialis ordlis vakcinajaként hasznalva azt talaltak, hogy az
immunizalas 92%-o0s védettséget biztosithat a Il-es genotipusu ASPV tdrzsekkel
szemben, azonban jelen formaban hazi sertésekben vakcinaként nem alkalmazhaté a
fellép6é mellékhatasok miatt (Barasona et al., 2019).

Az emlitett attenualt torzsek kozti kildonbségek foként a kdvetkezé régidkban
fordultak elé: az MGF-110-et tartalmazo régiéban, az MGF-360 10L-t6l MGF-505 3R-ig
terjed6 bal oldali variabilis régidban, az A238L-t61 B602L-ig terjedd régidban, a kozépsé
variabilis région belll, valamint a jobb oldali variabilis régidban, az MGF-360 17R és a
DP60R géneknél. A gének kozti kildnbségek féként az alacsony GC-tartalmu régidkban
talalhatok. Az Estonia 2014 térzsnél az MGF-110 csalad génjeinek jelentdés delécioja
tortént, de az MGF-360 10L - MGF-505 3R régiéban nem talaltak génvesztést. Az
NH/P68 és az OURT 88/3 esetében azonban nem talaltak MGF-110 géndeléciot, de az
MGF-360 10L és MGF-505 3R ko6zott tortént génvesztés. Az MGF-360 6L hianyzott az
Estonia 2014, NH/P68 és az OURT 88/3 torzsekbdl. Jelentés kuldonbségek mutatkoznak
az EP153R és EP402R génekben is amely jol mutatja a géntermékek virulenciaban

betoltott szerepét (Zhenzhong et al., 2022).

4.10.5. E16, attenualt vakcinak

Szévettenyészethez adaptdlt virusok

vagy sejtkulturaban. A passzalasok soran altalanosan megfigyelhetd a virus
virulencigjanak fokozatos csokkenése, azonban ekdzben a virus immunogenitasa is
csOkken, ami sertésekben megneheziti a megfelel§ védelem kialakulasat. Az ASPV
attenuacidja virulencia vagy immunoldégiai tényez6k kédolasat vegzé gének megvaltozott
expressziojaval vagy akar teljes torlésével jar egyitt, és a legnagyobb valtozasok az
MGF csaladok figyelhetéek meg (3. melléklet).

Az ASPV genom bal oldali variabilis régiéjaban talalhaté szakaszokat érint6
delécidkat mutattak ki a sejtkultiurahoz adaptalt MS14 és MS44 (E70 izolatumbol
szarmaznak); CV1, (E75 izolatumbdl szarmazik) és a BA71V (Badajoz 60 izolatumbal
szarmazik) (Ruiz Gonzalvo et al., 1986; Tabarés et al., 1987; Yanez et al., 1995)
virusoknadl is. Ezek a deléciok altalaban az MGF-360 és MGF-505 tagjait érintik. Példaul
a legtébbet vizsgalt Vero adaptalt Ba71V térzsben az MGF-360 9L és MGF-505 7R,
valamint az I7L és MGF-360 18R koz6tt nagy géndeléciok kdvetkeztek be (Rodriguez et
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al., 2015). Az ASPV H293T sejteken valo passzalasakor a bal oldali variabilis régiéban
levéd MGF gének fokozatos elvesztését és kumulativ mutaciokat fedeztek fel. A 121.
passzazs utan 0sszesen kb. 25 kbp elvesztését detektaltak, beleértve 22 MGF gént (T.
Wang et al., 2021). Ahogy korabban ismertetésre kerult, az MGF géncsalad legtdbb
tagjanak funkcidja ismeretlen, de MGF-360 és MGF-505 egyes génjei bizonyitottan
virulencia gének és képesek lehetnek befolyasolni a velesziletett immunitast, amit a
kilénb6z6 sejtadaptalt virusokkal végzett kisérletek is alatamasztanak. Azonban a
kilénb6z6 sejttipusokhoz adaptalt virusok kilonbdzé mértékl delécidokat mutattak az
MGF régiéban (3. melléklet), ami arra utal, hogy az MGF elvesztése specifikus szereppel
bir a virus sejtekhez val6 alkalmazkodasaban (Zhang et al., 2023).

A primer sejtek és a sejtkultirak kézott az a tendencia figyelheté meg, hogy az
ASPV gyorsabban vagy nagyobb mértékben attenualddik a sejtkultirakban kevesebb
passzazsid6 alatt. Példaul az E75 torzs mar négy egymast kovetd passzazs soran
részlegesen elvesztette patogenitasat, amikor heterolég (CV-1) eredetli sejteken
passzaltdk (Lacasta et al., 2015), ekdzben primer sejtkulturaban a virulens térzseknek,
mint példaul a Gasson és a Portuguese, legalabb 23, illetve 34 passzazsra volt
szlkségik ahhoz, hogy részlegesen attenualtta valjanak (Greig et al., 1967). Az eddig
ASPV-vel végzett sejtvonalakon és primer sejteken torténd passzalasok eredményeit
roviden az 1. és 2. melléklet foglalja 6ssze.

A problémak megoldasara a kutatdk uj sejtvonalakat kerestek vagy fejlesztettek.
Az eddigi adatok arra utalnak, hogy néhany sertés sejtvonal realis alternativaja lehet a
primer makrofagoknak az ASPV kutatasaban és a virus elleni vakcina nagylzemi
eléallitasaban. Jelenleg a WSL, PIPEC, ZMAC-4, PPK-66b, IPAM, A4C2/9K, IPKM
sertés eredetl sejtvonalak, illetve az MA104 és a Cos1 zdldmajom eredetl sejtvonalak
tiinnek igéretes jeldltnek a vakcinafejlesztéshez (Meloni et al., 2022; Zhang et al., 2023).
Ennek ellenére tovabbi mélyrehatd kutatasokra van szikség az adaptaciés folyamat
soran bekovetkez6 genomikai valtozasok és a virus patogenitasara gyakorolt hatasanak
a meghatarozasahoz.
Géndelelécidval elddllitott vakcindk

Az ASP elleni élévirusos vakcinak kutatasanak szempontjabdl kritikus fontossagu
stratégia a virulenciaval kapcsolatos gének vagy az immunvalasz megkerllésében
szerepet jatszé gének homoldg rekombinacioval vagy CRISPR/Cas9 génszerkesztéssel
torténd delécioja. Ezt a megkdzelitést a természetes uton legyengitett térzsek biztonsagi
profilianak javitdsara és a publikusan elérhetd virulens térzsek attenualasara is
alkalmazzak. Eddig tébb gént is célba vettek: a hemagglutinin CD2v/EP402R, a timidin-
kinaz TK/K169R, az NF-kf3 és NFAT gatlé A238L, az apoptozist gatlo A179L és A224L,

39



a fehérje-foszfataz-1 aktivator NL/DP71L gént, az |. tipusu interferonok indukcidjanak
gatlasaban részt vevé MGF-360 és -505 génjeinek, az immunvalaszt befolyasol6 1329L,
K205R, DP148R és A276R, valamint a kilénb6z& ASPV virulens térzsek virulencigjaban
szerepet jatszd, de hatasmechanizmusukban ismeretlen 9GL/B119L, UK/DP96R, 1177L,
1226R, A137R és E184L géneket (Urbano and Ferreira, 2022).

Az egygénes delécidk azonban nem mindig hoztak meg a kivant eredményt. Mas
specifikus virulencia gének, mint a timidin-kinaz K169R és az NL/DP71L delécidja
hasonléan ellentmondasos eredményeket hozott, mint az 4.9. alfejezetben részletezett
EP402R gén eltavolitAsa és a hasznalt virustorzstdl fluggden eltéré fenotipusokat
eredményezett (Neilan et al., 2002; Sanford et al., 2016). A specifikus virulenciafaktorok
természetes uton attenualddott virusokbdl valé delécidja szintén csokkentheti a szulbi
virussal valé megfert6zéssel szembeni védekezbképességet, ahogyan azt az OURT88/3
(amelybél az DP71L és DP96R géneket deletaltak) és az A238L, A224L, EP153R és
A276R delécioval rendelkezd NH/P68 esetében kimutattdk (Abrams et al., 2013;
Gallardo et al., 2018). Ezek a vizsgalatok megerésitik, hogy az ASPV genetikai
modositasainak eredményei kiszamithatatlanok, és a géneltavolitasok hatédsa a virus
immunvédelmet kivalté képességére sokszor torzs-specifikus.

Tdbb virulenciafaktor egyideji delécidja alkalmanként tulsagosan legyengitett
virusokat eredményezhet, amelyek in vitro nem szaporithaték, vagy nem képesek
megfeleld immunvalaszt kivaltani. Ez a helyzet a 9GL géndeletalt Georgia 2007/1
izolatum alapu ASFV-G-A9GL/ACD2v és az ASFV-GA9GL/ANL/AUK kisérleti
vakcinatdérzsek esetében, amelyek mindegyike jelentésen csokkent védekezé
potenciallal rendelkezett a szll6i torzshéz képest (Ramirez-Medina et al., 2019; Gladue
et al., 2020). Figyelemre mélté kivétel a szintén Georgia 2007/1 alapu kettés mutans,
amelybdl hianyzik a 9GL és a UK gén, és robusztus védelmet nyujtott a rafert6zést
kdvetden is (O’'Donnell et al., 2017).

Egy masik igéretes vakcinajeldlt a Chen és munkatarsai altal létrehozott HLj/18-
7GD virus, amely egy hét gén delécidjat tartalmazé (GF505-1R, MGF-505 2R, MGF-505
3R, MGF-360 12L, MGF-360 13L, MGF-360 14L, CD2v) attenualt toérzs. A vakcinajeldlt
hosszu tavu (tiz hét) immunitast biztositott sertésekben ASPV rafertézéssel szemben. és
a vemhes kocaknal térténd alkalmazas biztonsagossagat is igazoltak. A kisérletben
azonban csak a célzott gének hianyat vizsgaltak, ezért nem zarhaté ki a célon kivuli
mutaciok megjelenése a virus genomjaban (Chen et al., 2020).

Vietnamban el6sz6r egy MLV vakcinat alkalmaztak, amelyet a Georgia 2007/1
torzsbdl allitottak el az ismeretlen funkcioju 1177L gén delécidjaval (ASFV-G-AI177L),
azonban a vietnami kormany 2022 szeptemberében felfliggesztette ennek alkalmazasat
a sertések tdmeges pusztulasara hivatkozva (“Feedstrategy.com” 2023). A Vietnamban
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jelenleg 2022 juliusatol sertéstelepeken szigoru feliigyelet mellett alkalmazhatdé masodik
MLV pedig szintén egy Georgia torzs alapu vakcina, amelybdl hat, az MGF-360 és MGF-
505 géncsaladbdl szarmazé gént tavolitottak el. A vakcina hatékonysaga a vietnami
kormany eddigi kiadott informaciéi alapjan 95%-osnak bizonyult (“WOAH Vietham report”
2022; “Vietnamplus.vn” 2023).

A kutatoknak lehet6séglik van arra, hogy az iranyitott géndeléciot és a
sejtvonalon valé passzalas miatt keletkez6 mutaciés képességet is felhasznaljak a
vakcinafejlesztéshez. igéretes jelolt egy ASFV-G-AI177L szarmazéktorzs, az ASFV-G-
AM77L/ALVR, amely az I1177L génen kivil 9 tovabbi, féként MGF régidokat érint6
géndelécidt tartalmaz (MGF-360 6L, X69R, MGF-300 1L, MGF-300 2R, MGF-300 4L,
MGF-360 8L, MGF-360 9L, MGF-360 10L), amelyek az ASFV-G-AIM177L toérzs sertés
ham eredetl sejtvonalon t6rténé passzalasa soran jottek létre. A vakcina a rafert6z6
vizsgalatokban megtartotta ugyanazt az attenuaciés szintet, immunogeén jellemzdket és
védbhatast, mint a szll6i ASFV-G-AI177L virus (Borca et al., 2021).
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5. Célkitizések

1) Céljaink kozott szerepelt egy olyan protokoll kidolgozasa, amellyel az afrikai
sertéspestis virusanak teljes genomja gyorsan és pontosan meghatarozhaté
ujgeneraciés szekvenald (NGS) modszerekkel. Egy egyszerlen alkalmazhato
szekvenalasi modszer nagymértékben megkonnyiti a virustdrzsekben bekdvetkezett
valtozasok azonositasat.

Az afrikai sertéspestis elleni egyik legigéretesebb vakcinajeldlt egy, a
természetben el6forduld attenualt toérzs, az Lv17/WB/Rie1 (Lv1l7), azonban

mellékhatasai miatt a térzs jelenlegi formajaban vakcinaként nem alkalmazhat6. F6

ey

2) Az Lvl7 attenuaciojat kétféle uton terveztik elérni; egyrészt célzott
génmodositasokkal, masrészt a torzs Cos7 szOvettenyészeten vald sorozatpasszalasa
soran bekdvetkezd genetikai valtozasok kihasznalasaval.

3) A célzott génmddositasokhoz el6szor egy eddig ismeretlen funkciéju multigén
csaladba (MGF) tartoz6 gén, az MGF 110-11L eltavolitasat tlztik ki célul CRISPR-Cas9
rendszer segitségével. Az altalunk létrehozott mutans térzs felhasznalasaval az MGF
110-11L gén biolégiai tulajdonsagait kivantuk tanulmanyozni sertés alveolaris
makrofagokon (PAM), és tesztelni akartuk a modositott Lv17 virus virulenciara és
replikaciéra gyakorolt hatasat.

4) Célunk volt tovabba harom, mar jél tanulmanyozott, az ASPV virulenciajaban
szerepet jatsz6 gén (B119L, EP402R, EP153R) egyittes eltavolitasa
viruskeresztezéssel az Lv17 genomjabdl. Szandékunkban allt a gének eltavolitasaval,
majd a homoldég rekombinacidés események altal kivaltott valtozasokat szintén PAM
sejteken vizsgalni. Ezutan a létrehozott virusokat az altalunk kifejlesztett szekvenalasi
modszer segitségével terveztik értekelni.

5) Végul pedig az Lv17 térzs Cos7 szovettenyészeten valé sorozatpasszalasa

soran bekdvetkez6 genetikai valtozasokat terveztuk vizsgaini.
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6. Anyag és modszer

6.1. Sertés alveolaris makrofagok (PAM) el6készitése és fenntartasa

A PAM-okat a WOAH (korabban OIE) kézikonyve (OIE — World Organisation for
Animal Health, 2018) szerint izolaltuk, majd -72 °C-on PAM fagyasztéfolyadékban
taroltuk. Az RPMI-1640 alapu fagyasztofolyadék 30% magzati szarvasmarha szérumot
(FBS) (Sigma-Aldrich, Saint Louis, MO, USA) és 10% dimetil-szulfoxidot (DMSO)
tartalmazott. A PAM-okat RPMI-1640 alapu tapfolyadékban tartottuk fenn, melyet 10%
(v/v) FBS-el, valamint 1X antibiotikum/antimikotikum (10000 U/ml penicillin, 10000 pg/ml
streptomicin, 25 ug/ml of Amfotericin B) oldattal (Thermo Fisher Scientific, Waltham,
Massachusetts, USA), 2 mM L-glutaminnal (Sigma-Aldrich, Saint Lou-is, MO, USA)

egészitettuk ki. A sejteket 37 °C-on inkubaltuk 5% CO, mellett 24 6ran at a fert6zés el6tt.

6.2. Szekvenalas

6.2.1. Virusfert6zés

A szekvenalasi protokoll kidolgozasahoz az ATKI Funkcionalis Virolégia
Csoportja altal izolalt ASFV_HU_2018 izolatumot (GenBank azonosité: MN715134)
hasznaltuk. A PAM sejteket (10° sejt 1 ml PAM tenyészt6 tapfolyadékban) 30 ul ASPV-
vel fert6zott PAM sejtek felliluszojaval fertéztik (titer: 7,2 x 10 FFU/ml) egy 24 vajatu
lemez tobb vajataban, és 37 °C-on inkubaltuk. A fertézést kdvetd 72 oraban (hpi) a

felGluszot eltavolitottuk, egyenld adagokra osztottuk és -72 °C-on taroltuk.

6.2.2. DNaz I kezelés

Az ASPV-vel fert6zott PAM sejtek tapfolyadékat 72 éra elteltével 6sszegyjtottik,
és 13 000 g-nél 3 percig centrifugaltuk, hogy megszabaduljunk a sejttérmeléktdl. Ezt
kovetéen 100 pl feliluszéhoz 100 yl DNaz | oldatot adtunk, amely 20 pl 10x FastDigest
puffert (Thermo Fischer, Waltham, MA, USA), 40 mM MgCl»-t és 1,5 yl DNaz I-t (50 U/ul)
(Thermo Fischer Scientific, Waltham, MA, USA) tartalmazott. A mintakat 37 °C-on
inkubaltuk 1 éran keresztil, majd 10 yl 0,5 M etilén-diamin-tetraecetsavat (EDTA) adtunk

a reakcio leallitasahoz.

6.2.3. DNS-tisztitas
A virus DNS-t a High Pure Viral Nucleic Acid Kit (Roche, Basel, Svajc)
segitségével tisztitottuk a gyartd ajanlasait kévetve. A DNS eluciojat 50 ul elucios

pufferrel végeztik el.

43



6.2.4. Kvantitativ PCR a DNS tartalom meghatarozasara
A gazda genomtartalmanak és az ASPV viralis DNS aranyanak meghatarozasara
ASPV-specifikus dual kvantitativ PCR-t (QPCR), a Virotype ASFV PCR Kit-t hasznaltunk

(Qiagen, Hilden, Németorszag), melyet a gyart6 ajanlasa szerint alkalmaztunk.

6.2.5. Aspecifikus DNS-amplifikacio
A virus DNS-t a REPLI-g Mini Kit (Qiagen, Hilden, Németorszag) segitségével

amplifikaltuk a gyart6 protokolljat kdvetve.

6.2.6. Az amplifikalt DNS tisztitasa

A REPLI-g mintakat a NucleoSpin Gel and PCR clean-up Kit (Macherey-Nagel
Duren, Németorszag) segitségével tisztitottuk. A DNS-t 20 pl eltcids pufferbe vettiik fel,
és koncentraciéjat NanoDrop 2000 (Thermo Fischer Scientific, Waltham, MA, USA)

készulékkel megmertik.

6.2.7. lonTorrent szekvenalas

Az enzimatikus fragmentalast 100 ng DNS-el végeztik a NEBNext Fast DNA
Fragmentation & Library Prep Set for lon Torrent kit (New England BioLabs, Hitchin,
Egyesllt Kirdlysag) segitségével, a gyarto utasitasainak megfeleléen. Az adaptor-ligaciot
ugyanezen készlet reagenseit hasznalva végeztik, mig a vonalkddolt adaptorokat az lon
Xpress Barcode Adapters (Thermo Fischer Scientific, Waltham, MA, USA) készletbdl
nyertik. A vonalkéddal rendelkezd kdnyvtar DNS-mintait a gyartd utasitasai szerint a
Gel/lPCR DNS-fragmentum extrakcidos kit (Geneaid Biotech, Ltd., Taipei, Tajvan)
segitségével tisztitottuk. Az eludlt DNS-kdnyvtarakat ezutan 2%-os E-Gel SizeSelect Il
agaroézon (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) futtattuk. A 300 és 350 bp kozotti termékeket
tovabbi tisztitas nélkil kozvetlenlil a NEBNext Fast DNA Fragmentation & Library Prep
Set for lon Torrent kit (New England BioLabs, Hitchin, Egyesilt Kiralysag) PCR-
keverékében hasznaltuk fel. A termékeket a Gel/PCR DNS-fragmentumok extrakcios kit
hasznalataval tisztitottuk. A koényvtar DNS-ét nukledazmentes vizben elualtuk, és
Carlsbad, CA, USA) segitségével hataroztuk meg. Ezt kdvetéen a kdnyvtar DNS-ét 10-
14 pM-ra higitottuk, majd emulziés PCR-rel klonalis amplifikaciot végeztink. Ezt a |épést
a gyart6 utasitasai szerint végeztik az lon PGM Hi-Q View OT2 Kit hasznalataval lon
OneTouch v2 miiszeren. A gyongyok dusitasat (lon OneTouch ES késziiléken) és a pre-
szekvenalasi beadllitas tovabbi |épéseit a gyartd 200-bp protokollja szerint végeztik. Az
lon PGM szekvenald kithez ajanlott szekvenalasi protokollt 316-0s chipen szigoruan

kovettuk.
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6.2.8. [llumina szekvenalas

Az lllumina platformon toérténdé szekvenalashoz el6szor Illumina-specifikus
konyvtarakat készitettiink az lllumina® Nextera XT DNS Library Preparation Kit (lllumina,
San Diego, CA, USA) segitségével. A DNS fragmentek jeldléséhez Nextera XT Index Kit
v2 Set A (lllumina, San Diego, CA, USA) kitet hasznaltunk. A DNS mintakat 0,2 ng/ul-re
higitottuk nukleazmentes vizben (Promega, Madison, WI, USA) 2,5 pl végtérfogatban. A
tagmentald reakcibhoz 5 pl Tagment DNS (TD) puffert hasznaltunk 2,5 ul
AmpliconTagment Mix keverékkel. Ezutdn a mintakat 55 °C-on, 6 percig inkubaltuk a
GeneAmp PCR System 9700 (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA) segitségével.
Ezutan hagytuk, hogy a mintak 10 °C-ra hiljenek, majd azonnal hozzaadtunk 2,5 pl
Neutralize Tagment (NT) puffert. A semlegesitést 5 percig végeztik
szobahdémérsékleten. Osszesen 7,5 ul Nextera PCR Master Mix (NPM) keveréket
kombinaltunk 2,5-2,5 ul i5 és i7 indexprimerekkel, és hozzaadtuk a tagmentalt DNS-
mintahoz. Az indexprimerekkel 12 PCR-ciklust végeztiink. A PCR reakci6 a kdvetkez6
Iépésekbdl allt: a kezdeti 30 mp-es 95°C-on torténd elédenatruaciot 95 °C-on 10 mp-es
denaturacios |épés kovette, az annellacié 55 °C-on 30 mp-ig tartott, majd 72 °C-on 30
mp-ig az extenzio. A PCR-ciklusokat kovetéen a mintakon elvégeztink egy végsé
extenzids lépést: 5 p-ig 72 °C-on, majd 10 °C-on tartottuk azokat. A létrehozott indexalt
NDS konyvtarat a Gel/PCR DNA Fragments Extraction Kit (Geneaid Biotech Ltd., Taipei,
Tajvan) segitségével tisztitottuk a gyartd utasitasainak megfeleléen. A tisztitott DNS
mintak koncentraciojat Qubit 2.0 berendezéssel hataroztuk meg Qubit dsDNA HS Assay
Kit (Thermo Fischer Scientific, Waltham, MA, USA) segitségével. A konyvtar DNS-eit
pooloztuk és denaturaltuk. A denaturalt kényvtar poolt 1,5 pM végkoncentracioban
NextSeq 500/550 Mid Output aramlasi cellara toltéttik, és lllumina® NextSeq 500

szekvenaloval (lllumina, San Diego, CA, USA) szekvenaltuk.

6.2.9. Mapping és a genom szekvenciak osszeallitasa

Az NGS altal nyert szekvenciaolvasasokat a Geneious Prime 2019.0.3
(Biomatters Ltd., Auckland Uj-Zéland) segitségével dolgoztuk fel. A readeket a
sertésgenomhoz (Sscrofall.l, GenBank azonosito: GCF_000003025.6) mappeltik a
gazdaszervezet DNS-szennyez6désének meghatarozasa és kiszlirése érdekében. Az
igy kapott — mar csak viralis readeket tartalmazé — readeket az ASPV Belgium 2018/1
(GenBank azonositd: LR536725) térzséhez illesztettik és ez alapjan hataroztuk meg a
konszenzus szekvekciat. A mappelés érzékenységét kdzepesre allitottuk be, a Geneious

alapbeallitasait hasznalva.
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6.2.10. Sanger-szekvenalas

Harom nehezen meghatarozhato régiét Sanger-modszerrel szekvenaltunk, mely
szakaszok amplifikalasahoz PCR reakciét terveztiink. A primereket SnapGene program
(Dotmatics, Bishop’s Stortford, UK) segitségével terveztiik és a Sigma-Aldrich vallalattol
(Sigma-Aldrich, Saint Louis, MO, USA)) rendeltukA kulénb6zé fragmentumok
amplifikalasahoz hasznalt primerparok adatait az 1. tablazat tartalmazza. A
szekvenalashoz a szakaszokat Primestar GXL kit GC PCR mix-szel (Takara Bio Inc.,
Japan), 25 ul végtérfogatban, 1 pl tisztitott ASPV DNS-sel, a gyarté utasitasai szerint
amplifikaltuk. Az amplifikaciot a kdvetkezd PCR programmal végeztik: 98 °C-on 30 sec
elédenaturaciot 30 ciklus kdvetett (98 °C 10 sec, 60 °C 15 sec, 68 °C 1 min), majd a
végs6 extenzié 68 °C-on 2 percig tartott. Ugyanezeket a primereket hasznaltuk a

BaseClear B.V. (Leiden, Hollandia) altal végzett Sanger-szekvenalashoz.

1. tablazat: A poliC/G régidkhoz hasznalt primerek

Régid Primer Primer szekvencidja
neve
SeQASF_L o GAGATAGCCAAATCAAAATAC -3'
4234-F
14067-14379
seqASF_1 , ,
5’- CGATTGTAAACTGTATAGTTAATCG -3
4234-R
seqASFV _ , ,
15670-F 5'- CAAAGCAGCCTGTATATGCAATACC -3
15551-15809
seqASFV _ , ,
15670-R 5’- CAATCATTCTATTGTAAACTGTAGAG -3
seqASFV _ , ’
20022-F 5 - TAGTACATCAATGTTGTAAGTTTG -3
19845-20072
seqASFV_ , ,
20022-R 5’- CTATCTAAACGTGCTTCTATGAATTC -3

6.3. A modositott virusok eldallitasa

6.3.1. Plazmidtervezés és az Lv17/WB/Riel/d110-11L konstrukcid o6sszeallitasa
Az Lv17/WB/Riel/d110-11L konstrukciot az Lv17/WB/Rie1 torzsbdl az MGF 110-

promoterének szabalyozasa alatt allé zold fluoreszkal6 fehérjére (eGFP) cseréltik.
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A CRISPR-Cas9 rendszerhez sziikséges rekombinans transzferplazmid (p14L-
eGFP) létrehozasahoz a pUC19 vektort (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA)
hasznaltuk gerincként. A rekombinacids kazetta tartalmazta a bal homolog kart (1108
bp), az ASPV p72 promoterét, az eGFP gént és egy jobb homoldg kart (1120 bp) (6.
abra). A pl4L-eGFP-t a linearizalt pUC19 transzfer plazmidbdl és a rekombinacios
kazetta harom egymast atfedé fragmentumabdl allitottuk dssze (2. tablazat), amelyet
elézetesen PCR-el hoztunk létre a Seamless PLUS Cloning and Assembly Kit (Thermo
Fisher Scientific, Waltham MA, USA) hasznalataval, a gyarté utasitasai szerint. A
transzferplazmid létrehozasahoz szikséges primereket a Sigma-Aldrich cégtdl rendeltiik

és szekvenciajukat a SnapGene programmal terveztik.

(5629 .. 40) reg3 14 haz-pl R [CAP binding site|

T M13rev| lac py,
o
lac operatgr 'Oter

(4506 .. 4544) reg2? 14 GFP-ha2 R —__
(4505 .. 4545) reg3 14 GFP-haz F —_/j}

(4443 .. 4463) szekv3—_Jfi

di1o0-11L
5647 bp

(3742 .. 3807) regl 14 ha1l-p72 R~
(3768 .. 3628) reg2 14 p72-GFP F

\ szekvl (2536 .. 2556)
regl 14 pl-hal F (2634 .. 2676)

6. abra: Az Lv17/WB/Riel/d110-11L konstrukcidhoz tervezett rekombinaciés kazetta sematikus abraja
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2. tablazat: A transzferplazmid létrehozasahoz sziikséges primerek és szekvenciajuk

Felerdsitett régié Primer neve Primer szekvenciaja

5-ACGGCCAGTGAATTCGAGCTCGGTA

pUC19 + 1. homoldg kar regl di1l F CGTTATGTTGATAGTGTA-3'

1. homoldg kar + p72 reql d1l R 5-ATATAATGTTATAAAAATAATTTATTGTT
prométer 91 — TTTATTAAATACGTATAAAGGGTTTAGTCATTAATAG-3'

5-TATTTAATAAAAACAATAAATTATTTT

p72 promoter + eGFP  reg2 d11 F 1A ACATTATATATGGTGAGCAAGGGCGAGGAGC-3'

5-GCTACTCAGTCCTC

2. homolog kar + eGFP  reg2_d11_R ATTTTACTTGTACAGCTCGTCCATG-3'

5-GCATGGACGAGCTG

eGFP + 2. homolog kar  reg3_d11_F TACAAGTAAAATGAGGACTGAGTAGCC-3'

5-GGAAACAGCTATGACCATGATTAC

PUCLY +2. homolog kar reg3_d11 R 0o anGCTTGCATGCCTCTATAAAGCAATACTGTC-3'

Két gRNS plazmidot hoztunk Iétre egy upstream és egy downstream kettésszalu
protospacer oligonukleotid (3. tablazat) pX330-DNLS1 2-NeoR plazmidba valo
klbnozasaval.

3. tablazat: A gRNA kialakitdsahoz hasznalt oligonukleotidok

Oligonukleotid neve Oligonukleotid szekvenciaja
CRISPR11_p72F 5-CACCG CTAAACCCTTTATACGCTGT-3'
CRISPR11L_p72R 5-AAAC ACAGCGTATAAAGGGTTTAG C-3'
CRISPR11L_endF 5'-CACCG GTAATTCATGTGCAAGAATG-3'
CRISPR11L_endR 5-AAAC CATTCTTGCACATGAATTAC C-3'

6.3.2. Az Lv17/WB/Riel/d110-11L konstrukcio eléallitasa

A mutans virusok el6allitasara CRISPR/Cas9-kozvetitett homoldg rekombinaciot
hasznaltunk Borca és mtsai. (2018) szerint. A PAM sejteket 6 vajatu (Thermo Fisher
Scientific, Waltham, Massachusetts, USA) sejttenyészté lemezre (5 x 10%/vajat)
szélesztettlk 24 oraval a fertézés és transzfekcié el6tt. Minden egyes vajatot 3 MOI
(multiplicity of infection) Lvl17/WBJ/Riel ASPV torzzsel fertéztink 2 ml RPMI-1640
(Thermo Fisher Scientific, Waltham, Massachusetts, USA) tapfolyadékban. A
transzfekciohoz tapfolyadékban 6sszekevertiink 1,5 ug transzfer plazmidot és 0,75-0,75
Ml gRNS plazmidot 150 pul RPMI-1640 médiumot, majd 10 ul Fugene HD (Promega,

Madison, Wisconsin, USA) transzfekciés reagenst adtunk a kevert plazmidokhoz.
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Szobahémérsékleten torténd 10 perces inkubalas utan a keveréket a fert6zott
makrofagokhoz adtuk. A transzfektalt PAM sejteket 37 °C-on, 5% CO; tartalom mellett

inkubaltuk 24 éran keresztl.

6.3.3. Az Lv17/WB/Riel/dCD-dGL konstrukcio eldallitasa

Az ASPV Lv17/WB/Riel/dCD-dGL izolatumot homogén mCherry markergént
tartalmazé Lv17/WB/Rie1/dGL és eGFP markergént hordozé Lv17/WB/Riel/dCD
mutans virusokbol torténé rekombinaciéval hoztuk létre, amely konstrukcidokat az ATKI
Funkcionalis Virolégia Csoport munkatarsai terveztek és izolaltak az Lv17/d110-11L
virusnal alkalmazott médszer szerint. A PAM-okat a fent leirtak szerint szélesztettik és
3-3 MOl-val fertéztuk az Lv17/WB/Rie1/dGL és Lv17/WB/Rie1/dCD virusizolatumokkal.
Az 1 6ras inkubacié utan a fellluszot eltavolitottuk, és friss PAM-fenntarto tapfolyadékra
cseréltik. A fellluszét 3 nap elteltével Osszegylijtottik. A rekombinans virusokat
manualisan tisztitottuk fluoreszcens mikroszkop alatt. Miutéan az allomanyt homogénnek

tekintettlk, tovabbi két véghigitasi Iépést végeztink.

6.3.4. Az Lvl7 /WB/Riel/d24 konstrukcio eléallitasa

Az ASPV Lv7/d24 izolatumot sorozatpasszazs utjan hoztuk létre. Az els6 8
passzazst Cos7 sejtekben (ATCC CRL-1651) végeztik 80-100%-0s konfluencia mellett,
75 cm? -es szOvettenyésztd flaskaban. A sejteket DMEM tapfolyadékban (Capricorn,
Ebsdorfergrund, Németorszag) tartottuk fenn magas glikézkoncentraciéval, amelyet
10% (v/v) FBS-el, 1X antibiotikum/antimikotikum oldattal egészitettiink ki. A sejteket
37 °C-on inkubaltuk 5% CO, mellett. A Cos7 sejteket 3 MOI Lv17/WB/Rie1 toérzzsel
fertéztik. Minden passzazsban 7 nap elteltével 200 ul feltluszét vittink at uj Cos7
sejtekre. A nyolcadik passzazs utan a kovetkezd 3 passzazst sertés alveolaris

makrofagokban. végeztik. Minden 3 nap utan 200 pl felGluszét atvittink friss PAM-okra.

6.4. A virusok izolalasa

A mutans virusokat fluoreszcens mikroszkép alatt izolaltuk manualisan, ugy, hogy
a fluoreszcensen vilagitdé (markergént tartalmazé mutans virussal fert6zoétt) sejteket
pipetta segitségével elkildnitettiik a nem fluorszecensen vilagitd sejtektdl. Az izolalt,
tehat mutans virussal fert6zott sejteket 100 yl RPMI tapfolyadékban lefagyasztottuk,
haromszor felolvasztottuk, majd 10-szeres sorozathigitast készitettiink. 96 vajatu
lemezre (Thermo Fisher Scientific, Waltham, Massachusetts, USA) szélesztett PAM-okat
fertéztiink az izolalt virussal, majd 37 °C-on inkubaltuk 24 éran at. Ezt az eljarast addig

ismételtik, amig az eGFP-t kifejezd fert6zott sejtek aranya elérte a 100%-ot.
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6.5. A virus stockok eléallitasa

Az izolalt virusok nagy mennyiségben torténd elballitasahoz — mind a harom
mutans virus esetében — a PAM-okat 75 cm?-es szOvettenyészt6 flaskara (SARSTEDT
AG&Co. KG, Numbrecht, Németorszag) szélesztettilk, majd 100 pl izolalt virussal
fertéztlik. A virust tartalmazo fellluszét harom nap mulva haromszori fagyasztassal és

olvasztassal dsszegy(ijtottik és titraltuk.

6.6. Immunfluoreszcens festés (IF) és titermeghatarozas

Az titert IF festés alkalmazasaval a legmagasabb higitasi foknak és a fert6zott
sejtek szamanak ismeretében allapitottuk meg, fluoreszcens fékuszegység (FFU) alapu
meghatarozassal.

A virusokbdl tizszeres higitasi sort készitettiink, majd 96 vajatu sejttenyésztd
lemezre szélesztett PAM sejteket fertdéztlink a higitott mintakkal. Huszonnégy éraval a
fertbzés utan a sejteket 3%-os formaldehiddel (VWR International, Radnor,
Pennsylvania, USA) fixaltuk, amelyet 1x foszfat-pufferelt sdoldatban (PBS) (Capricorn
Scientific GmbH, Ebsdorfergrund, Németorszag) higitottunk. A formaldehid eltavolitasa
utan a sejteket kétszer mostuk immunfluoreszcens (IF) mosépufferrel (1,5 g BSA, 30 ml
10x PBS desztillalt vizzel feltéltve 300 ml-re). Ezt kdvetden a sejtek feltarasa érdekében
15 percig, 50 pl, 1%-0s Triton X-100-zal kezeltik a mintakat. A Triton X-100 eltavolitasa
utan ujabb kétszeri mosas kovetkezett.

Az immunfluoreszcens festést sertés anti-ASPV poliklonalis antitesttel
(Panstwowy Instytut Weterynar-yjny, Putawy, Lengyelorszag) végeztik, amelyet 5%-0s,
inaktivalt I6szérumot tartalmazé PBS-ben 2000-szeresre higitottunk és 1 6ran at
inkubaltunk. A masodlagos jeldlés CF®568 anti-sertés masodlagos antitesttel (Biotium,
Fremont, CA, USA) 1000-szeres higitasban tortént. A sejtmagokat 1 pg/ml
USA) reagenssel festettik, majd szintén 1 éran at inkubaltuk. A feleslegben jelen 1évé
ellenanyagokat IF pufferben to6rténé mosassal tavolitottuk el. A kiértékelést Axio
Observer D1 (Zeiss, Oberkochen, Németorszag) tipusu inverz fluoreszcens

mikroszképpal végeztuk.

6.7. Képiaszam meghatarozas

Az ASPV  kulénb6zé  génmddositott  izoldtumainak  kdpiaszamanak
meghatarozdsahoz hasznalt reakcié soran alkalmazott primereket az MN715134
azonositoju szekvencia alapjan terveztik SnapGene program segitségével az ASPV

konzervativ p72 génjének egy 328 nukleotid hosszu régidjara.
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A gPCR 25 pl végtérfogatu reakciooldata 12,5 yl 2X DreamTag PCR Master Mix-
et (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA), 1,25 pl 20X EvaGreen festéket
(Biotium, Fremont, CA, USA), 1 pl forward (F2: 5-TACGTTGCGTCCGTGATAGG-3') és
1 ul reverse (R2: 5-AGTTCGGATGTCACAACGCT-3') primereket tartalmazott 1 pM
koncentracioban. A primerek a Sigma-Aldrich cégtdl szarmaznak.

A keverékhez a huszszorosra higitott feltluszobdl 1 ul templat DNS-t adtunk. A
fert6zott PAM sejtek higitott fellluszéja 72 °C-on térténd, 20 perces hbkezelés utan
kozvetlenil templatként kertilt felhasznalasra a reakciéban.

A PCR reakcié 5 perces 95 °C-on torténd el6denaturalassal kezdédoétt, amelyet
35 ciklus kovetett: denaturalas 95 °C-on 30 masodpercig, az anellacié 62 °C-on 30
masodpercig, az elongacié 72 °C-on 35 masodpercig tartott, melyet egy végsoé
elongaciés lépés kovetett 72 °C-on 5 percig. A gqPCR specifitasat olvadasi
gbrbeelemzéssel ellendriztuk. A viruskopiaszamokat a tisztitott amplikon 10-szeres

higitasaval készilt standard gorbe segitségeével szamoltuk ki.

6.8. A mutans virusok szekvencia adatainak vizsalata

A mutans virusok (Lv17/d110, Lv17/dGL-dCD, Lv17/d24) esetében is a
szekvenciak Osszeadllitdsa a Geneious Prime 2019.2.3 programmal tortént. Az
elemzéshez Bowtie2 és BBMap térképezési moddszereket hasznaltunk normal

érzékenységgel. Referenciaként az Lv17/WB/Rie1 térzset hasznaltuk.

6.9. Statisztikai elemzés

A virustiterek kozoétti szignifikanciaszint meghatarozasara a Mann-Whitney U-
tesztet hasznaltuk, az Lv17/d110 virus specifikus fert6z6képességének statisztikai
elemzéséhez a Kruskal-Wallis-tesztet alkalmaztuk. Friedmann tesztet hasznaltunk az
Lv17/dGL-dCD, Lv17/d24 és az Lv17 virusok Osszehasonlitdsara. A <0,05 p-értéket
tekintettlk statisztikailag szignifikdnsnak. A statisztikai elemzéseket az R szoftverrel

(4.2.2. verzio) | végeztuk.
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7. Eredmények

7.1. Ujgeneraciés szekvenalé médszer fejlesztése

7.1.1. A PAM sejtek fogékonysaganak vizsgalata

A szakirodalombal ismert tény, hogy a PAM sejtek ASPV-vel val6 fertézhetésége
rendkivil korilményes és nehezen reprodukalhatd, a fertézési kérilmények csekély
szintli megvaltoztatasa is a fert6zhet6ség nagy mértékli megvaltozasaval jarhat. Emiatt
a szekvenalasi protokoll kidolgozasahoz elészor az PAM-ok fogékonysagat és fert6zési
dinamikajat vizsgaltuk és standardizaltuk.

A fogékonysag vizsgalata soran a szélesztés utan 2 éranként fertéztik a sejteket
24 6ran at, illetve egy hosszabb kisérlet soran 144 6ran at (7. abra). A fert6zést
immunfloureszcens mikroszkép segitségével detektaltuk. A kétorankénti fertézéskor A
PAM sejtek fogékonysaganak oszcillacidja figyelheté meg. Bar 4-8 6raig enyhén
megugrik a fertézhet6ség, de 8 6ra utan visszacsokken. A szélesztés utan 18 oraval
azonban ismét megné a PAM-ok fogékonysaga, viszont 20 éraval a szélesztés utan
drasztikusan lecsokken. Ezutan ismét egy ndvekedés figyelhetd meg, azonban az
eddigiektél eltéréen jelentésébb meértékben né meg a PAM-ok fertézhet8sége. A
legnagyobb fogékonysagot a sejtek a szélesztés utan 24 6raval mutatjak. Ezt az
eredményt a hosszabb fertézési kisérlet is alatdmasztja; 24 6raval a szélesztés utan

jelentésen magasabb a PAM-ok fertézhet8sége, mint a kisérlet tobbi idépontjaban.
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7. abra: ASPV-vel fert6zétt sejtek aranya a fertézés (A) elsé 24 és (B) els6 144 orajaban

7.1.2. Az ASPV fert6zési dinamikajanak vizsgalata

Az ASPV-t PAM sejteken szaporitottuk, a fentebb leirtak szerint 24 6rara fert6ztik
a sejteket, majd a fertézott sejtek dinamikajat immunfluoreszcenciaval kdvettiik nyomon
24, 48 és 72 hpi-nal. A fertézési arany 24 és 48 hpi-nél nagymeérték{i varianciat mutatott
(0,5-20%, illetve 15-60%) még akkor is, ha a parhuzamos fert6zésekhez ugyanazokat a
sejt- és viruspreparatumokat hasznaltuk. 24 hpi-t6l a fert6zési ratatdl kvazi fuggetlenal
azonban altalaban 72 éraval a fert6zés utan a sejtek 90%-anal lizist figyeltink meg; a
nem lizalt sejtek ~90%-a bizonyult fertézéttnek (8. abra). A fertézés utan 72 éraval a
fellluszot Osszegyljtottik és centrifugaltuk, hogy megszabaduljunk a sejttérmeléktél,

majd a mintakbdl kivontuk a DNS-t.

53



8. abra: Az ASPV fertb6zés hatasa a primer makrofagokra 72 ora elteltével. A sejteket probafertézéssel (A)
vagy ASPV 3 MOI-val (B) fertéztiik. A sejtmagokat Hoechst 33342 reagenssel (kék), a fert6zétt sejteket
(piros) ASPV pozitiv szérummal és CF488-mal jelélt anti-sertés masodlagos antitestekkel mutattuk ki.

7.1.3. A DNS mennyiségi meghatarozasa és a virus DNS maximalizalasa

A DNS mennyiségi meghatarozasahoz hasznalt Virotype ASFV PCR Kite
lehetbvé tette az ASPV DNS és sertésgenom egyideji kimutatasat dual PCR
segitségével. Az eredményeket harom parhuzamos mérés atlagabol szamoltuk. A
ciklusszam (Ct)-értékek ~22 és ~29 koril alakultak mindharom mintanal az ASPV és a
sertés DNS esetében (4. tablazat).

4., tablazat: A kezdeti Ct értékek a mintakban

Kezdeti Ct
ASPV |Sertésgenom | Kiilonbség
S1 22,08 28,33 6,25
S2 21,78 28,35 6,57
S3 22,49 29,09 6,6

7.1.4. A gazdagenom DNS-sel vald szennyezddésének minimalizalasa

A DNaz kezelést és az ultracentrifugalast széles kérben hasznaljak a szennyez§
gazdaszervezet DNS-ének eltavolitasara az ASPV-mintakbdl (Chapman et al., 2011,
Bacciu et al., 2016; Olesen et al., 2018b). Mivel az ultracentrifugak dragak és messze
nem tartoznak az allatorvosi BSL3 laboratériumok standard eszkodzei kozé, a DNaz
kezelések hatékonysaganak ndvelésére és eredményének nyomon kovetésére
koncentraltunk.

A fotalis borju szérummal kiegészitett, sejtlizatum tartalmu PAM tenyésztd oldat
komplex fehérjeoldat, amely kétértékl kation- és DNS-kotés révén képes gatolni a DNaz
| aktivitasat (Kroll and Elin, 1985). A hatékony DNaz | kezelés biztositasa érdekében a
virust tartalmazé tapoldatot kétszeresére higitottuk hozzaadott MgClx-t tartalmazo

nukleaz pufferben. A 75U DNaz I-el térténé 1 6ras inkubaciot kdvetéen a reakciot EDTA-

54



val leallitottuk, és a virus nukleinsavat oszlopon tisztitottuk. A kiindulasi 3 mintabol 3-3
parhuzamos kezelést végeztink. A virus DNS detekcidja soran a legtobb esetben
minimalis novekedést (Ct +1-2) észleltink a kezeletlen és a DNaz I-el kezelt mintak Ct-
értékei kdzott. A gazdaszervezet DNS-ének mennyisége ezzel szemben jelentdsen
csOkkent, azonban a csOkkenés mértéke mintanként eltérd volt, amint azt a HEX
(sertésgenom specifikus) csatornaban a Ct-érték névekedésének széles tartomanya (9-
tél 18-ig) jelzi. Az egyik mintanal pedig a harmadik parhuzamos kezelés nem mutatott

eredményt (5. tablazat).

5. tablazat: A DNaz | és EDTA kezelés utani Ct értékek

Dnaz | + EDTA utani Ct
ASPV | Sertésgenom | Kiilonbség
24,36 41 16,64
S1 24,21 41 16,79
23,1 41 17,9
23,48 32,71 9,23
S2 23,66 36,86 13,2
23,67 34,56 10,89
23,74 35,43 11,69
S3 23,91 32,62 8,71
N/A N/A

7.1.5. A virus-DNS nem specifikus amplifikacidja

A DNS abszolut mennyiségének novelése érdekében az NGS mintael6készitési
protokollokhoz teljes genom amplifikaciét (WGA) végeztink a REPLI-g Mini Kit
segitségével. A reakcidhoz a legmagasabb virustartalmu (viralis Ct ~23, gazdaszervezet
Ct >40), tisztitott DNS-mintakat valasztottuk ki. A WGA-reakciét kovetden a qPCR
kimutatta a virus DNS-tartalom ~1000-szeres novekedését (Ct ~23 vs. Ct ~14), mig a
gazdaszervezet DNS-ét — amelyet 41-es szammal jeloltink a 40 ciklusig tart6 PCR
reakcid miatt — nem lehetett kimutatni (9. abra és 6. tablazat). A WGA-reakciébdl
szarmazo DNS-; a tisztitds eredményeként 0,3-0,8 pg DNS/reakcio keletkezett. Egy
mintanal a Repli-g kezelés utan nem kaptunk értékelhet6 eredményt, a maradék 7 kozdl
pedig a 4 legjobb eredményt mutaté mintat lllumina és lon Torrent NGS szekvenalashoz

hasznaltuk fel.
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6. tablazat: A kilonb6z6 kezelések utan mért Ct értékek o6sszehasonlitasa

Kezdeti Ct Dnaz | + EDTA utani Ct Repli-g utani Ct
Sertés Sertés Sertés
ASPV genom Kilonbség ASPV | geno [Killonbség ASPV | geno |Kiilonbség
m m
24 36| 41 16,64 |[13,96| 41 27,04
S1 | 22,11(28,33 6,25 24211 41 16,79 |12,63]| 41 28,37
231 41 17,9 17,231 41 23,77
23,481 32,71 9,23 16,251 41 24,75
S2 | 21,8 128,35 6,57 23,66 | 36,86 13,2 12,12 41 28,88
23,6713456| 10,89 |13,57| 41 27,43
23,7413543] 11,69 12,87 41 28,13
S3 | 22,5 129,09 6,6 23,911 32,62 8,71 N/A N/A
N/A N/A
40 @0 O e®20
® @ Max. Ct
35
@ Min. Ct
30 D .O DAtlag
25 @® s41
E] .O I:l ..®® Ton Torrent
G 20 ® 543
Ion Torrent
15 o®
@9 @S1 Nlumina
10
© 820
5 Ilumina
hirom egyedi  hdrom egyedi nyolc egyedi nyole egyedi hét egyedi hét egyedi
minta minta minta minta minta minta
ASPV Sertés ASPV Sertés ASPV Sertés
Nem kezelt DNaz kezelt WGA

9. abra: Kiilbnbézbképpen kezelt ASP-mintak gazdaeredeti- és virus DNS-tartalma. A kvantitativ kett6s
PCR-t a Virotype ASFV PCR Kit segitségével végeztiik. Az egyedi és atlagolt mintak Ct-értékeit szines
korok, illetve sziirke doboz jelli. Az atlagokat az X tengelyen feltiintetett mintak alapjan szamitottuk ki. A
szirke kérék a minimalis és maximalis értékeket jelzik. A 40-nél magasabb Ct-értékeket (nem kimutathato
gazdaszervezeti DNS) 41-es szam jel6li. A telies genom amplifikaciot (WGA) a REPLI-g Mini Kit
segitségével végeztik.
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7.1.6. Az ASPV genom NGS szekvenciaelemzése

Az elmult néhany évben az lllumina és az lon Torrent rendszerek valtak a
mikroorganizmusok teljes genomjanak szekvenalasara leggyakrabban hasznalt NGS
platformjaiva. Az ASPV szekvenalasahoz a leghatékonyabb megoldas megtalalasa
érdekében 6sszehasonlitottuk a két modszert ugy, hogy két ASPV-mintat futtattunk a két
platformon.

A szekvencia adatok elemzése azt mutatta, hogy a viralis readek szama mind a

négy mintdban meghaladta a szennyezd nukleinsavak readjeinek szamat (7. tablazat).

7. tablazat: A négy szekvenalt minta altalanos adatai

Moédszer Mintaszamok rvei;?tiai r\éi;?(iei Atlagos Szoéras
(ASFV_HUN_2018) cadex ! lefedettség
aranya (%) szama
lon PG S43 90.4 179,325 197 129.1
System
lon PGM s41 87.7 152,865 158 106.5
System
NextSeq s1 50 6,835,057 2557  1624.9
lllumina
NextSeq S20 77 7,115,377 2692  1897.6
lllumina

A virdlis readek dsszeallitasahoz referenciatérzsként az ASFV Belgium 2018/1
(GeneBank azonositd: LR536725.1) torzset hasznaltuk, a bioinformatikai elemzéseket a
Geneious Prime 2019.0.3 programmal végeztuk.

Az lon Torrent platformon szekvenalt mintdk (minimalis lefedettség 35)
homopolimer szakaszaiban a referencia szekvencidahoz képest szamos (~131) nem
egyértelmien meghatarozhatd nukleotidot talaltunk, féként egy- és két nukleotidos
indelek formajaban. Ezen felll a platformon a viralis readek szama és az atlagos
lefedettség is joval alacsonyabbnak bizonyult az Illlumina moddszerrel kapott
eredményekhez képest (7. tablazat).

Az lllumina platform eredményeiben sokkal ritkabban fordultak el6 nem
meghatarozhaté nukleotidok. Ezek az egyik minta adatainak feldolgozasa utan (~7 millio
viralis read) mar csak a harom leghosszabb homopolimer régiora (14224-14236 (13C),
15665-15680 (16C), 19991-20001 (11G) korlatozodtak, amelyek tébb mint 10 C/G
nukleotidot tartalmaztak. Ezeknek a régidknak a pontos szekvencigjat, igy a
homopolimer régidk pontos hosszat még a két lllumina-mintabdl szarmazo dsszes viralis
read (kb. 14 millid) feldolgozasaval sem lehetett egyértelmiien meghatarozni. igy az

ASFV_HU_ 2018 pontos szekvenciajanak meghatarozasahoz ezt a harom régiot Sanger-
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modszerrel kellett vizsgalni. Az amplikonok szekvenciai a poliC/G szakaszokig
(upstream) mindkét iranybdl jol definidltak voltak, mig a C/G szakaszok utan
(downstream) minden esetben szekvenciacsuszast észleltink, ami szintén
megnehezitette a pontos C/G szamok meghatarozasat (10. abra). A poliC/G traktusok
méretét és a korllottik 1évs tényleges szekvenciat az ellentétes szalak leolvasasainak

Osszehasonlitasaval és elemzésével hataroztuk meg.

—"""Gk—»rt—'GGGGGGGGGGGGGGGG[RS(&r‘»‘s:l—r——r""

vs ’

10. abra: Sanger-szekvenalas utan a szekvenogram elcsuszasat szemlélteté abra a 10-nél tébb C/G-t
tartalmazo régioknal

E harom poliC/G szakaszon kivil az Illumina readek mindkét mintaban
egyenletes lefedettséget mutattak a genom nagy részén (atlagos lefedettség: 2692,4,
szoras: 1897,6, illetve 2557, szoras: 1624,9), kivéve a terminalis régiokat, ahol a viralis
readek lecsdkkentek.

A csak egy csatorna adataibdl szarmazé adatok feldolgozasa (~1,8 millié read)
még mindig nagyon j6 lefedettséget biztositott a genom nagy részén, és 6t rovid
(6sszesen ~440 nukleotidot erint6), nem megfelel6 lefedettségl (<10) nukleotidszakaszt
eredményezett a két termindlis régidoban (1-3200 és 188,800-190601), amelyek
akadalyoztak a pontos szekvencia meghatarozasat (11. abra). Bar a két (3,6 millié read)
vagy harom (5,4 millié read) csatorna adatainak feldolgozasa csdkkentette a hianyos
szakaszok szekvencia adatainak kiterjedését, még mindig maradtak nem megfelel$

(<10) lefedettségi részek ezekben a régidkban.
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11. &bra: Az ASPV genom nukleotidfedettségeinek grafikus megjelenitése az S20 mintaban. A vizszintes
kék savok a nem megfeleld (<10) lefedettségli régiokat jeldlik a terminalis régidkban. A vizszintes z6ld sav
a harom nem meghatarozhaté homopolimer C/G régiét jel6li. A fliggéleges skalan 1évé szamok a minimalis

és maximalis lefedettségi értékeket jelzik. (A), egy csatorna adatai; (B), két csatorna adatai; (C) négy
csatorna adatai.

7.2. Az Az Lv17/WB/Riel/d110-11L konstrukcio tulajdonsagai

7.2.1. Az MGF-110 11L gén tulajdonsagai

Az MGF-110 11L gén funkcidja jelenleg ismeretlen, vizsgalataink soran egyedi
jellemzdi miatt esett valasztasunk erre a génre.

Az MGF-110 11L gén a kulénbdzé torzsekben genetikai szinten rendkivul
valtozatos tulajdonsagokkal rendelkezik. A szakirodalom alapjan fuziondlhat
szomszédos MGF-110 génekkel, példaul az MWI_LIL_20_1_1983 térzsnél az MGF-110
9L és a 11 L gének kozott torténik fuzid, az NHV izolatumnal a fuzié a teljes MGF-110
14L fehérje, a 13 L fehérje amino-terminalis és 11 L karboxi-terminalis vége kodzott
torténik (Upton, 2020).

Az MGF-110 11 gén az MGF 110 géncsalad egyik legelkilénllébb tagja,
legkdzelebbi rokona az MGF-110 13L gén. Nukleotid szinten a két gén 80%-o0s
szekvencia azonossagot mutat, aminosav szinten 69%-0s az egyezés a két géntermék
kozott (12. abra).
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(A)

Lvl7/HB/Riel_110-11L
Lvl17/HB/Riel_110-13L
Consensus

Lvl7/HB/Riel _110-11L
Lv17/MB/Riel_110-13L
Consensus

Lvl7/HB/Riel_110-11L
Lvl7/HB/Riel_110-13L
Consensus

Lvl7/HB/Riel_110-11L
Lv17/HB/Riel_110-13L
Consensus

Lvl7/HB/Riel _110-11L
Lvl7/HB/Riel _110-13L
Consensus

Lvl7/HB/Riel _110-11L
Lv17/MB/Riel_110-13L
Consensus

Lv17/HB/Riel_110-11L
Lv17/MB/Riel_110-13L

(B)

Lv17/HB/Riel_110-11L
Lv17/HB/Riel_110-13L
Consensus

Lv17/HB/Riel_110-11L
Lvl17/HB/Riel_110-13L
Consensus

Lv17/HB/Riel_110-11L
Lv17/HB/Riel_110-13L
Consensus

12. abra: Az

1 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110 120 130

I 1
ATGARGGTTCTAGGACTTTTGTTGGGCTACTCAGTCCTCATTCTTGCACATGARTTACCAGARTTACCARGARCCCAGCATCCTCCTARGGAGGAGCTTCCATATTGGTGTACGTATGTARAGAARTTGTG

131 140 150 160 170 180 130 200 210 220 230 240 250 260

I 1
ACTTCTGCTGGGATTGTCARARTGGCATTTGTARARATARGATARCARATGAGTCTARTTCGATGARTTCGATTGTARACTGTATAGTTARTCGCARTTCCTGGGGGTGTTTTTATGARATATCAGTTAA

261 270 280 290 300 310 320 330 340 350 360 370 380 390

| 1
AATGCCTARTCATCATARCATGGAGTGTTCACATCCTAGACCCTATACAGGARRTGARRTATTCATGGARARATGGGGGGGGGLTGATTATTGGCCARTCATTATAAGRCATTGTTGTTTTTACCTTGTA

ATGGGGGGGGGTGACCATCARCARTTATCTATAARGCARTACTGTCTCTATTTCATC
ressesssssssesssssesesssssetsssnssesssssssssssssssssssssnssesssssssssssssAENOGGGGLGGTGACCATCcaaCaRaTaacTATARaaCAaTacTGTcTcTAccTcala
391

400 4q10 420 430 440 450 460 470 480 490 500 510 520
I 1
TITAGTATTGTATTTGTAGGTTACATTGTATTTGCATACTATARRAATTTACATCTARRTACCACTATGARACTACTTGCTCTTTTATGTATTTTGATTTGGCTATCTCAGCCGGGTTTARATCGACCCC
ATTGGTATTGCATATACAGGCTGCTTTGTATGTGCGCTTTGTAAGARTCTGCGTCTGAGTACARCCATGARACTTTTCGTTCTTTTGAGTATTTTGGT TTGGTTAGCACAGCCAGTTTTARATCGACCCC
alTaGTATTGeATaTacAGGeTaCaTTGTATgTGCacacTaTARaARTcTaCaTCTaRaTACaACcATGARACTac TeGeTCTTTTaaGTATTTTGaT TTGGeTAgCaCAGCCaGg TTTARATCGACCCC

530 540 550 560 570 580 590 600 610 620

521 630 640 650
| 1

TTT[CRT[TTTTHTRTEﬂﬂﬂEHRHHTTTR[EHHEGR[TTHTHEG[ET[CTHTRHGRGRECTTGHﬂTRCTGETGEHEGTHTGGHRHHEﬂ[TETGHTTTETECTGGGRHTGTHGEHRCGGTHTTTGTRHRHA
TTTCCATCTTTTATACGAARCARATTTTACCARGGACCTATACGCCTCCTATGAGAGAACTTGARTATTGGTGTACGTATGGARARCACTGTGATTTCTGCTGGGATTGTARGARTGGTATTTGTAARRRA
TTTCCATCTTTTATACGAARCARRATTTACCARGGACCTATACGCCTCCTATaAGAGAACTTGARTACTGGTGeACGTATGGARARCACTGTGATTTCTGCTGGGAaTGTAaGARCGGTATTTGTARARA

660 690 700 730 740

651 670 680 710 720 750 760 770
I 1
TARRGTGTGGGATGATATGCCTCTTATTARACARAATGAT TATATTAGTCARTGTAGTATTGCCCGCTATTTTGACCGTTGTATGTATTTTATTARARCCCARATCACCGTATATTCATTATATGGATTGT
TARGGTTTTGGATGATATGCCTCTTATTGTTCARARTGATTACATCAGTARATGTAGTATTACCCGTTTTATTGATCGTTGTATGTACTTTATTGAGCCTARAATACCATATATTCATTATATGARTTGC

TARaGTgTgGGATGATATGCCTCTTATTaaaCARAATGATTACATCAGTaRATGTAGTATTaCCCGeTaTaT TGACCGTTGTATGTACTTTATTaAaCCcAARacACCaTATATTCATTATATGaATTGe

781 790 800 810 816
[} I
TTTCAGCCTACAGCGTATARAGGGTTTAGTCATTAR
TCTCTGCCCACATATTTTA==-==GTTAA

TeTCaGCCcACAgagTaTA. .. .GTTal.coeoaas

780
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1 |

FSIVFYGYIYFAYYKNLHLNTTHKLLALLCILTHLSOPGLNRPLSTFYHKONLPRTYTPPIRELEYHCTYGKHCDF CHECRNGICKNKYHDDHPLIKQNDY ISQCSTARYFDRCHYFIKPKSPYTIHYHDC
IGIAYTGCFYCALCKNLRLSTTHKLFYLLSILYHLAQPYLNRPLSIFYTKQILPRTYTPPHRELEYHCTYGKHCDFCHDCKNGICKNKYLDDHPLIVONDYISKCSITRFIDRCHYFIEPKIPYIHYHNC
igla%tGeiYeAlcKNLrLnTTHKL1alLcIL ' HLaOPgL NRPLSTFYnKOnLPRTYTPPiRELEYHCTYGKHCDFCH#CrNGICKNKY1DDHPLIKONDYISqCSTaRXiDRCHYFIePKiPYIHYHEC

261 271

Jmmmmmmmmt |
FOPTAYKGFSH
SLPTYFS

fqPTaik,...

LV17/WB/Riel MGF-110 11L szekvenciaillesztése A) nukleotid, B) aminosav szinten a
legkdzelebbi rokon MGF-110 13L-hez

Az MGF-110 11L egy masik érdekes tulajdonsaggal is rendelkezik: homopolimer

G/C (hpGIC)
GenBankbol

régioét tartalmaz, amelynek hossza igen nagyfoku variabilitast mutat. A
nyert (2022.11.29.-én megtalalhatd) adatokbél az MGF-110 11L

szekvenciak dsszehasonlitasa alapjan 4-t6l egészen 19 bazis hosszusagu szakaszokat

talalhatunk a

homopolimer régidban (8. tablazat). A homopolimer régié szerepe és a

variancia oka ismeretlen, viszont figyelemre méltd, hiszen egy vagy tdébb nukleotid

inszercio/delécié a G/C régidban frameshifthez vezethet, és mivel a fehérje az indel

nagysagatol figgéen mindharom leolvasasi keretben folytatddhat, ez jelentés variaciot

okozhat a géntermék szekvenciajaban és hosszaban.
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8. tablazat: A GenBankban elérhet6é MGF-110 11L génben lévé homopolimer

régiok hosszanak valtozatossaga

A homopolimer G régié hossza Izolatumok szama
4 bp 1
7 bp 1
8 bp 50
9 bp 23
10 bp 23
11 bp 17
12 bp 10
13 bp 21
14 bp 15
17 bp 1
19 bp 1

Osszesen: 163

7.2.2.Az Lvl17 /WB/Riel1/d110-11L virus eléallitasa és szekvenalasa

Az MGF-110 11L egyedulallé tulajdonsagai, valamint a génre vonatkozo bioldgiai
adatok hianyossaga miatt szeretttk volna megvizsgalni a gén funkcidjat az
Lv17/WB/Rie1 attenualt torzsbdl vald gén delécid segitségével. Az MGF-110 11L
delécidjat CRISPR/Cas9 rendszer indukalt intercellularis homoldég rekombinacio
segitségével valdsitottuk meg. A gén nagy részét (a 825 bp ORF-bél 760 eltavolitasra
kerilt) egy ASPV eredetli p72 promoter altal szabalyozott eGFP riporter génre cseréltik
(13. abra).

SLMGE 1103Lgene. | — MGE 11011 gene o MG 1021 gere

— R — R

13. abra: Az Lv17/d110-11L konstrukcio terve

A transzfer plazmidot, valamint a gRNS-eket és a Cas9 fehérjéket egyarant
expresszald CRISPR/Cas9 plazmidokat egyuttesen transzfektaltuk Lv17/WB/Rie1-
fert6zott PAM sejtekbe. A rekombinans virust az eGFP riportergént expresszalé PAM
sejtekbdl izolaltuk. 1zolalas utan a rekombinans, fluoreszcens mikroszkop alatt a riporter
génre homogénnek tliné virustenyészetet titralva azt talaltuk, hogy a mutans virus titere
(3 x 10® FFU/mI) megkdzelitette a szil6i virusét (7,2 x 108 FFU/ml).

Az Lv17/WB/Riel/d110-11L mutans virust (Lv17/d110-11L) az Illumina platform
segitségével szekvenaltuk. Korulbelll 26 millié readbdl allitottuk 6ssze a szekvenciat, az
atlagos lefedettség megkdzelitette a 42 ezret. A szlil8i genomhoz képest tizennégy Uj,
nem tervezett pontmutaciét taldltunk az Lv17/WB/Riel/d110-11L virus kil6énbdz6

régidiban (9. tablazat). Két mutacié a szabalyozé régidkat érintette: egy szinonim mutacio
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volt, négy aminosavcserét okozott, harom korai fehérjelanc-terminaciét, és négy helyen

nem tudtuk pontosan meghatarozni az adott helyen Iévé nukleotidot, ami kvazispecies

virusok jelenlétére utal az izolatumban.

9. tablazat: Az Lv17/d110-11L virus pontmutacioi

Valtozasok VaItt;zZasok
Pozicio az az .
Lv7 | Lvazidizo- | HYAT9H0- 1 Gen | Egyeb informaciok | CY3KOT
‘s 11L valtozat
genomjaban 111 . .
, . virusnal
virusnal (n)
(as)
A 285L gén
11363 C>T - NCR promoéter/regulator 95.9%
régioja
alifas oldallancot
38598 G>A | va>ie |MGF-505 hordozoaminosav | g qo
5R az eredeti és az ]
aminosav is
korai terminacio,
76238 +A frameshift | EP364R | 304161232 85.4%
aminosavra csokken
a fehérje mérete
112655 C>A | Lys>Asn | GiaaoL | Pazikus aminosabol | 5 o9,
polaris
115161 G-S>T Gly >Cys | G1211R | @Poléris aminosavol | o, 4o,
polaris
Gly-> nem eldoénthet6 CIT=
119295 cC>Y Gly/Asp CP2475L aminosav 56.8/41.2%
Ala> nem eldontheté CIT =
130645 C>Y Ala/Thr NP1450L aminosav 55.4/42.4%
Ala nem eldontheté AIG =
134614 G->R ->Ala/Val NP419L aminosav 55.6/42.9%
Pro - nem eldontheté GIT =
166363 G->K Pro/GIn E146L aminosav 41.1/53.1%
Az 1267L gén
171591 + A NCR promoter/regulator 73.7%
régioja
korai terminacio,
172645 T frameshift | 1243L 243-r61 158 70.0%
aminosavra csokken
a fehérje mérete
savas oldallancot
176321 C->T Asp = Asn 1196L hordoz6 aminosav 98.4%
polarisra cserélédik
korai terminacio,
180817 +T frameshift | MGF-100|  141-r6l 80 69.7%
2L aminosavra csokken
a fehérje mérete
185263 C->T Glu - Glu DP71L szinonim mutacio 85.6%
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7.2.3.AzLv17/WB/Riel/d110-11L szaporodasa PAM sejteken

Az Lv17/d110-11L mutans ex vivo replikaciés jellemzéinek vizsgalatahoz PAM
sejteket fertéztlink az Lv17/d110-11L mutans virussal, kontrollként pedig Lv17/WB/Riel
virustorzset hasznaltunk. A fertézés 0,001 MOI-val tértént 3 parhuzamos mintaval, a
mintakat a fert6zést kovetéen 0, 12, 24, 24, 36, 48, 60, 72, 84, 96 és 108 oraval vettik.
A mintakat ezutdan PAM sejteken titraltuk és qPCR-rel meghataroztuk a bennik levé
virusképiaszamokat. A mutans és a szuléi virusok novekedési kinetikajaban 108 hpi-ig
nem volt szignifikans kulénbség (36 h: p = 0,1642; 48 h: p = 1; 60 h: p = 0,07652; 72 h:
p = 0,08086; 84 h: p = 0,08086; 96 h: p = 0,08086), bar a d110-11L fert6zd virustitere
minimalisan a szUl6i térzsé alatt maradt. 108 hpi-nél hirtelen ugrasszeri ndvekedést
tapasztaltunk az Lv17/d110-11L fert6z6 titerében, a virusmennyiség 12-szeresen
meghaladta az Lv17/WB/Rie1 virusét (1,27 x 10 FFU/ml és 1 x 10° FFU/ml) (14. abra).
Mivel a virusok specifikus fertéz6képessége az utols6 24 déraban nem valtozott
jelentdsen, ez a klloénbség az Lv17/d110-11L lassabb névekedésének és potencialisan

nagyobb virushozamanak kévetkezménye lehet.

1.00E+08

1.00E+07

——

1.00E+06

1.00E+05

log, q titer (FFU/ml)

1.00E+04

=+

1.00E+03
12h 24h 36h 48 h 60 h 72h 84h 96 h 108 h

w—LV17/WB/Riel  0,00E+00 0.00E+00 5.6TE+03 1.53E+04 1.23E+05 2.20E+05 5.03E+05 7.00E+05 1.00E+06
d110-11L 0,00E+00 0.00E+00 2,67TE+03 1.27E+04 8,00E+04 1.03E+05 2.40E+05 3. 7TE+05 1.27E+07

idé (6ra)

14. abra: Az Lv17/d110-11L mutéans virus és a szlil6i Lv17 virus nbvekedési kinetikaja

Mindkét virus specifikus fert6zéképessége kissé meghaladta a 10® kopia/FFU
értéket, de viszonylag allandd maradt a vizsgalati idészak alatt (15. abra). A kiilénb6zé
idépontokban nem taldltunk szignifikdns kulonbséget a két virus specifikus
fert6z6képességében (Lv17/WB/Riel: p = 0,458; Lv17/d110-11L: p = 0,5278). Ezek az
eredmények arra utalnak, hogy az MGF-110 11L gén delécidja és a tovabbi mutaciok

nem befolyasoltak jelentésen az Lv17/WB/Rie1 virus fert6z6képességét PAM sejtekben.
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1.00E+01
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ELv17/WB/Riel 0.00E+00 000E+00  1,02E+03  978E+02  136E+03  1.76E+03  1.58E+03  1.26E+03
d110-11L 0.00E+00 = 0.00E+00  2.81E+03 = L75E+03 = 2.21E+03  6.36E+03 | 2.34E+03  2.39E+03
id6 (éra)

ELv17/WB/Riel di10-11L

15. abra: Az Lv17/d110-11L és Lv17 virusok specifikus fert6z6képessége

7.3. Az Lv17/WB/Riel/dCD-dGL konstrukcié tulajdonsagai

7.3.1. Az Lv17 /WB/Riel/dCD-dGL virus eléallitasa és szekvenalasa

Mivel kdzvetett szakirodalmi adatok arra utalnak, hogy az ASPV-k k6zétt homolég
rekombinacio torténhet (Zhu et al., 2019; Nefedeva et al., 2020), kivancsiak voltunk,
vajon két ASPV-t6rzs keresztezhet6-e in vitro, és lehetséges-e vakcina jel6lt virusokat
homolég rekombinacioval el6allitani és izolalni. Ezért PAM sejteket fert6ztiink nagy
titerben eGFP és mCherry markergéneket hordozé Lv17/WB/Riel/dCD és
Lv17/WB/Riel/dGL térzsekkel. A kapott virusokkal harom nap elteltével sorozathigitast
végeztink és fluoreszcens mikroszkédp alatt detektaltuk a vorés és zold fluoreszcens
sejteket. A fertd6zott sejtek kb. 1-2%-a mutatott vords és zold fluoreszcenciat is, ezeket a
sejteket izolaltuk, és izolalas utan ujra PAM sejteket fertéztlink velik. Az izolalas és a
fertézés folyamatanak Otszori megismétiésével olyan homogén izolatumot kaptunk,
amelyben minden fert6zott sejt vords és zold fluoreszcenciat mutatott. A fert6zott PAM
sejtek fixalasa utan anti-p72 elsédleges és anti-egér masodlagos antitestekkel végzett
immunfluoreszcens festéssel igazoltuk a fert6zés sikerességét. Ezutan a homogén
izolatumot felszaporitottuk és szekvenaltuk. A szekvenalas megerdsitette a
virusallomany homogenitasat, nem talaltunk szil6i szekvencia jelenlétére utalo readet.
A két szul6i térzshez képest hat Uj mutacio fordult eld a bal oldali variabilis régidban (10.
tablazat). Ezek kdzil négy poliC/G régidéban fordult el6, kettd pedig az MGF 300-1L
génben, ami egy aminosav cserét is indukalt. Még érdekesebb, hogy az Lv17/dGL egyedi
szekvencia markereinek (A188516G és C188519T) eltlinése és az Lv17/dCD egyedi
markerének (189481+G) megjelenése a rekombinans Lv17/dCD-dGL genomjaban (16.
abra) arra utal, hogy a kialakulas soran legalabb két atkeresztez6dés tortént; az egyik a

két fluoreszcens marker végpontjai kdzott (75384-96072), a masik az 114799 és 188516
64
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nukleotidok koz6tt. Mindez azt mutatja, hogy ex vivo a kulonb6z6 ASPV-torzsek kozott

rekombinacio térténhet és térténik is viszonylag nagy frekvenciaval, és keresztezéssel

viszonylag konnyen eléallithatok rekombinans torzsek.

10. Tablazat: Egyedi mutaciok az Lv17/dCD, Lv17/dGL és az Lv17/dCD-dGL

genomokban. A szamozas minden esetben az Lv17 genomja szerint térténik.

Pozicioaz |, 17/4cp | Lvi7/dCD | Lv17/dGL | Lvi7/dGL | Lvi7/dCD- | Lvi7/dCD- )
Lviz n) (as) n) (@) | dGL(n) | dGL (as) | ©°"
genomjaban
1384 +1C NCR*
MGF-110
14227 +3C +G 1L
MGF-110
15665 +2C +2C +3C +G 130, 141
17614 +2G NCR*
17829 +1G +1G +2G NCR*
19984 +1G +1G +1G NCR*
21147 Co>T MGEL?’OO
21233 Co>T AST MGT’OO
21781 +2G
114798 GOA GK GoOA GoK G1211R
114799 G>A GoK GA GoK G1211R
MGF-360
188516 A>G 21R
MGF-360
188519 Co>T 21R
189481 +1G +1G NCR

*PoliC/G régio

a)

1384 17614 21147
:+ ==

15665 17629 21233
16. abra. Rekombinacié az Lv17/dCD (a, narancssarga) és Lv17/dGL (b, kék) virusok kdzétt. A
narancssarga szin az Lv17/dCD szekvenciajat jel6li, a kék pedig az Lv17/dGL szekvenciajat. A lehetséges
rekombinaciés helyeket szaggatott vonalak jelzik. A ¢ abran az Lv17/dCD-dGL virus lathato. A
szinatmenetes helyeken nem egyértelmiien eldénthets, hogy a genomszakasz melyik sziil6i virusbol
szarmazik.

114798

14227 21781
b*lIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII.IIIIIIIIIl

114798
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7.4. Az Lv17/WB/Riel/d24 konstrukcié tulajdonsagai

7.4.1. Az Lv17 /WB/d24 virus eléallitasa és szekvenalasa

Az Lv17/WB/Riel Cos7 sejteken torténdé genomstabilitasi vizsgalatat a virus
sorozatpasszalasaval valositottuk meg. Az 5. és 8. passzazsnal mintat vettlink, és az igy
kapott Lvl7 cos5 és Lvl7 _cos8 virusallomanyokat |lllumina platformon
mélyszekvenaltuk. A Riel cos5 szekvenciajat 3 millié readbdl, az Lvl7 cos8-ét 2,8 millid
readbdl allitottuk 6ssze. Az eredmények alapjan megallapitottuk, hogy az Lv17/WB/Riel
deléciét szenvedett a bal oldali variabilis régiéban, és a vizsgalt minta kilonb6zé
hosszusagu deléciés mutansok keverékét tartalmazza (17. abra). Az Lv17_cos8-cal
ezutan ujra PAM sejteket fert6ztiink és még haromszor passzaltuk. Az Uj izolatumot
(Lvl7_cos8_pam3) ismét mélyszekvenaltuk; ebben az esetben 2,2 millio readet
hasznaltunk fel a virus szekvencia 6sszedllitasahoz.

Mindharom virus esetében viszonylag homogén lefedettséget figyeltiink meg. Az
atlagos lefedettség 1912, 2274, 1719 volt az Lv17_cos5, Lv17_cos8, illetve
Lv17_cos8 pam3 esetében, a genomok veégeinél a lefedettség csdkkenését
tapasztaltuk, de a minimalis lefedettség még ott is minden esetben meghaladta a 25-6t
(27, 207, illetve 43). A harom allomany szekvenciaelemzése kimutatta, hogy az
Lv17/WB/Rie1 genomja jelentés atrendezddéseket szenvedett el a bal oldali variabilis
régidban (LVR) nagy indelek formajaban, illetve ezen felll harom pontmutaciot lehetett
kimutatni a vizsgalt passzazsokban: egy G inszerciét 189481 bp-nal egy nem kdédolo
régiéban mind a harom passzazsban, egy C-T tranziciét az M1249L génben 77191 bp-
nal az Lv17_cos5, Lvl7_cos8 passzazsokban, és egy G-A tranziciot az MGF-360 11L
génben 27611 bp-nal az Lv17_cos8 pam3 passzazsban (11. tablazat).

A delécids és inszercios toréspontokat a delécios toréspontok hatarainal 1évé

readek ellen6rzésével és de novo genomdsszeszerelés segitségével is igazoltuk.
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11. tablazat. Egyedi mutaciok az Lv17/d24 virusgenomban

genomja szerint torténik

. A szamozas az Lv17

Pozicié az | Valtozasok | Valtozasok
Lv17 az Lvl17/d24| az Lv17/d24 Gén Egyéb informaciok
genomjaban | virusnal (n) | virusnal (as)
MGF-360 1L-2L-3L,
MGF- 110-1L-2L-
3L-4L-5L-6L-7L-8L, | A mutaciét hordozé gének
MGF-100-1R, MGF-| funkciodi részt vesznek a
2355-26557 110 9L-10L-11L- | patogenitasban és immun-
121 -13L-14L MGF- escape
360 4L-6L, MGF mechanizmusokban
300 1L-2R-4L,
MGF-360 8L-9L.
27611 G>A Ala>Val MGF-360 111 | lranzicio, de az eredeti és
az uj aminosav is apolaris
A mutacié csak az
77191 C->T Arg—>His M1249L Lv17 _cos5 és Lv 17 _cos8
virusokban van jelen
A mutacié mindharom
189481 +G vizsgalt passzazsban jelen
van

Az Lv17_cos5 és Lv17_cos8 allomanyokban a kvazispecies f6 virustsszetevije
egy olyan virusgenom volt, ami tdbb mint 40 kb-t (1-40568) veszitett az 52 kddolo régiot
tartalmazo bal terminalis régiéjabdl. A hianyzo régio helyén egy, a genom jobb terminalis
régiojabol szarmazo, kézel hasonld méreti (38780 bp, 51 gént kddold) virusfragmentum
talalhatd. Az Lv17_cos5 és Lv17_cos8 allomanyokban még mindig mappelheté volt
néhany read (907 és 3 read) a genom forditottan ismétl6édd régidjanak proximalis
végpontja és a delécios téréspont kdzotti régidja kozott (2352 és 40568 bp kdzott), ami

egyéb genotipus-valtozatok jelenlétére utal.
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Az Lv17_cos8 titere PAM-on alacsony volt (<10* FFU/mI), majd fokozatosan nétt,
és a harmadik passzazsban meghaladta a 10%ml-t. Az Lvl7_cos8 pam3-ban az
Lv17/WB/Rie1 egy joval hosszabb, de szintén nagy delécidt tartalmazé valtozata lett a f6
varians. Ez egy révidebb deléciot tartalmazott, amely most a genom 187 és 26554 bp-ja
kozotti régiot érintette, és 42 gén delécidjaval jart. Mivel a deletalt régibhoz még mindig
63 read mappel6dott, még két véghigitasi és passzazsciklust végeztink, hogy biztositsuk
allomanyt. Ez
(Lv17/WB/Riel/d24) homogénnek tint (187 és 26554 kozo6tt nem talaltunk readet), még
magasabb titerrel rendelkezett (4,5%x107 FFU/ml), mint az Lvl7_cos8 pam3 a PAM-

az allatkisérletekhez  szikséges homogén az allomany

okban, és ezt hasznaltak az allatkisérletek végrehajtasahoz.

o

(A)

17/ 11882352 26555 40569 .152100 19%
WB/Riet 188528 19088
Lv17_cosSHiM 7 | -
Lv17_cossHlll L/ | L
cosLQ'_l.Z;ms' S | N
(B

Readek szama a genom kiilonb6z6 régidiban
Virus neve 1-187 188-2351 2352- 26555- 40569-
bp bp 26554 bp 40568 bp 190880
bp
Lv17_cos5 777 12890 13 894 3 060 000
Lv17_cos8 2716 25329 2 1 2 821 000
Lvl7_cos8_pam3 | 742 0 63 18 152 2 187 000

17. abra: A passzalt Lv17/WB/Rie1 genomok nukleotidfedettségének grafikus és numerikus abrazolasa.
(A) A négy sematikus panel a sziil6i Lv17/WB/Rie1, illetve az Lv17_cosb, Lv17_cos8 és Lv17_cos8_pam3
genomjat abrazolja. A szaggatott fekete savok a genomok kézponti részeit abrazoljak (nem aranyosan). A

szines savok a fontos szerkezeti genomrégioknak felelnek meg, amelyeket a kbévetkez6 szamok
hataroznak meg: 188 és 26555 delécids téréspontok az Lv17 _cos8 pam3-ban; 2352 és 188528 ITR-ek
proximalis vége a sziil6i és a Cos7-ben passzalt virusokban; 40569 a terminélis delécioé proximalis vége (1-

proximalis vége (152100-190880) az Lv17_cos5, Lv17_cos8 jobb oldali variabilis régidjaban. A
szamozasok az Lv17/WB/Rie1 szekvenciaja szerint térténtek. (B) Az ITR-ek végpontjai és a deléciok altal
meghatarozott 6t szignifikans régidban talalhaté leolvasasok szama.

7.4.2. Az Lv17 /WB/Riel/dCD-dGL és Lv17/WB/Riel/d24 virusok szaporodasa PAM
sejteken

Annak vizsgalatara, hogy az Lv17/dCD-dGL és az Lv17/d24 mutéansok hogyan
szaporodnak ex vivo, PAM-okat Lv17/dCD-dGL és Lv17/d24 virusokkal, valamint
kontrollként Lv17 virussal fertéztlik 0,01 MOI-val, és kiilénb6z6 idépontokban (0, 12, 24,

36, 48, 60, 72, 84, 96 és 108 oraval a fert6zés utan) mintat vettiink a feltliszobdl. Ezutan
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a begyjtott mintakat PAM-okon titraltuk, majd gPCR-t alkalmaztunk az aliquotokban lévd
viruskopiaszamok meghatarozasara. Jelentés kuldnbségek mutatkoztak a harom virus
novekedési kinetikajaban. Mindkét mutans virus lassabb ndvekedési sebességet
mutatott mint az Lv17, és végtitereik (6,9x10° és 2,5x10° FFU/ml az Lv17/dCD-dGL és
Lv17/d24 esetében) 108 hpi-nal jelentésen alacsonyabbak voltak, mint az Lv17-é
(1,8x10°) (18. abra).

Nyilvanvalo, hogy a mutans virusok genetikai modositasai gyengitették a PAM-
ban valod replikacidés képességuket, ami valdszinlileg nagyrészt a fert6zéképességuk
csokkenésének kdszonhetd, ahogy azt specifikus fert6zéképesseg (Sl) értékeik is jelzik
(Lv1l7 vs Lv17/d24: p=0,07817; Lvl7 vs Lv17/ dCD-d8CR-dGL: p=0,00395). Attdl a
legkorabbi idéponttdl kezdve, amikor az egyes virusoknal mérhetd névekedést lehetett
kimutatni (48 hpi), az Lv17/dCD-d8CR-dGL virus Sl értéke szignifikansan (Lv17 vs
Lv17/dCD-dGL: p=0,00395) magasabb volt, mint az Lv17-é, amely a kisérlet soran 103
copy/FFU koril valtozott. Bar az Lv17/d24 Sl-jének p-értéke kissé a szignifikancia-hatar
felett maradt (Lv17 vs. Lv17/d24: p=0,07817), az Lv17/d24 Sl-értékei szinte mindig
meghaladtak a szil6i Lv17-ét. A virus noévekedési fazisanak késdi (legintenzivebb)
id6szakaban (72-108 hpi) a mért adatok kevésbé voltak varidbilisak, és szorasuk
kisebbnek bizonyult, a rosszabbul névekvé Lv17/dCD-dGL Sl értékei kozel két
nagysagrenddel meghaladtak a vad tipusét, mig az Lv17/d24 mutans Sl értékei a masik

két virus értékei k6zott maradtak, akarcsak a titerik (18. abra).
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18. abra: A sziil6i Lv17/WB/Rie1 és a mutans Lv17/d24, illetve Lv17/dCD-dGL virusok névekedési
jellemzéi. A sertés alveolaris makrofagokat a virusokkal fert6ztiik (MOl = 0,01), 12 és 108 6ra k6z6tt és 12
oranként mintat gydjtéttiink. Az abran azokat az adatokat abrazoltuk, ahol mindharom virus titere és
kopiaszama mérhetd volt (48 oratdl). (A) Harom parhuzamos kisérlet atlagai és standard hibai a virustitalas

tekintetében. (B) A specifikus fert6z6képesség valtozasa (a genomkdpia/ml és az FFU/ml aranyaként
szamitva).
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8. Megbeszélés

8.1. Ujgeneracios szekvenalé médszer fejlesztése

A szakirodalomban szamos problémarol szamolnak be az ASPV teljes genom
szekvenalasanak soran (Chapman et al., 2011; Bao et al., 2019; Forth et al., 2019; Wen
et al., 2019). A problémak részletes kifejtése a 4.5.1. alfejezetben kerult bemutatasra. A
legtdbb kdzolt mobdszer a hatékonysag, a biztonsagi elbirasok betartasanak
veszélyeztetése (BSL3 szint), id6 és pénzbefektetés szempontjabdl nehezen
megvaldsithatd, a Sanger-modszerrel valé szekvenalas a virus nagy mérete miatt
rendkivil lassu és koérilményes. A szekvenalasi nehézségek miatt kidolgoztunk egy
egyszerll és megbizhatdo NGS-alapu ASPV szekvenalasi protokollt, amelyhez nem
szlkséges allatok fertézése vagy ultracentrifugalas, az ASPV-specifikus PCR-ek szama
minimalisra csokkenthetd, és a legtdobb laboratériumban standard berendezésekkel
elvégezhet6. A protokoll kifejlesztésénél az ASPV genom dusitasara és a DNS-
mintakban a szennyez§ gazdagenom mennyiségének csokkentésére koncentraltunk a
rendelkezésiinkre allo legegyszeriibb eszk6zokkel. A szekvenalasi protokollt az ATKI
Funkciondlis Virolégia Csoport altal izolalt magyarorszagi ASPV izolatumon, az
ASFV_HU_2018 (MN715134.1) térzson fejlesztettik és standardizaltuk. A protokoll
kidolgozasahoz harom parhuzamos mintabél indultunk ki (S1, S2, S3), és az eredmények

fuggvényében dolgoztunk veluk tovabb.

8.2. Szekvenalasi eredmények

8.2.1. A virus DNS-tartalom maximalizalasa
A szekvenalasi protokoll kidolgozasahoz el6szor elvégeztik a PAM sejtek
fertézhet6ségének standardizalasat. A PAM sejtek fogékonysagaval kapcsolatos
eredményeink egyértelmien azt mutattak, hogy ezek a sejtekkel végzett munka, bar a
sejtvonalakhoz képest nem tul jol, mégis elfogadhatdé mértékben standardizalhato,
viszont a fert6zhet6ség gyorsan, akar 2 éran belll is jelentésen meg tud valtozni. A sejtek
a lerakas utani 24. 6ra korul mutatjak a legnagyobb fogékonysagot az ASPV-re, igy
tovabbi kisérleteinkben a fert6zést a PAM-ok lerakasa utani 24. éraban hajtottuk végre.
Tovabba medfigyelések arra utaltak, hogy a fert6zoétt sejtek felliluszéjaban a
mérheté virus produkcié 72 éranal a legnagyobb, igy a fellluszdkat 72 hpi-nal célszeri
vizsgalni a tovabbi Iépésekhez.
A mintagydjtés utan gPCR-rel megmeértik a virus- és sertésgenom mennyiségét
a mintakban. Az ASPV genom magas aranyat jelezték a 22 és 28 Ct korul mért értékek.
Végsd célunk azonban az volt, hogy magas szekvenciaolvasasi aranyt kapjunk a virus
€s a gazdaszervezet kozott, és ez csak akkor érhetd el, ha az NGS bemeneti mintaban
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a két genom tdmegaranya magas. A gazdaszervezet és az ASPV genom Ct-értékeinek
és méretének ismeretében nagyjabdl kiszamithattuk a két genom tomegaranyat. Példaul,
feltételezve az azonos hatékonysagu amplifikacidkat és figyelembe véve a
gazdaszervezet (2,5 x 10° bp haploid genom) és az ASPV (2 x 10° bp) genom
méretkiilonbségét, legalabb ~13,6 ciklusnyi kiilénbség (2,5 x 10%2 x 10°= 1,25 x 10* =
213,6) varhaté egy olyan mintaban, amely azonos témeg( virus és gazdaszervezet DNS-
t tartalmaz. Ez minden bizonnyal torzitott arany a virusgenom javara, mivel a
méréseinkhez hasznalt dual PCR kitet Ugy optimalizaltak, hogy a virus PCR
érzékenységének novelése érdekében csokkentse a gazdaspecifikus PCR
hatékonysagat (Virotype ASFV). Mindazonaltal, a fent bemutatott logikat kbvetve, a virus
DNS és a kontaminalé gazdaszervezet DNS-ének tdmegaranya kiszamithaté a ,(2 x
10°%2y)/(2,5 x 10%/2z) x 100" képlettel, ahol y és z a dual PCR két csatornajaban (ASPV
specifikus FAM és sertésgenom specifikus HEX) mért Ct-értékek. Az egyik konkrét
mintaban: (2 x 10%/221,6)/(2,5 x 10%229,1) x 100 = ~1,44%. igy a HEX csatornaban mért
viszonylag magas Ct-szamok (~29) igen magas sertésgenom-tartalomra (>98,56%)

utaltak.

8.2.2. A gazdagenom DNS-sel vald szennyez6désének minimalizalasa

A DNaz | kezelés hatasara bekovetkezd ASPV-specifikus Ct-k minimalis
novekedése azt jelzi, hogy a felUluszoban 1évé virus DNS jelentés része (25-50%) a
DNaz I-rezisztens virionokba csomagolédott. Ugy tiint, hogy a DNS-tisztitas el6tt a DNaz
| inaktivalasara szolgalé EDTA hozzaadasa szintén dontd fontossagu. E |épés elhagyasa
a virus DNS teljes elvesztését eredményezte a kovetkezd DNS-tisztitasi [épésben, ami
arra utal, hogy a nagy koncentracioju DNaz | inaktivalasa az alkalmazott tisztitd kit
kotdpufferében viszonylag lassu folyamat (meglepé médon a gyartd a kétépufferében
nem jelzi az EDTA-tartalmat).

Ezen megfigyelések a virust tartalmazd sejtlizatum Osszetettségére és
kiszamithatatlansagara utalnak, és kiemelik a qPCR-monitorozas fontossagat a
megfeleld mintak kivalasztdsaban. Eredményeink azt mutattak, hogy a DNaz | kezelés
az alkalmazott monitoring eljarassal egyitt valdéban képes garantalni, hogy az ASPV-

mintakban 1évé DNS nagy része a virusgenombdl szarmazzon.

8.2.3. Teljes genom amplifikacid és a szekvenalasi eredmények értékelése

A gazdaszervezet és a virus DNS véletlenszeri( és egyenletes felszaporitasa utan
azt tapasztaltuk, hogy a kezelést kovetéen a virus DNS és a gazda DNS mennyiségének
kUlonbségei néttek.

Mivel az NGS szekvenalas utani nem egyértelmiien meghatéarozhaté readek nagy

szama megkérddjelezte az lon Torrent platform hasznalhatosagat, ezért a tovabbiakban
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az ASPV genom szekvenalasahoz nem alkalmaztuk ezt médszert. A Sanger-moédszer
hasznalata a harom problémas homopolimer C/G tartalmu régiora valéban lehet6vé tette
az izolatum teljes szekvencigjanak kiegészitését lllumina szekvenalast kdvetben. A
genom végeinek alacsonyabb lefedettsége valdszinlleg abbdl ered, hogy a Repli-g Mini
Kit kevésbé amplifikalta ezeket a régiokat. A virus terminusai kovalensen zartak és
invertalt ismétlédéseket (ITR) tartalmaznak, amelyek megkoénnyitik a templat szalak
gyors rehibridizaciojat. igy az ITR-ek akadalyozhatjak a véletlenszer(i primerek két6dését
ezekhez a régidkhoz, ami az atlagosnal alacsonyabb amplifikaciohoz és e régiok
alulreprezentaltsagahoz vezet a szekvenciaolvasasokban.

Mindenesetre ugy tinik, hogy a mi protokollunkkal kortlbeltl 7 millié read és 3
Sanger-szekvenalas elvégzése sziikséges egy ASPV izolatum teljes szekvenciajanak
Osszeallitasahoz, ha minimalizalni akarjuk a Sanger-szekvenalasok szamat. Az NGS
readek jelentés csokkenése a genom végeinél sziikségessé teheti azonban a Sanger-

modszerrel torténd szekvenalasok novelését a terminalis régidkban.

8.2.4. A szekvenalasi protokoll munkafolyamata

Munkank soran tehat egy olyan ASPV szekvenalasi protokollt dolgoztunk ki, amely
egyszerl és hatékony megoldast nyujt az ASPV-mintdk gyakori szekvenalasi
problémajara, amely a mintak magas gazdaeredetl DNS tartalmara, valamint alacsony
virus DNS tartalmara vezethetd vissza. A nukleaz kezelés megfeleld alkalmazasa, a
telies genom amplifikalasa, és ami a legfontosabb, a mintael6készités kilonbozé
fazisainak folyamatos ellen6rzése és értékelése lehetévé tette, hogy teljes mértékben
kihasznaljuk az NGS el6ényeit az ASPV genom szekvenalasahoz. Az elsé magyar ASPV-
izolatum szekvenalasan keresztul kiemeltik a fontos lépéseket, hogy segitsuk a
reprodukalhatdésagot, és megkonnyitsik a protokoll sikeres alkalmazasat mas ASPV-

kutatok szamara (19. abra).
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Az ASFV izolalasa és
szaporitasa PAM-on

Monitorozas a QIAGEN

A felliliszo centrifugdlasa A virus Virotype ASFV PCR Kit
13000 g-nél DNS segitségével

|| tisztitasa VC,=21.78-22.49 és
. pC,=28.33-29.09
Dnaz kezelés, majd EDTA
hozzaadasa

A virus DNS tisztitasa (Roche
High Pure Viral Nucleic Acid

kit) Monitorozas a QIAGEN
‘ ‘ Virotype ASFV PCR Kit
g segitségével
Repli-G amplifikacio és azt v(=23.1-24.36 €

kévetd DNS-tisztitas PC=36.86->40
Monitorozas a QIAGEN
Virotype ASFV PCR Kit
segitségével
vC=12.12-16.25 és
pC.>40

DNS 0.3-0.8 pg

NextSeq 500 Mid Output Kit
v2-vel (lllumina) )  >50% virus

readek

19. abra: Az ASPV szekvenalasi protokoll munkafolyamata. vCt, a virusgenom Ct értéke; pCt, a
sertésgenom Ct értéke

8.3. Az Lv17/WB/d110-11L virus tulajdonsagai

Az élbvirusos vakcinafejlesztések soran felmerul§ problémak megoldasa
erdekében deletaltunk egy MGF-110 géncsaladba tartoz6 gént; ettdl azt vartuk, hogy a
valtozas mérsékelt hatassal jar az Lv17/WB/Rie1 virulenciajara, és nem gyengiti tulzottan
a virust (Gallardo et al., 2018).

Bar az MGF-110 11L pontos funkciéja még ismeretlen, az MGF-110 csalad néhany
tagja immunszuppressziv tulajdonsagokkal rendelkezik (Netherton et al., 2004b; Zhong
et al., 2022). Az MGF-110 11L érdekessége, hogy egy hosszu homopolimer C/G régiét
tartalmaz, amely régi6 mas virusokban és sejtes szervezetekben fontos szabalyozo
szerepet tolt be. A G/C szakaszok Caenorhabditis elegansban befolyasoljak a regionalis
génexpressziot (Zhao et al., 2007). A human mitokondrialis DNS-ben a 2. konzervalt

szekvenciablokk guanin-traktusa hosszanak megvaltoztatdasa a transzkripcid

74



terminaciojat eredményezte (Tan et al., 2016). A poliC-kétd fehérjék részt vesznek az
MRNS stabilizalasaban, a transzlacié folyamataban, illetve az egy- és kétszali DNS-hez
valo kotédeésuk képes medialni a génexpressziét (Choi et al., 2009). A pikornavirusokban
a poliC-traktus sziikséges az immunsejtekben torténd replikaciohoz és a poliC-traktus
delécidja a virulencia és a patogenitas elvesztéseével jar, de in vitro nem befolyasolja a
replikaciés képességet (Martin et al., 2000; Penza et al., 2021).

A hivatkozott szakirodalmi adatok alapjan ezért feltételeztiik, hogy az MGF-110 11L
gén eltavolitasa pleiotrép hatasok révén jelentés attenuaciot okozhat, egyrészt a fehérje,
masrészt a poliC/G traktus potencialis szabalyoz6 funkcidjanak megsziintetésével.
Valoban tapasztaltunk attenuaciét, azonban nem a vart mértékben. Meg kell jegyeznink,
hogy az MGF-110 11L deletalt része tartalmazza az ACD 00240 ORF transzkripcids
starthelyét is (amelyet az ASPV Georgia 2007/1-ben Cackett és munkatarsai 2022-ben
hataroztak meg, a mi konstrukcidink és mutansaink megtervezése utan), ezért nagy
valészinlséggel annak transzkripciojat is zavarja.

Kevés kivételtdl eltekintve az ASPV-ben a génkiltések nem jarnak nagyszamdu
mutacio megjelenésével a genomban (Borca et al., 2020b; Ramirez-Medina et al., 2021b,
2022; Vuono et al., 2022; Zhou et al., 2022), harom tovabbi mutacié megjelenése pedig
ritka (Y. Zhang et al., 2021).

Az izolalas utan azonban az Lv17/WB/Rie1/d110-11L szekvendalasa varatlanul
nagy szamu mutaciot mutatott ki a virusgenomban a delécios régiéon kivil. Szamos
mutalédott gén olyan folyamatokhoz kéthet6, amelyek potencialisan befolyasolhatjak az
immunrendszert és a virus virulenciajat. Bar az MGF-505 5R pontos funkcidja ismeretlen,
mas MGF-505 gének elnyomjak az I. tipusu interferonvalaszt és novelik a virulenciat
sertésekben. Az MGF-505 1R, 2R és 3R delécidja csokkenti a virus replikacios
képességét makrofagokban és az ASPV attenuacidjahoz vezet (Rathakrishnan et al.,
2022). Az MGF-505 7R gatolja a cGAS-STING jelatvitelt, és csdkkenti az IFN-f termelést
(Li et al., 2021b). Azonban az altalunk detektalt helyen l1évé mutaciot az MGF-505 5R
génben kimutattak virulens lengyel izolatumban is (Mazur-Panasiuk et al., 2019), ami
ellentmond a mutacio jelentéségének. Az EP364R szintén részt vesz az IFN-valasz
csokkentésében. Foszfodiészterazként mikodik, a 2',3'-cGAMP hasitasaval karositja a
STING aggregaciojat, és gatolja az I. tipusu IFN-t stimulalé cGAS-STING utvonalat
(Dodantenna et al., 2022).

Az érintett gének kozul legaldbb harom vélhetéen a virus transzkripciéjaban vesz
részt. A pG1340L a VACV A7 korai transzkripciés faktor nagy alegységéhez hasonlit
(Cackett et al., 2020). A pNP1450L egy RNAP-szer(i enzim, amely homoldg az eukariota
RNS-polimeraz Il legnagyobb alegységével, mig az 1243L a transzkripcidés elongacios
faktor S-1l (TFIIS) homoldgjat kodolja (Kim et al., 2007; Dixon et al., 2013). Erdekes
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modon az eukariota TFIIS az RNS-polimeraz |l preiniciaciés komplexének alkotérésze,
és elengedhetetlen az aktiv preiniciacios komplexek hatékony kialakitasdhoz. A
CP2475L a pp220-at kodolja, amely a core f6 6sszetevje, kdzvetiti a kildnbdzo
virionrétegek kozotti kdlcsdnhatasokat (Andrés et al., 1997, 2002, p. 220). Az MGF-100
2L fehérje szerepe valdszinlleg a virulenciaval kapcsolatos (Cackett et al., 2022).

Az irodalomban a legtébb mutaciét (11) az MGF-110 9L és az MGF-505 7R gének
egyideji kiutését kovetben jelentették (Ding et al., 2022). Ezek alapjan feltételezhetjik,
hogy az MGF-110 és MGF-505 csaladok valamely génjének egyideji funkciovesztése
kompenzaciés mutaciok sorozatat valtana ki, ez azonban ellentmond annak a ténynek,
hogy a 11 és 14 mutans gén listajan csak egy atfed6é gén (CP2475L) talalhaté. Az
Lv17/WB/Rie1 tébb PAM-ban torténd passzazs utan is stabil maradt
laboratériumainkban, és az Lv17/WB/Rie1/d110-11L a genetikai stabilitas tekintetében
kivételnek mutatkozott szamos mas Lv17/WB/Rie1 deléciés mutans kdzott (nem publikalt
adat).

Mindenesetre az MGF-110 11L gén delécidja és a tovabbi mutacidok nem okoztak
jelentds hatranyt a virus in vitro szaporodasaban, és a szuléi virus altal okozott tlineteik
enyhe csokkenését okoztak, bar nem a kivant mértékben. Tovabbi vizsgalatok
szukségesek annak felderitéséhez, hogy a nem tervezett mutaciok hogyan jarulnak
hozza az Lv17/WB/Riel/d110-11L fenotipusahoz.

8.4. Az Lv17/WB/dCD-dGL virus tulajdonsagai

Annak ellenére, hogy egyes virusizolatumok szekvencigja (Bastos et al., 2004; Zhu et
al., 2019; Li et al., 2020; Zhao et al., 2023) és a rekombinans virusok el6allitasara
hasznalt technikak sikeressége (Neilan et al., 2002; Borca et al., 2018; Hubner et al.,
2018) egyeértelmiien arra utal, hogy a kulénb6z6 ASPV-térzsek kdzoétt homoldg
rekombinacié torténik, ASPV-ben nagyon keveset tudunk err6l a jelenségrél.
Tudomasunk szerint a mi munkank az els6, amely kozvetlen tapasztalati bizonyitékot
szolgaltat arra, hogy az ASPV homolég rekombinacidja makrofagokban megtoérténik.
Munkank soran konnyUszerrel izolalni tudtuk a rekombinans virust, amely két
fluoreszcens markert hordozo virus keresztezésébdl keletkezett, ez pedig arra utal, hogy
amennyiben koinfekcié térténik, a homoldg rekombinacié viszonylag nagy gyakorisaggal
torténhet a virustorzsek kozott is. Az a tény, hogy az egyedi szul6i genetikai markerek
alapjan legalabb két rekombinaciés esemény egyértelmlen kimutathaté a rekombinans
virus géndllomanyaban (15. abra), erésen alatamasztja az el6z6 allitast. Az altalunk
alkalmazott viszonylag egyszer(i modszer lehetévé teszi, hogy a jovében ex vivo és in
vivo tanulmanyozhassuk a kuléonbdzd ASPV torzsek kozoétti homoldg rekombinaciot.
Ezek a kisérletek nemcsak elméleti kérdésekre adhatnak valaszt, hanem donté
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jelentéségliek lehetnek az él6 attenualt virusvakcindk szabalyozasa és biztonsagos
alkalmazasa (a vakcinatérzsek vagy a terepi és a vakcinatdrzsek kozoétti in vivo
rekombinacio el6fordulasanak korlatozasa) szempontjabal is.

Az MLV-k raciondlis tervezését megneheziti, hogy az egyes gének
eltavolitasanak hatasa virustérzsrél virustorzsre jelentésen eltérhet, és tébb gén
delécidjanak hatasa kiszamithatatlan, és nem linearisan additiv. Példaul az EP153R gén
delécidja egy természetesen el6éforduld, nem hemadszorbald és nem halalos kimenetel(
fertézést okozd izolatumbdl (ASFV/NH/P68) a nem rokon virusokkal szembeni
védbhatas elvesztését eredményezi (Gallardo et al., 2018). Az EP402R gén delécidja a
BA71 gyengliléséhez vezet, és védelmet mutat a szl8i virus ellen. Azonban az EP402R
és a BL119 gén kiutése egy rendkivil virulens Georgia/07 izolatumbdl attenualt
fenotipust eredményezett, de az elvesztette a védelmet a csak a B119L géndeletalt
valtozathoz képest (Gladue et al., 2020).

A pEP402R és a pEP153R nem nélkuldozhetetlen a virus sejtekben vald
szaporodasahoz, és az eredmények azt mutatjak, hogy egy korabban attenualt virus
felhasznalasaval (a Benin izolatum DP148R génjének delécidjaval) az EP402R és az
EP153R szinergista szerepet jatszik a klinikai tinetek, a virulencia és a virus vérben valo
perzisztenciajanak tovabbi csdkkentésében (Petrovan et al., 2022). Ezzel szemben az
ASFV-G izolatumbdl a harom gén (B119L, EP402R és EP153R) egyuttes kiltése
jelentésen csdkkentette a védekezé potencialt ahhoz képest, mint amikor csak a B119L
geént tavolitottak el az ASFV-G izolatumbdl (Xie et al., 2022). Hasonl6 védettségvesztést
talaltunk, amely az in vitro (17. abra) replikacidés képesség csokkenésével jart egyitt,

amikor ugyanezt a harom gént toréltik az Lv17 genomjabdl.

8.5. Az Lv17/WB/d24 virus tulajdonsagai

A szakirodalomban szamos példa talalhaté arra, hogy az ASPV sejtvonalakon
torténd sorozatpasszalasa nagy deléciokat eredményezhet a virus genomjaban,
leggyakrabban a bal és jobb oldali variabilis régidban (LVR és RVR). Az MS z6ld majom
sejtvonalhoz adaptalt E70 térzsben 44 passzazs utan az LVR-ben 15,2 kb-os delécié, az
RVR-ben pedig 2,4 kb-os delécid kdvetkezett be (Tabarés et al., 1987). A Vero sejtekben
végzett 60. passzazs utan hat pontmutacié mellett jelentés valtozasokat figyeltek meg az
ASFV-G torzs jobb és bal variabilis régidiban egyarant. Az RVR 5 kb deléciét szenvedett,
mig az LVR-bél koézel 7 kb hianyzott. A deléciok elsésorban az MGF-100, MGF-360 és
MGF-505 géncsaladokat érintették (Krug et al., 2015). A szintén Vero sejtekhez adaptalt
BA71 (BA71V) virus 30 pontmutacién kivul két nagyobb deléciés helyet tartalmazott a
bal, és egyet a jobb variabilis régidban. A legnagyobb (8238 bazisu) delécié az RVR-ben
az MGF-360 és -505 csaladokhoz tartoz6 géneket is érintette. A virusgenom LVR
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részében az 1707 bp és a 2669 bp hosszu deléciok az MGF-100 és -360 géncsaladok
tagjait érintették (Rodriguez et al., 2015).

Az Lv17/WB/Rie1 esetében nyolc passzazs utan a genom 5' végén egy kortlbelll
40 kb-os deléciét mutattunk ki, ami 52 gén elvesztését eredményezte. Azonban egy
hasonlé méretl inszercio a 3' végérél majdnem visszaallitotta a genom eredeti méretét,
és de facto egy ~40 kb ITR-t eredményezett a genom mindkét végén, 51 gén
duplikacidjaval. A bal oldali 5' vég ilyen mértéki elvesztése és 3' végi szekvenciaval valé
helyettesitése sem példa nélkili. Hasonlé duplikativ transzlokaciot figyeltek meg az
ASPV Estonia genomjaban, ahol a 3' vég 7,3 kb-os duplikacidja helyettesitette az 5' végi
14,5 Kb-os deléciét (Zani et al.,, 2018). Az alkalmazott szekvenalasi technika
nyilvanvaléan alkalmas az egy nukleotidot érinté valtozasok, vagy akar a
polimorfizmusok kimutatasara is, ha azok dominansak a kvazispeciesben. A teljes
genom amplifikacié additiv torzitd hatasai, valamint az NGS-eljarasban rejl6
szisztematikus torzitasok és egyenetlenségek miatt nagyon nehéz megbecslilni a f6
genetikai komponensek aranyat a kilénb6zé mintakban. Ennek az aranytalansagnak a
kovetkezménye, hogy altaldban nem lehet abszolut bizonyossaggal meghatarozni, hogy
egy adott viruspopulacié genetikailag homogén-e (vagy sem), mivel kisebb szamu
komponensekre jellemzd readek nagy valészinlséggel nem mutathatok ki a mintaban.
Az ilyen readek barmilyen kis szamban térténé kimutatasa azonban egyértelm(ien jelzi a
genetikai variansok jelenlétét a kvazispeciesben.

Tudomasunk szerint az Lv17/WB/Rie1/d24-hoz hasonlé nagy, &sszefliggd
deléciokat tartalmazd virusok ritkan a szaporithatok PAM-on. A szakirodalom szerint
eddig egy hasonl6 méreti (~24,5 kb az ASFV-ALVR-nél és ~26,5 kb az
Lv17/WB/Riel/d24-nél) deléciét talaltak (Luo et al., 2022) PAM sejtekben szaporitott
ASPV-nél ez is az Lv17/WB/Riel/d24-hez hasonléan csOkkentette az ASFV-ALVR
replikacios képesseégeét.

Az Lv17/WB/Rie1 2352 és 26554 régio kdzotti ORF-jei nem szikségesek az in
vitro replikaciohoz sem a PAM, sem a Cos7 sejtekben. Viszont az Lv17/d24 virus
allatokba torténé beoltasat kdvetéen ugy tlnik, hogy a széban forgd ORF-ek hianya
esetén a virus még viszonylag nagy dozisu (10* FFU) beoltas utan sem képes védé
immunitast kivaltani sertésekben. Nem valészinl, hogy ezeket az MGF fehérjéket
kozvetlenul a semlegesitd antitestek célozzak, az elégtelen protekcio inkabb az e gének
altal kodolt fehérjék hidnyaban csdkkent in vivo replikacionak tudhaté be. Masrészt a
26554 és 40568 kozotti régionak tartalmaznia kell (MGF-360 11L, MGF-360 12L, MGF-
360 13L, MGF-360 14L, MGF-505 2R, MGF-505 3R, MGF-505 4R, MGF-505 5R, MGF-
505 6R) fontos géneket a PAM hatékony in vitro replikaciéjahoz. Erdekes médon ugy
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tlinik, hogy ezek a gének nem alapvet6 fontossaguak, sét akar karosak is az ASPV Cos7-
ben torténd replikaciojahoz.
8.6. Az Lv17/Rie/d110-11L, Lv17/WB/d24 és az Lv17/WB/dCD-dGL virusok in vivo
tulajdonsagai

Egy olaszorszagi egyuttmikodés keretében lehetéségunk nyilt az emlitett harom
torzs in vivo, hazisertéseken vald tesztelésére is.

A vakcingjelolt Lv17/WB/Riel/d110-11L in vivo tesztelése soran a virus
patogenitasa és letalitasa egyértelm( csOkkenést mutatott a szll6i térzshez képest,
illetve a beoltott allatok csekély szint( védettséggel rendelkeztek a virus ellen. A rafert6zé
torzs beoltasa sokkal kevesebb karos hatassal jart, mint a kontroll allatoknal megfigyelt
mellékhatasok, amelyek a betegség erésebb tlineteit mutattak, annak ellenére, hogy akut
forma nem volt kimutathaté az alacsony fert6z6 doézissal valo oltas miatt. ASPV elleni
ellenanyagszint a fert6zés utani 14. naptél kezdve mérheté volt, mig virémiat a fertézés
utani 7. naptdl kezdve lehetett detektalni. Mindazonaltal az allatkisérlet soran kapott
eredmények vakcinafejlesztés szempontjabdl nem tekintheték kielégitbnek. Szamos
klinikai tinetet figyeltek meg, amelyek bar enyhék voltak, a vakcina beadasanak
tulajdonithatok (hasmenés, bérbevérzés, az Lv17 csoportnal pedig remegés). Az
Armenia/07 torzzsel vald rafertézés utan laz és flldn lathatdé bevérzések jelentkeztek
tobb allatnal is. Sajnos hasonlé tineteket figyeltek meg korabbi kisérletekben,
amelyekben csokkentett virulencigju ASPV-torzseket hasznaltak, ezért az
Lv17/WB/Riel/d110-11L vakcinaként jelen formajaban nem hasznalhato. Nyilvanvalo,
hogy az MGF-110 11L eltavolitasa ©Onmagaban nem elegend6 a vakcina
engedélyezéséhez szikséges biztonsagi javulas eléréséhez, azonban nagyon
valdszind, hogy a kivant eredmény tovabbi vagy mas célzott genetikai modositasokkal
elérhetd.

Az Lv17/d24 és Lv17/dCD-dGL torzsekkel valé fertézéskor eredményeink
egybevagtak az in vitro eredményekkel, in vivo is a virusok replikaciés képességének
csokkenését tapasztaltuk. Tovabba sertések enyhe klinikai tineteket (laz, hasmenés,
étvagytalansag, bevérzések a fulén) mutattak annak ellenére, hogy az ASPV-t nem
lehetett kimutatni a vérikben az Armenia/07 torzzsel valo rafertézésig. Az Lv17/d24 és
Lv17/dCD-dGL toérzsekkel vald in vivo fert6zési kisérletek soran emlékeztetd oltast is
alkalmaztak, ami utan a klinikai tinetek ndvekedését észlelték mindkét torzzsel vald
fertézéskor, amely a rafert6zés utan még jobban fokozédott. Az Lv17/WB/Rie1-d24
csoportban dsszességében kevesebb tlinetet észleltek, mint az Lv17/WB/Rie1-dCD-dGL
csoportban. A klinikai tlnetek ellenére az Lv17/WB/Rie1-d24 csoportban csak egy
allatban indukaltak mérheté ellenanyagszintet az elsé dozist kdveté harmadik héten. A
masodik, magasabb ddzis négy allatban viszonylag alacsony ellenanyagvalaszt indukalt,
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mig az Lv17/WB/Rie1-dCD-dGL csoportban csak egy allatnal lehetett ellenanyagszintet
mérni. Sajnos a rafertézést kovetd elfogadhatatlanul magas elhullasi arany (8/13)
megerdésiti, hogy ezek a virusok jelenlegi formajukban nem alkalmasak vakcinaként valé

felhasznalasra.
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9. Uj tudomanyos eredmények

1) Munkank soran kifejlesztettink egy ujgeneracios szekvenalasi technikat, amellyel
egyszerlen és pontosan meghatarozhatdé az afrikai sertéspestis virusanak teljes
genomja.

2) Harom kulonbozé rekombinacids technikaval eléallitottunk harom kulonb6zé ASPV
virust az Lv17/WB/Rie1 térzsbél (Lv17/WB/Rie1/d110-11L, Lv17/d24, Lv17/dCD-dGL).
CRISPR-Cas9 technikaval eltavolitottuk az MGF 110- 11L gént az attenualt
Lv17/WB/Rie1 térzs genomjabdl, majd jellemeztik a virust.

3) Bebizonyitottuk, hogy a kiilléonb6zb ASPV torzsek PAM sejteken torténé koinfekcidja
soran homolég rekombinacios események kévetkeznek be, és az igy keletkezett virusok
kdnnyUszerrel izolalhatoak.

4) Megallapitottuk, hogy az Lv17 Cos7 sejteken vald passzalasakor is jelentds valtozasok
kovetkeznek be az virus genomjaban.

5) Az elballitott virusok jelenlegi formajukban vakcinanak nem alkalmasak, viszont
bebizonyitottuk, hogy az Lv17/WB/Rie1 nemkivanatos mellékhatasai tovabbi

mutaciokkal a védbéképesség jelentds csokkenése nélkul enyhitheték.

81



10. Irodalomjegyzék

Abrams, C.C., Goatley, L., Fishbourne, E., Chapman, D., Cooke, L., Oura, C.A,
Netherton, C.L., Takamatsu, H.-H., Dixon, L.K., 2013. Deletion of virulence associated
genes from attenuated African swine fever virus isolate OUR T88/3 decreases its
ability to protect against challenge with virulent virus. Virology 443, 99-105.
doi:10.1016/j.virol.2013.04.028

Afonso, C.L., Piccone, M.E., Zaffuto, K.M., Neilan, J., Kutish, G.F., Lu, Z., Balinsky, C.A.,
Gibb, T.R., Bean, T.J., Zsak, L., Rock, D.L., 2004. African Swine Fever Virus Multigene
Family 360 and 530 Genes Affect Host Interferon Response. J Virol 78, 1858—-1864.
doi:10.1128/JVI.78.4.1858-1864.2004

Aguero, M., Blasco, R., Wilkinson, P., Vinuela, E., 1990. Analysis of naturally
occurring deletion variants of african swine fever virus: Multigene family 110 is not
essential for infectivity or virulence in pigs. Virology 176, 195-204. doi:10.1016/0042-
6822(90)90244-L

Alkhamis, M.A., Gallardo, C., Jurado, C., Soler, A., Arias, M., Sanchez-Vizcaino, J.M.,
2018. Phylodynamics and evolutionary epidemiology of African swine fever p72-
CVR genes in Eurasia and Africa. PLoS ONE 13, e0192565.
doi:10.1371/journal.pone.0192565

Almendral, J.M., Almazan, F., Blasco, R., Vifuela, E., 1990. Multigene families in
African swine fever wvirus: family 110. J Virol 64, 2064-2072.
doi:10.1128/jvi.64.5.2064-2072.1990

Alonso, C., Miskin, J., Hernaez, B., Fernandez-Zapatero, P., Soto, L., Canté, C.,
Rodriguez-Crespo, |., Dixon, L., Escribano, J.M., 2001. African Swine Fever Virus
Protein p54 Interacts with the Microtubular Motor Complex through Direct Binding
to Light-Chain Dynein. J Virol 75, 9819-9827. doi:10.1128/JV1.75.20.9819-9827.2001

Andrés, G., Charro, D., Matamoros, T., Dillard, R.S., Abrescia, N.G.A., 2020. The cryo-
EM structure of African swine fever virus unravels a unique architecture
comprising two icosahedral protein capsids and two lipoprotein membranes.
Journal of Biological Chemistry 295, 1-12. doi:10.1074/jbc.AC119.011196

Andrés, G., Garcia-Escudero, R., Salas, M.L., Rodriguez, J.M., 2002. Repression of
African Swine Fever Virus Polyprotein pp220-Encoding Gene Leads to the
Assembly of Icosahedral Core-Less Particles. J Virol 76, 2654-2666.
doi:10.1128/JVI.76.6.2654-2666.2002

82



Andrés, G., Garcia-Escudero, R., Vifuela, E., Salas, M.L., Rodriguez, J.M., 2001.
African Swine Fever Virus Structural Protein pE120R Is Essential for Virus
Transport from Assembly Sites to Plasma Membrane but Not for Infectivity. J Virol
75, 6758-6768. d0i:10.1128/JVI.75.15.6758-6768.2001

Andrés, G., Simon-Mateo, C., Vifuela, E., 1997. Assembly of African swine fever
virus: role of polyprotein pp220. J Virol 71, 2331-2341. doi:10.1128/jvi.71.3.2331-
2341.1997

Angulo, A., Vinuela, E., Alcami, A., 1992. Comparison of the sequence of the gene
encoding African swine fever virus attachment protein p12 from field virus isolates
and viruses passaged in tissue culture. J Virol 66, 3869-3872.
doi:10.1128/jvi.66.6.3869-3872.1992

Argilaguet, J.M., Pérez-Martin, E., Nofrarias, M., Gallardo, C., Accensi, F., Lacasta, A,
Mora, M., Ballester, M., Galindo-Cardiel, |., Lépez-Soria, S., Escribano, J.M., Reche,
P.A., Rodriguez, F., 2012. DNA Vaccination Partially Protects against African Swine
Fever Virus Lethal Challenge in the Absence of Antibodies. PLoS ONE 7, e40942.
doi:10.1371/journal.pone.0040942

Arias, M., De La Torre, A., Dixon, L., Gallardo, C., Jori, F., Laddomada, A., Martins, C.,
Parkhouse, R.M., Revilla, Y., Rodriguez, F.A.J.-M., Sanchez-Vizcaino, 2017.
Approaches and Perspectives for Development of African Swine Fever Virus
Vaccines. Vaccines 5, 35. doi:10.3390/vaccines5040035

Arias, M., Jurado, C., Gallardo, C., Fernandez-Pinero, J., Sanchez-Vizcaino, J.M., 2018.
Gaps in African swine fever: Analysis and priorities. Transbound Emerg Dis 65, 235—
247. doi:10.1111/tbed.12695

Bacciu, D., Deligios, M., Sanna, G., Madrau, M.P., Sanna, M.L., Dei Giudici, S., Oggiano,
A., 2016. Genomic analysis of Sardinian 26544/0G10 isolate of African swine fever
virus. Virology Reports 6, 81-89. doi:10.1016/j.virep.2016.09.001

Bao, J., Wang, Q., Lin, P, Liu, C., Li, L., Wu, X,, Chi, T., Xu, T., Ge, S, Liu, Y., Li, J.,
Wang, S., Qu, H., Jin, T., Wang, Z., 2019. Genome comparison of African swine fever
virus China/2018/Anhui XCGQ strain and related European p72 Genotype Il strains.
Transbound Emerg Dis 66, 1167-1176. doi:10.1111/tbed.13124

Barasona, J.A., Cadenas-Fernandez, E., Kosowska, A., Barroso-Arévalo, S., Rivera, B.,
Sanchez, R., Porras, N., Gallardo, C., Sanchez-Vizcaino, J.M., 2021. Safety of African
Swine Fever Vaccine Candidate Lv17/WB/Riel in Wild Boar: Overdose and
Repeated Doses. Front. Immunol. 12, 761753. doi:10.3389/fimmu.2021.761753

83



Barasona, J.A., Gallardo, C., Cadenas-Fernandez, E., Jurado, C., Rivera, B., Rodriguez-
Bertos, A., Arias, M., Sanchez-Vizcaino, J.M., 2019. First Oral Vaccination of Eurasian
Wild Boar Against African Swine Fever Virus Genotype Il. Front. Vet. Sci. 6, 137.
doi:10.3389/fvets.2019.00137

Barderas, M.G., Rodriguez, F., Gomez-Puertas, P., Avilés, M., Beitia, F., Alonso, C.,
Escribano, J.M., 2001. Antigenic and immunogenic properties of a chimera of two
immunodominant African swine fever virus proteins. Arch. Virol. 146, 1681-1691.
doi:10.1007/s007050170056

Bastos, A.D.S., Penrith, M.-L., Macome, F., Pinto, F., Thomson, G.R., 2004. Co-
circulation of two genetically distinct viruses in an outbreak of African swine fever
in Mozambique: no evidence for individual co-infection. Veterinary Microbiology 103,
169-182. doi:10.1016/j.vetmic.2004.09.003

Bishop, R.P., Fleischauer, C., de Villiers, E.P., Okoth, E.A., Arias, M., Gallardo, C., Upton,
C., 2015. Comparative analysis of the complete genome sequences of Kenyan
African swine fever virus isolates within p72 genotypes IX and X. Virus Genes 50,
303-309. d0i:10.1007/s11262-014-1156-7

Blasco, R., Aglero, M., Almendral, JoséM., Vifuela, E., 1989. Variable and constant
regions in african swine fever virus DNA. Virology 168, 330—-338. doi:10.1016/0042-
6822(89)90273-0

Blome, S., Gabriel, C., Beer, M., 2014. Modern adjuvants do not enhance the efficacy
of an inactivated African swine fever virus vaccine preparation. Vaccine 32, 3879—
3882. doi:10.1016/j.vaccine.2014.05.051

Borca, M.V., Carrillo, C., Zsak, L., Laegreid, W.W., Kutish, G.F., Neilan, J.G., Burrage,
T.G., Rock, D.L., 1998. Deletion of a CD2-Like Gene, 8-DR, from African Swine Fever
Virus Affects Viral Infection in Domestic Swine. J Virol 72, 2881-2889.
doi:10.1128/JVI.72.4.2881-2889.1998

Borca, M.V., Holinka, L.G., Berggren, K.A., Gladue, D.P., 2018. CRISPR-Cas9, atool to
efficiently increase the development of recombinant African swine fever viruses.
Sci Rep 8, 3154. d0i:10.1038/s41598-018-21575-8

Borca, M.V., O’'Donnell, V., Holinka, L.G., Risatti, G.R., Ramirez-Medina, E., Vuono, E.A.,
Shi, J., Pruitt, S., Rai, A., Silva, E., Velazquez-Salinas, L., Gladue, D.P., 2020a. Deletion
of CD2-like gene from the genome of African swine fever virus strain Georgia does
not attenuate virulence in swine. Sci Rep 10, 494. doi:10.1038/s41598-020-57455-3

84



Borca, M.V., Rai, A., Ramirez-Medina, E., Silva, E., Velazquez-Salinas, L., Vuono, E.,
Pruitt, S., Espinoza, N., Gladue, D.P., 2021. A Cell Culture-Adapted Vaccine Virus
against the Current African Swine Fever Virus Pandemic Strain. J Virol 95, e00123-
21. doi:10.1128/JVI.00123-21

Borca, M.V., Ramirez-Medina, E., Silva, E., Vuono, E., Rai, A., Pruitt, S., Holinka, L.G.,
Velazquez-Salinas, L., Zhu, J., Gladue, D.P., 2020b. Development of a Highly Effective
African Swine Fever Virus Vaccine by Deletion of the 1177L Gene Results in Sterile
Immunity against the Current Epidemic Eurasia Strain. J Virol 94, e02017-19.
doi:10.1128/JVI1.02017-19

Burrage, T.G., Lu, Z., Neilan, J.G., Rock, D.L., Zsak, L., 2004. African Swine Fever
Virus Multigene Family 360 Genes Affect Virus Replication and Generalization of
Infection in  Ornithodoros porcinus Ticks. J Virol 78, 2445-2453.
doi:10.1128/JVI.78.5.2445-2453.2004

Cackett, G., Matelska, D., Sykora, M., Portugal, R., Malecki, M., Bahler, J., Dixon, L.,
Werner, F., 2020. The African Swine Fever Virus Transcriptome. J Virol 94, e00119-
20. d0i:10.1128/JV1.00119-20

Cackett, G., Portugal, R., Matelska, D., Dixon, L., Werner, F., 2022. African Swine Fever
Virus and Host Response: Transcriptome Profiling of the Georgia 2007/1 Strain and
Porcine Macrophages. J Virol 96, e01939-21. doi:10.1128/jvi.01939-21

Carlson, J., O’Donnell, V., Alfano, M., Velazquez Salinas, L., Holinka, L., Krug, P.,
Gladue, D., Higgs, S., Borca, M., 2016. Association of the Host Immune Response
with Protection Using a Live Attenuated African Swine Fever Virus Model. Viruses
8, 291. doi:10.3390/v8100291

Carrascosa, JosélL., Carazo, JoséM., Carrascosa, A.L., Garcia, N., Santisteban, A.,
Vinuela, E., 1984. General morphology and capsid fine structure of African swine
fever virus particles. Virology 132, 160-172. doi:10.1016/0042-6822(84)90100-4

Chapman, D.A.G., Darby, A.C., Da Silva, M., Upton, C., Radford, A.D., Dixon, L.K., 2011.
Genomic Analysis of Highly Virulent Georgia 2007/1 Isolate of African Swine Fever
Virus. Emerg. Infect. Dis. 17, 599—-605. d0i:10.3201/eid1704.101283

Chapman, D.A.G., Tcherepanov, V., Upton, C., Dixon, L.K., 2008. Comparison of the
genome sequences of non-pathogenic and pathogenic African swine fever virus
isolates. Journal of General Virology 89, 397—408. doi:10.1099/vir.0.83343-0

85



Chaulagain, S., Delhon, G.A., Khatiwada, S., Rock, D.L., 2021. African Swine Fever
Virus CD2v Protein Induces B-Interferon Expression and Apoptosis in Swine
Peripheral Blood Mononuclear Cells. Viruses 13, 1480. doi:10.3390/v13081480

Chen, W., Zhao, D., He, X., Liu, R., Wang, Z., Zhang, X., Li, F., Shan, D., Chen, H.,
Zhang, J., Wang, L., Wen, Z., Wang, X., Guan, Y., Liu, J., Bu, Z., 2020. A seven-gene-
deleted African swine fever virus is safe and effective as a live attenuated vaccine
in pigs. Sci. China Life Sci. 63, 623—634. d0i:10.1007/s11427-020-1657-9

Choi, H.S., Hwang, C.K., Song, K.Y., Law, P.-Y., Wei, L.-N., Loh, H.H., 2009. Poly(C)-
binding proteins as transcriptional regulators of gene expression. Biochemical and
Biophysical Research Communications 380, 431-436. doi:10.1016/j.bbrc.2009.01.136

Correia, S., Ventura, S., Parkhouse, R.M., 2013. Identification and utility of innate
immune system evasion mechanisms of ASFV. Virus Research 173, 87-100.
doi:10.1016/j.virusres.2012.10.013

Costard, S., Wieland, B., de Glanville, W., Jori, F., Rowlands, R., Vosloo, W., Roger, F.,
Pfeiffer, D.U., Dixon, L.K., 2009. African swine fever: how can global spread be
prevented? Phil. Trans. R. Soc. B 364, 2683—-2696. doi:10.1098/rstb.2009.0098

Davies, K., Goatley, L.C., Guinat, C., Netherton, C.L., Gubbins, S., Dixon, L.K., Reis,
A.L., 2017. Survival of African Swine Fever Virus in Excretions from Pigs
Experimentally Infected with the Georgia 2007/1 Isolate. Transbound Emerg Dis 64,
425-431. doi:10.1111/tbed.12381

de Carvalho Ferreira, H.C., Tudela Zuquete, S., Wijnveld, M., Weesendorp, E., Jongejan,
F., Stegeman, A., Loeffen, W.L.A., 2014. No evidence of African swine fever virus
replication in hard ticks. Ticks and Tick-borne Diseases 5, 582-589.
doi:10.1016/j.ttbdis.2013.12.012

de Carvalho Ferreira, H.C., Weesendorp, E., Quak, S., Stegeman, J.A., Loeffen, W.L.A,,
2013. Quantification of airborne African swine fever virus after experimental
infection. Veterinary Microbiology 165, 243—-251. doi:10.1016/j.vetmic.2013.03.007

De Oliveira, V.L., Almeida, S.C.P., Soares, H.R., Crespo, A., Marshall-Clarke, S.,
Parkhouse, R.M.E., 2011. A novel TLR3 inhibitor encoded by African swine fever
virus (ASFV). Arch Virol 156, 597-609. doi:10.1007/s00705-010-0894-7

Ding, M., Dang, W., Liu, H., Zhang, K., Xu, F., Tian, H., Huang, H., Shi, Z., Sunkang, Y.,
Qin, X., Zhang, Y., Zheng, H., 2022. Sequential Deletions of Interferon Inhibitors
MGF110-9L and MGF505-7R Result in Sterile Immunity against the Eurasia Strain
of Africa Swine Fever. J Virol 96, e01192-22. doi:10.1128/jvi.01192-22

86



Dixon, L., Sanchez-Cordon, P., Galindo, I., Alonso, C., 2017. Investigations of Pro- and
Anti-Apoptotic Factors Affecting African Swine Fever Virus Replication and
Pathogenesis. Viruses 9, 241. doi:10.3390/v9090241

Dixon, L.K., Chapman, D.A.G., Netherton, C.L., Upton, C., 2013. African swine fever
virus replication and genomics. Virus Research 173, 3-14.
doi:10.1016/j.virusres.2012.10.020

Dixon, L.K., Sun, H., Roberts, H., 2019. African swine fever. Antiviral Research 165,
34-41. doi:10.1016/j.antiviral.2019.02.018

Dodantenna, N., Ranathunga, L., Chathuranga, W.A.G., Weerawardhana, A., Cha, J.-
W., Subasinghe, A., Gamage, N., Haluwana, D.K., Kim, Y., Jheong, W., Poo, H., Lee, J.-
S., 2022. African Swine Fever Virus EP364R and C129R Target Cyclic GMP-AMP To
Inhibit the CcGAS-STING Signaling Pathway. J Virol 96, e01022-22.
doi:10.1128/jvi.01022-22

Epifano, C., Krijnse-Locker, J., Salas, M.L., Salas, J., Rodriguez, J.M., 2006. Generation
of Filamentous Instead of Icosahedral Particles by Repression of African Swine
Fever Virus Structural Protein pB438L. J Virol 80, 11456-11466.
doi:10.1128/JV1.01468-06

Escribano, J.M., Galindo, I., Alonso, C., 2013. Antibody-mediated neutralization of
African swine fever virus: Myths and facts. Virus Research 173, 101-109.
doi:10.1016/j.virusres.2012.10.012

Eustace Montgomery, R., 1921. On A Form of Swine Fever Occurring in British East
Africa (Kenya Colony). Journal of Comparative Pathology and Therapeutics 34, 159—
191. doi:10.1016/S0368-1742(21)80031-4

Feedstrategy.com, 2023. URL https://www.feedstrategy.com/animal-health-

veterinary/african-swine-fever/article/15443330/vietham-to-begin-nationwide-

distribution-of-asf-vaccine , Letoltés datuma:; 2023.05.21.

Fila, M., Wozniakowski, G., 2020. African swine fever virus —the possible role of flies
and other insects in virus transmission. Journal of Veterinary Research 64, 1-7.
doi:10.2478/jvetres-2020-0001

Forman, A.J., Wardley, R.C., Wilkinson, P.J., 1982. The immunological response of
pigs and Guinea pigs to antigens of African swine fever virus. Archives of Virology
74,91-100. doi:10.1007/BF01314703

87


https://www.feedstrategy.com/animal-health-veterinary/african-swine-fever/article/15443330/vietnam-to-begin-nationwide-distribution-of-asf-vaccine
https://www.feedstrategy.com/animal-health-veterinary/african-swine-fever/article/15443330/vietnam-to-begin-nationwide-distribution-of-asf-vaccine
https://www.feedstrategy.com/animal-health-veterinary/african-swine-fever/article/15443330/vietnam-to-begin-nationwide-distribution-of-asf-vaccine

Forth, J., Forth, L., King, J., Groza, O., Hibner, A., Olesen, A., Hoper, D., Dixon, L.,
Netherton, C., Rasmussen, T., Blome, S., Pohlmann, A., Beer, M., 2019. A Deep-
Sequencing Workflow for the Fast and Efficient Generation of High-Quality African
Swine Fever Virus Whole-Genome  Sequences. Viruses 11, 846.
doi:10.3390/v11090846

Frant, M., Wozniakowski, G., Pejsak, Z., 2017. African swine fever (ASF) and ticks.
No risk of tick-mediated ASF spread in Poland and Baltic states. Journal of
Veterinary Research 61, 375—-380. doi:10.1515/jvetres-2017-0055

Franzoni, G., Graham, S.P., Sanna, G., Angioi, P., Fiori, M.S., Anfossi, A., Amadori, M.,
Dei Giudici, S., Oggiano, A., 2018. Interaction of porcine monocyte-derived dendritic
cells with African swine fever viruses of diverse virulence. Veterinary Microbiology
216, 190-197. doi:10.1016/j.vetmic.2018.02.021

Freitas, F.B., Simodes, M., Frouco, G., Martins, C., Ferreira, F., 2019. Towards the
Generation of an ASFV-pA104R DISC Mutant and a Complementary Cell Line—A
Potential Methodology for the Production of a Vaccine Candidate. Vaccines 7, 68.
doi:10.3390/vaccines7030068

Friedrichs, V., Reicks, D., Hasenful}, T., Gerstenkorn, E., Zimmerman, J.J., Nelson, E.A.,
Carrau, T., Deutschmann, P., Sehl-Ewert, J., Roszyk, H., Beer, M., Christopher-
Hennings, J., Blome, S., 2022. Artificial Insemination as an Alternative Transmission
Route  for  African Swine Fever  Virus. Pathogens 11, 1539.
doi:10.3390/pathogens11121539

Galindo, I., Almazan, F., Bustos, M.J., Vifuela, E., Carrascosa, A.L., 2000. African
Swine Fever Virus EP153R Open Reading Frame Encodes a Glycoprotein Involved
in the Hemadsorption of Infected Cells. Virology 266, 340-351.
doi:10.1006/viro.1999.0080

Galindo, I., Alonso, C., 2017. African Swine Fever Virus: A Review. Viruses 9, 103.
doi:10.3390/v9050103

Gallardo, C., Fernandez-Pinero, J., Pelayo, V., Gazaev, l.,, Markowska-Daniel, I.,
Pridotkas, G., Nieto, R., Fernandez-Pacheco, P., Bokhan, S., Nevolko, O., Drozhzhe, Z.,
Pérez, C., Soler, A., Kolvasov, D., Arias, M., 2014. Genetic Variation among African
Swine Fever Genotype Il Viruses, Eastern and Central Europe. Emerg. Infect. Dis.
20, 1544-1547. doi:10.3201/eid2009.140554

Gallardo, C., Mwaengo, D.M., Macharia, J.M., Arias, M., Taracha, E.A., Soler, A., Okoth,
E., Martin, E., Kasiti, J., Bishop, R.P., 2009. Enhanced discrimination of African swine

88



fever virus isolates through nucleotide sequencing of the p54, p72, and pB602L
(CVR) genes. Virus Genes 38, 85-95. doi:10.1007/s11262-008-0293-2

Gallardo, C., Sanchez, E.G., Pérez-Nufiez, D., Nogal, M., de Ledn, P., Carrascosa, A.L.,
Nieto, R., Soler, A., Arias, M.L., Revilla, Y., 2018. African swine fever virus (ASFV)
protection mediated by NH/P68 and NH/P68 recombinant live-attenuated viruses.
Vaccine 36, 2694—-2704. doi:10.1016/j.vaccine.2018.03.040

Gallardo, C., Soler, A., Rodze, I., Nieto, R., Cano-Gomez, C., Fernandez-Pinero, J.,
Arias, M., 2019. Attenuated and non-haemadsorbing (hnon- HAD ) genotype Il African
swine fever virus ( ASFV ) isolated in Europe, Latvia 2017. Transbound Emerg Dis
66, 1399-1404. doi:10.1111/tbed.13132

Garcia-Escudero, R., Andrés, G., Almazan, F., Vinuela, E., 1998. Inducible Gene
Expression from African Swine Fever Virus Recombinants: Analysis of the Major
Capsid Protein p72. J Virol 72, 3185-3195. do0i:10.1128/JV1.72.4.3185-3195.1998

Gil, S., Sepulveda, N., Albina, E., Leitdo, A., Martins, C., 2008. The low-virulent African
swine fever virus (ASFV/NH/P68) induces enhanced expression and production of
relevant regulatory cytokines (IFNa, TNFa and IL12p40) on porcine macrophages
in comparison to the highly virulent ASFV/L60. Arch Virol 153, 1845-1854.
doi:10.1007/s00705-008-0196-5

Gladue, D.P., O’Donnell, V., Ramirez-Medina, E., Rai, A., Pruitt, S., Vuono, E.A., Silva,
E., Velazquez-Salinas, L., Borca, M.V., 2020. Deletion of CD2-Like (CD2v) and C-Type
Lectin-Like (EP153R) Genes from African Swine Fever Virus Georgia-A9GL
Abrogates Its Effectiveness as an Experimental Vaccine. Viruses 12, 1185.
doi:10.3390/v12101185

Goatley, L.C., Dixon, L.K., 2011. Processing and Localization of the African Swine
Fever Virus CD2v Transmembrane Protein. J Virol 85, 3294-3305.
doi:10.1128/J3VI1.01994-10

Goatley, L.C., Reis, A.L., Portugal, R., Goldswain, H., Shimmon, G.L., Hargreaves, Z.,
Ho, C.-S., Montoya, M., Sanchez-Cordoén, P.J., Taylor, G., Dixon, L.K., Netherton, C.L.,
2020. A Pool of Eight Virally Vectored African Swine Fever Antigens Protect Pigs
against Fatal Disease. Vaccines 8, 234. doi:10.3390/vaccines8020234

Gogin, A., Gerasimov, V., Malogolovkin, A., Kolbasov, D., 2013. African swine fever in
the North Caucasus region and the Russian Federation in years 2007-2012. Virus
Research 173, 198-203. doi:10.1016/j.virusres.2012.12.007

89



Gomez-Puertas, P., Rodriguez, F., Oviedo, J.M., Brun, A., Alonso, C., Escribano, J.M.,
1998. The African Swine Fever Virus Proteins p54 and p30 Are Involved in Two
Distinct Steps of Virus Attachment and Both Contribute to the Antibody-Mediated
Protective Immune Response. Virology 243, 461-471. doi:10.1006/viro.1998.9068

Gdémez-Villamandos, J.C., Hervas, J., Méndez, A., Carrasco, L., Villeda, C.J., Wilkinson,
P.J., Sierra, M.A., 1995. Pathological changes in the renal interstitial capillaries of
pigs inoculated with two different strains of african swine fever virus. Journal of
Comparative Pathology 112, 283—-298. d0i:10.1016/S0021-9975(05)80081-7

Greig, A.S., Boulanger, P., Bannister, G.L., 1967. African swine fever. V. Cultivation

of the virus in primary pig kidney cells. Can J Comp Med Vet Sci 31, 24-31.

Guinat, C., Gogin, A., Blome, S., Keil, G., Pollin, R., Pfeiffer, D.U., Dixon, L., 2016.
Transmission routes of African swine fever virus to domestic pigs: current
knowledge and future research directions. Veterinary Record 178, 262-267.
doi:10.1136/vr.103593

Hernaez, B., Guerra, M., Salas, M.L., Andrés, G., 2016. African Swine Fever Virus
Undergoes Outer Envelope Disruption, Capsid Disassembly and Inner Envelope
Fusion before Core Release from Multivesicular Endosomes. PLoS Pathog 12,
€1005595. doi:10.1371/journal.ppat.1005595

Huang, H., Dang, W., Shi, Z., Ding, M., Xu, F., Li, T., Feng, T., Zheng, H., Xiao, S., 2023.
Identification of African swine fever virus MGF505-2R as a potent inhibitor of innate
immunity in vitro. Virologica Sinica 38, 84—95. doi:10.1016/j.virs.2022.11.009

Hubner, A., Petersen, B., Keil, G.M., Niemann, H., Mettenleiter, T.C., Fuchs, W., 2018.
Efficient inhibition of African swine fever virus replication by CRISPR/Cas9
targeting of the viral p30 gene (CP204L). Sci Rep 8, 1449. doi:10.1038/s41598-018-
19626-1

Huhr, J., Schéfer, A., Schwaiger, T., Zani, L., Sehl, J., Mettenleiter, T.C., Blome, S.,
Blohm, U., 2020. Impaired T-cell responses in domestic pigs and wild boar upon
infection with a highly virulent African swine fever virus strain. Transbound. Emerg.
Dis. 67, 3016—3032. do0i:10.1111/tbed.13678

Hurtado, C., Bustos, M.J., Granja, A.G., de Ledn, P., Sabina, P., Lépez-Vinas, E.,
Gbémez-Puertas, P., Revilla, Y., Carrascosa, A.L., 2011. The African swine fever virus
lectin EP153R modulates the surface membrane expression of MHC class |
antigens. Arch Virol 156, 219-234. doi:10.1007/s00705-010-0846-2

90



Hurtado, C., Granja, A.G., Bustos, M.J., Nogal, M.L., Gonzéalez de Buitrago, G., de
Yébenes, V.G., Salas, M.L., Revilla, Y., Carrascosa, A.L., 2004. The C-type lectin
homologue gene (EP153R) of African swine fever virus inhibits apoptosis both in
virus infection and in heterologous expression. Virology 326, 160-170.
doi:10.1016/j.virol.2004.05.019

ICTV 2023. URL https://ictv.global/taxonomy/taxondetails?taxnode id=202202618,
Letoltés datuma: 2023. 06.18.

Jia, N., Ou, Y., Pejsak, Z., Zhang, Y., Zhang, J., 2017. Roles of African swine fever
virus structural proteins in viral infection. Journal of Veterinary Research 61, 135
143. doi:10.1515/jvetres-2017-0017

Jori, F., Bastos, A.D.S., 2009. Role of Wild Suids in the Epidemiology of African
Swine Fever. EcoHealth 6, 296-310. doi:10.1007/s10393-009-0248-7

Jouvenet, N., Monaghan, P., Way, M., Wileman, T., 2004. Transport of African Swine
Fever Virus from Assembly Sites to the Plasma Membrane Is Dependent on
Microtubules and Conventional Kinesin. J Virol 78, 7990-8001.
doi:10.1128/JVI.78.15.7990-8001.2004

Kim, B., Nesvizhskii, A.l., Rani, P.G., Hahn, S., Aebersold, R., Ranish, J.A., 2007. The
transcription elongation factor TFIS is a component of RNA polymerase Il
preinitiation complexes. Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 104, 16068-16073.
doi:10.1073/pnas.0704573104

King, K., Chapman, D., Argilaguet, J.M., Fishbourne, E., Hutet, E., Cariolet, R.,
Hutchings, G., Oura, C.A.L., Netherton, C.L., Moffat, K., Taylor, G., Le Potier, M.-F.,
Dixon, L.K., Takamatsu, H.-H., 2011. Protection of European domestic pigs from
virulent African isolates of African swine fever virus by experimental
immunisation. Vaccine 29, 4593-4600. doi:10.1016/j.vaccine.2011.04.052

Kroll, M.H., Elin, R.J., 1985. Relationships between magnesium and protein

concentrations in serum. Clin Chem 31, 244-246.

Krug, P.W., Holinka, L.G., O’Donnell, V., Reese, B., Sanford, B., Fernandez-Sainz, 1.,
Gladue, D.P., Arzt, J., Rodriguez, L., Risatti, G.R., Borca, M.V., 2015. The Progressive
Adaptation of a Georgian Isolate of African Swine Fever Virus to Vero Cells Leads
to a Gradual Attenuation of Virulence in Swine Corresponding to Major
Modifications of the Viral Genome. J Virol 89, 2324-2332. doi:10.1128/JV1.03250-14

Lacasta, A., Ballester, M., Monteagudo, P.L., Rodriguez, J.M., Salas, M.L., Accensi, F.,
Pina-Pedrero, S., Bensaid, A., Argilaguet, J., Lopez-Soria, S., Hutet, E., Le Potier, M.F.,

91


https://ictv.global/taxonomy/taxondetails?taxnode_id=202202618

Rodriguez, F., 2014. Expression Library Immunization Can Confer Protection
against Lethal Challenge with African Swine Fever Virus. J Virol 88, 13322-13332.
doi:10.1128/JVvI1.01893-14

Lacasta, A., Monteagudo, P.L., Jiménez-Marin, A., Accensi, F., Ballester, M., Argilaguet,
J., Galindo-Cardiel, |., Segalés, J., Salas, M.L., Dominguez, J., Moreno, A., Garrido, J.J.,
Rodriguez, F., 2015. Live attenuated African swine fever viruses as ideal tools to
dissect the mechanisms involved in viral pathogenesis and immune protection.
Vet Res 46, 135. doi:10.1186/s13567-015-0275-z

Leitdo, A., Cartaxeiro, C., Coelho, R., Cruz, B., Parkhouse, R.M.E., Portugal, F.C.,
Vigario, J.D., Martins, C.L.V., 2001. The non-haemadsorbing African swine fever
virus isolate ASFV/NH/P68 provides a model for defining the protective anti-virus
immune response. Journal of General Virology 82, 513-523. d0i:10.1099/0022-1317-
82-3-513

Lewis, T., Zsak, L., Burrage, T.G., Lu, Z., Kutish, G.F., Neilan, J.G., Rock, D.L., 2000. An
African Swine Fever Virus ERV1-ALR Homologue, 9GL , Affects Virion Maturation
and Viral Growth in Macrophages and Viral Virulence in Swine. J Virol 74, 1275—
1285. d0i:10.1128/JVI1.74.3.1275-1285.2000

Li, D., Liu, Yinguang, Qi, X., Wen, Y., Li, P., Ma, Z., Liu, Yongjie, Zheng, H., Liu, Z.,
2021a. African Swine Fever Virus MGF-110-9L-deficient Mutant Has Attenuated
Virulence in Pigs. Virol. Sin. 36, 187-195. doi:10.1007/s12250-021-00350-6

Li, D., Yang, W., Li, L., Li, P., Ma, Z., Zhang, J., Qi, X., Ren, J., Ru, Y., Niu, Q., Liu, Z.,
Liu, X., Zheng, H., 2021b. African Swine Fever Virus MGF-505-7R Negatively
Regulates cGAS-STING-Mediated Signaling Pathway. The Journal of Immunology
206, 1844-1857. doi:10.4049/jimmunol.2001110

Li, D., Zhang, J., Yang, W., Li, P., Ru, Y., Kang, W., Li, L., Ran, Y., Zheng, H., 2021c.
African swine fever virus protein MGF-505-7R promotes virulence and
pathogenesis by inhibiting JAK1l- and JAK2-mediated signaling. Journal of
Biological Chemistry 297, 101190. doi:10.1016/j.jbc.2021.101190

Li, X., Xiao, K., Zhang, Z., Yang, J., Wang, R., Shen, X., Pan, J., Irwin, D.M., Chen, R.-
A., Shen, Y., 2020. The recombination hot spots and genetic diversity of the
genomes of African swine fever viruses. Journal of Infection 80, 121-142.
doi:10.1016/j.jinf.2019.08.007

Li, Z., Chen, W., Qiu, Z., Li, Y., Fan, J., Wu, K., Li, X., Zhao, M., Ding, H., Fan, S., Chen,
J., 2022. African Swine Fever Virus: A Review. Life 12, 1255. doi:10.3390/life12081255

92



Liu, Y., Li, Y., Xie, Z., Ao, Q., Di, D., Yu, W, Lv, L., Zhong, Q., Song, Y., Liao, X., Song,
Q., Wang, H., Chen, H., 2021. Development and in vivo evaluation of MGF100-1R
deletion mutant in an African swine fever virus Chinese strain. Veterinary
Microbiology 261, 109208. doi:10.1016/j.vetmic.2021.109208

Lokhandwala, S., Waghela, S.D., Bray, J., Martin, C.L., Sangewar, N., Charendoff, C.,
Shetti, R., Ashley, C., Chen, C.-H., Berghman, L.R., Mwangi, D., Dominowski, P.J., Foss,
D.L., Rai, S., Vora, S., Gabbert, L., Burrage, T.G., Brake, D., Neilan, J., Mwangi, W.,
2016. Induction of Robust Immune Responses in Swine by Using a Cocktail of
Adenovirus-Vectored African Swine Fever Virus Antigens. Clin Vaccine Immunol 23,
888-900. d0i:10.1128/CVI.00395-16

Luo, R., Wang, T., Sun, M., Pan, L., Huang, S., Sun, Y., Qiu, H.-J., 2022. The 24.5-kb
Left Variable Region Is Not a Determinant for African Swine Fever Virus to
Replicate in Primary Porcine Alveolar Macrophages. Viruses 14, 2119.
doi:10.3390/v14102119

Lv, L., Zhang, T., Jia, H., Zhang, Y., Ahsan, A., Zhao, X., Chen, T., Shen, Z., Shen, N.,
2022. Temporally integrated transcriptome analysis reveals ASFV pathology and
host response dynamics. Front. Immunol. 13, 995998.
doi:10.3389/fimmu.2022.995998

Lv, T., Xie, X., Song, N., Zhang, S., Ding, Y., Liu, K., Diao, L., Chen, X., Jiang, S., Li, T.,
Zhang, W., Cao, Y., 2022. Expounding the role of tick in Africa swine fever virus
transmission and seeking effective prevention measures: A review. Front. Immunol.
13, 1093599. doi:10.3389/fimmu.2022.1093599

Malogolovkin, A., Burmakina, G., Tulman, E.R., Delhon, G., Diel, D.G., Salnikov, N.,
Kutish, G.F., Kolbasov, D., Rock, D.L., 2015. African swine fever virus CD2v and C-
type lectin gene loci mediate serological specificity. Journal of General Virology 96,
866—873. d0i:10.1099/jgv.0.000024

Malogolovkin, A., Kolbasov, D., 2019. Genetic and antigenic diversity of African
swine fever virus. Virus Research 271, 197673. doi:10.1016/j.virusres.2019.197673

Martin, L.R., Neal, Z.C., McBride, M.S., Palmenberg, A.C., 2000. Mengovirus and
Encephalomyocarditis Virus Poly(C) Tract Lengths Can Affect Virus Growth in
Murine Cell Culture. J Virol 74, 3074-3081. doi:10.1128/JVI.74.7.3074-3081.2000

Mazur-Panasiuk, N., Wozniakowski, G., Niemczuk, K., 2019. The first complete
genomic sequences of African swine fever virus isolated in Poland. Sci Rep 9, 4556.
doi:10.1038/s41598-018-36823-0

93



McKercher, P.D., Hess, W.R., Hamdy, F., 1978. Residual viruses in pork products.
Appl Environ Microbiol 35, 142-145. doi:10.1128/aem.35.1.142-145.1978

Mellor, P.S., Kitching, R.P., Wilkinson, P.J., 1987. Mechanical transmission of
capripox virus and African swine fever virus by Stomoxys calcitrans. Res Vet Sci
43, 109-112.

Meloni, D., Franzoni, G., Oggiano, A., 2022. Cell Lines for the Development of African
Swine Fever Virus Vaccine Candidates: An Update. Vaccines 10, 707.
doi:10.3390/vaccines10050707

Monteagudo, P.L., Lacasta, A., Lépez, E., Bosch, L., Collado, J., Pina-Pedrero, S.,
Correa-Fiz, F., Accensi, F., Navas, M.J., Vidal, E., Bustos, M.J., Rodriguez, J.M., Gallei,
A., Nikolin, V., Salas, M.L., Rodriguez, F., 2017. BA71ACD2: a New Recombinant Live
Attenuated African Swine Fever Virus with Cross-Protective Capabilities. J Virol 91,
€01058-17. doi:10.1128/JVI.01058-17

NEBIH, 2023. URL https://portal.nebih.gov.hu/hu/afrikai-sertespestis

Nefedeva, M., Titov, I., Tsybanov, S., Malogolovkin, A., 2020. Recombination shapes
African swine fever virus serotype-specific locus evolution. Sci Rep 10, 18474.
doi:10.1038/s41598-020-75377-y

Neilan, J.G., Zsak, L., Lu, Z., Burrage, T.G., Kutish, G.F., Rock, D.L., 2004. Neutralizing
antibodies to African swine fever virus proteins p30, p54, and p72 are not sufficient
for antibody-mediated protection. Virology 319, 337-342.
doi:10.1016/j.virol.2003.11.011

Neilan, J.G., Zsak, L., Lu, Z., Kutish, G.F., Afonso, C.L., Rock, D.L., 2002. Novel Swine
Virulence Determinant in the Left Variable Region of the African Swine Fever Virus
Genome. J Virol 76, 3095-3104. doi:10.1128/JVI.76.7.3095-3104.2002

Netherton, C., Rouiller, I., Wileman, T., 2004a. The Subcellular Distribution of
Multigene Family 110 Proteins of African Swine Fever Virus Is Determined by
Differences in C-Terminal KDEL Endoplasmic Reticulum Retention Motifs. J Virol
78, 3710-3721. doi:10.1128/JV1.78.7.3710-3721.2004

Netherton, C., Rouiller, I., Wileman, T., 2004b. The Subcellular Distribution of
Multigene Family 110 Proteins of African Swine Fever Virus Is Determined by
Differences in C-Terminal KDEL Endoplasmic Reticulum Retention Motifs. J Virol
78, 3710-3721. d0i:10.1128/JV1.78.7.3710-3721.2004

94



Niederwerder, M.C., Dee, S., Diel, D.G., Stoian, A.M.M., Constance, L.A., Olcha, M.,
Petrovan, V., Patterson, G., Cino-Ozuna, A.G., Rowland, R.R.R., 2021. Mitigating the
risk of African swine fever virus in feed with anti-viral chemical additives.
Transbounding Emerging Dis 68, 477-486. doi:10.1111/tbed.13699

Nurmoja, |., Petrov, A., Breidenstein, C., Zani, L., Forth, J.H., Beer, M., Kristian, M.,
Viltrop, A., Blome, S., 2017. Biological characterization of African swine fever virus
genotype Il strains from north-eastern Estonia in European wild boar. Transbound
Emerg Dis 64, 2034-2041. doi:10.1111/tbed.12614

Nurmoja, Imbi, Schulz, K., Staubach, C., Sauter-Louis, C., Depner, K., Conraths, F.J.,
Viltrop, A., 2017. Development of African swine fever epidemic among wild boar in
Estonia - two different areas in the epidemiological focus. Sci Rep 7, 12562.
doi:10.1038/s41598-017-12952-w

O’Donnell, V., Holinka, L.G., Krug, P.W., Gladue, D.P., Carlson, J., Sanford, B., Alfano,
M., Kramer, E., Lu, Z., Arzt, J., Reese, B., Carrillo, C., Risatti, G.R., Borca, M.V., 2015.
African Swine Fever Virus Georgia 2007 with a Deletion of Virulence-Associated
Gene 9GL (B119L), when Administered at Low Doses, Leads to Virus Attenuation
in Swine and Induces an Effective Protection against Homologous Challenge. J
Virol 89, 8556—8566. doi:10.1128/JVI1.00969-15

O’Donnell, V., Risatti, G.R., Holinka, L.G., Krug, P.W., Carlson, J., Velazquez-Salinas,
L., Azzinaro, P.A., Gladue, D.P., Borca, M.V., 2017. Simultaneous Deletion of the 9GL
and UK Genes from the African Swine Fever Virus Georgia 2007 Isolate Offers
Increased Safety and Protection against Homologous Challenge. J Virol 91, e01760-
16. doi:10.1128/JV1.01760-16

OIE - World Organisation for Animal Health (Ed.), 2018. Manual of diagnostic tests and
vaccines for terrestrial animals, 8th edition. ed. OIE, Paris. Letoltés datuma: 2018.
12. 15.

Olesen, A.S., Hansen, M.F., Rasmussen, T.B., Belsham, G.J., Badker, R., Batner, A,
2018a. Survival and localization of African swine fever virus in stable flies
(Stomoxys calcitrans) after feeding on viremic blood using a membrane feeder.
Veterinary Microbiology 222, 25-29. doi:10.1016/j.vetmic.2018.06.010

Olesen, A.S., Lohse, L., Dalgaard, M.D., Wozniakowski, G., Belsham, G.J., Batner, A,
Rasmussen, T.B., 2018b. Complete genome sequence of an African swine fever
virus (ASFV POL/2015/Podlaskie) determined directly from pig erythrocyte-

95



associated nucleic acid. Journal of Virological Methods 261, 14-16.
doi:10.1016/j.jviromet.2018.07.015

Olesen, A.S., Lohse, L., Hansen, M.F., Boklund, A., Halasa, T., Belsham, G.J.,
Rasmussen, T.B., Batner, A., Badker, R., 2018c. Infection of pigs with African swine
fever virus via ingestion of stable flies ( Stomoxys calcitrans ). Transbound Emerg
Dis 65, 1152—-1157. doi:10.1111/tbed.12918

Oura, C.A.L., Denyer, M.S., Takamatsu, H., Parkhouse, R.M.E., 2005. In vivo depletion
of CD8+ T lymphocytes abrogates protective immunity to African swine fever virus.
Journal of General Virology 86, 2445—-2450. doi:10.1099/vir.0.81038-0

Penza, V., Russell, S.J., Schulze, A.J., 2021. The long-lasting enigma of polycytidine
(polyC) tract. PLoS Pathog 17, €1009739. doi:10.1371/journal.ppat.1009739

Pérez-Nufez, D., Castillo-Rosa, E., Vigara-Astillero, G., Garcia-Belmonte, R., Gallardo,
C., Revilla, Y., 2020. Identification and Isolation of Two Different Subpopulations
Within African Swine Fever Virus Arm/07 Stock. Vaccines 8, 625.
doi:10.3390/vaccines8040625

Pérez-Nufez, D., Garcia-Urdiales, E., Martinez-Bonet, M., Nogal, M.L., Barroso, S.,
Revilla, Y., Madrid, R., 2015. CD2v Interacts with Adaptor Protein AP-1 during
African Swine Fever Infection. PL0S ONE 10, e0123714.
doi:10.1371/journal.pone.0123714

Petrovan, V., Rathakrishnan, A., Islam, M., Goatley, L.C., Moffat, K., Sanchez-Cordon,
P.J., Reis, A.L., Dixon, L.K., 2022. Role of African Swine Fever Virus Proteins EP153R
and EP402R in Reducing Viral Persistence in Blood and Virulence in Pigs Infected
with BeninADP148R. J Virol 96, e01340-21. d0i:10.1128/JV1.01340-21

Pietschmann, J., Guinat, C., Beer, M., Pronin, V., Tauscher, K., Petrov, A., Keil, G.,
Blome, S., 2015. Course and transmission characteristics of oral low-dose infection
of domestic pigs and European wild boar with a Caucasian African swine fever
virus isolate. Arch Virol 160, 1657-1667. doi:10.1007/s00705-015-2430-2

Pires, S., Ribeiro, G., Costa, J.V., 1997. Sequence and organization of the left
multigene family 110 region of the Vero-adapted L60V strain of African swine fever
virus. Virus Genes 15, 271-274. doi:10.1023/A:1007992806818

Popescu, L., Gaudreault, N.N., Whitworth, K.M., Murgia, M.V., Nietfeld, J.C., Mileham,
A., Samuel, M., Wells, K.D., Prather, R.S., Rowland, R.R.R., 2017. Genetically edited

pigs lacking CD163 show no resistance following infection with the African swine

96



fever virus isolate, Georgia 2007/1. Virology 501, 102-106.
doi:10.1016/).virol.2016.11.012

Qu, H., Ge, S., Zhang, Y., Wu, X., Wang, Z., 2022. A systematic review of genotypes
and serogroups of African swine fever virus. Virus Genes 58, 77-87.
doi:10.1007/s11262-021-01879-0

Ramirez-Medina, E., Vuono, E., O’Donnell, V., Holinka, L.G., Silva, E., Rai, A., Pruitt, S.,
Carrillo, C., Gladue, D.P., Borca, M.V., 2019. Differential Effect of the Deletion of
African Swine Fever Virus Virulence-Associated Genes in the Induction of
Attenuation of the Highly Virulent Georgia Strain. Viruses 11, 599.
doi:10.3390/v11070599

Ramirez-Medina, E., Vuono, E., Pruitt, S., Rai, A., Silva, E., Espinoza, N., Zhu, J.,
Velazquez-Salinas, L., Borca, M.V., Gladue, D.P., 2021a. Development and In Vivo
Evaluation of a MGF110-1L Deletion Mutant in African Swine Fever Strain Georgia.
Viruses 13, 286. doi:10.3390/v13020286

Ramirez-Medina, E., Vuono, E., Pruitt, S., Rai, A., Silva, E., Espinoza, N., Zhu, J.,
Velazquez-Salinas, L., Borca, M.V., Gladue, D.P., 2021b. Development and In Vivo
Evaluation of a MGF110-1L Deletion Mutant in African Swine Fever Strain Georgia.
Viruses 13, 286. doi:10.3390/v13020286

Ramirez-Medina, E., Vuono, E., Silva, E., Rai, A., Valladares, A., Pruitt, S., Espinoza, N.,
Velazquez-Salinas, L., Borca, M.V., Gladue, D.P., 2022. Evaluation of the Deletion of
MGF110-5L-6L on Swine Virulence from the Pandemic Strain of African Swine
Fever Virus and Use as a DIVA Marker in Vaccine Candidate ASFV-G-AI177L. J Virol
96, e00597-22. d0i:10.1128/jvi.00597-22

Ramirez-Medina, E., Vuono, E.A., Rai, A., Pruitt, S., Silva, E., Velazquez-Salinas, L.,
Zhu, J., Gladue, D.P., Borca, M.V., 2020. Evaluation in Swine of a Recombinant
African Swine Fever Virus Lacking the MGF-360-1L Gene. Viruses 12, 1193.
doi:10.3390/v12101193

Ramirez-Medina, E., Vuono, E.A., Velazquez-Salinas, L., Silva, E., Rai, A., Pruitt, S.,
Berggren, K.A., Zhu, J., Borca, M.V., Gladue, D.P., 2020. The MGF360-16R ORF of
African Swine Fever Virus Strain Georgia Encodes for a Nonessential Gene That
Interacts with Host Proteins SERTAD3 and SDCBP. Viruses 12, 60.
doi:10.3390/v12010060

Rathakrishnan, A., Connell, S., Petrovan, V., Moffat, K., Goatley, L.C., Jabbar, T.,
Sanchez-Cordon, P.J., Reis, A.L., Dixon, L.K., 2022. Differential Effect of Deleting

97



Members of African Swine Fever Virus Multigene Families 360 and 505 from the
Genotype Il Georgia 2007/1 Isolate on Virus Replication, Virulence, and Induction
of Protection. J Virol 96, e01899-21. doi:10.1128/jvi.01899-21

Rock, D.L., 2017. Challenges for African swine fever vaccine development—*“...
perhaps the end of the beginning.” Veterinary Microbiology 206, 52-58.
doi:10.1016/j.vetmic.2016.10.003

Rodriguez, I., Redrejo-Rodriguez, M., Rodriguez, J.M., Alejo, A., Salas, J., Salas, M.L.,
2006. African Swine Fever Virus pB119L Protein Is a Flavin Adenine Dinucleotide-
Linked Sulfhydryl Oxidase. J Virol 80, 3157-3166. doi:10.1128/JV1.80.7.3157-
3166.2006

Rodriguez, J.M., Moreno, L.T., Alejo, A., Lacasta, A., Rodriguez, F., Salas, M.L., 2015.
Genome Sequence of African Swine Fever Virus BA71, the Virulent Parental Strain
of the Nonpathogenic and Tissue-Culture Adapted BA71V. PLoS ONE 10, e0142889.
doi:10.1371/journal.pone.0142889

Rodriguez, J.M., Yanez, R.J., Almazan, F., Vifiuela, E., Rodriguez, J.F., 1993. African
swine fever virus encodes a CD2 homolog responsible for the adhesion of
erythrocytes to infected cells. J Virol 67, 5312-5320. do0i:10.1128/jvi.67.9.5312-
5320.1993

Rojo, G., Garcia-Beato, R., Vifiuela, E., Salas, M.L., Salas, J., 1999. Replication of
African Swine Fever Virus DNA in Infected Cells. Virology 257, 524-536.
doi:10.1006/viro.1999.9704

Rouiller, 1., Brookes, S.M., Hyatt, A.D., Windsor, M., Wileman, T., 1998. African Swine
Fever Virus Is Wrapped by the Endoplasmic Reticulum. J Virol 72, 2373-2387.
doi:10.1128/JVI1.72.3.2373-2387.1998

Rowlands, R.J., Duarte, M.M., Boinas, F., Hutchings, G., Dixon, L.K., 2009. The CD2v
protein enhances African swine fever virus replication in the tick vector,
Ornithodoros erraticus. Virology 393, 319-328. doi:10.1016/j.virol.2009.07.040

Ruiz Gonzalvo, F., Caballero, C., Martinez, J., Carnero, M.E., 1986. Neutralization of
African swine fever virus by sera from African swine fever-resistant pigs. Am J Vet
Res 47, 1858-1862.

Salas, M.L., Andrés, G., 2013. African swine fever virus morphogenesis. Virus
Research 173, 29-41. doi:10.1016/j.virusres.2012.09.016

98



Salguero, F.J., 2020. Comparative Pathology and Pathogenesis of African Swine
Fever Infection in Swine. Front. Vet. Sci. 7, 282. doi:10.3389/fvets.2020.00282

Salguero, F.J., Ruiz-Villamor, E., Bautista, M.J., Sanchez-Cordén, P.J., Carrasco, L.,
Gomez-Villamandos, J.C., 2002. Changes in macrophages in spleen and lymph
nodes during acute African swine fever: expression of cytokines. Veterinary
Immunology and Immunopathology 90, 11-22. doi:10.1016/S0165-2427(02)00225-8

Sanchez-Torres, C., Gémez-Puertas, P., Gdmez-del-Moral, M., Alonso, F., Escribano,
J.M., Ezquerra, A., Dominguez, J., 2003. Expression of porcine CD163 on
monocytes/macrophages correlates with permissiveness to African swine fever
infection. Archives of Virology 148, 2307-2323. doi:10.1007/s00705-003-0188-4

Sanchez-Vizcaino, J.M., Mur, L., Gomez-Villamandos, J.C., Carrasco, L., 2015. An
Update on the Epidemiology and Pathology of African Swine Fever. Journal of
Comparative Pathology 152, 9-21. doi:10.1016/j.jcpa.2014.09.003

Sanchez-Vizcaino, J.M., Mur, L., Martinez-Lépez, B., 2012. African Swine Fever: An
Epidemiological Update: African Swine Fever: An Epidemiological Update.
Transboundary and Emerging Diseases 59, 27-35. do0i:10.1111/j.1865-
1682.2011.01293.x

Sanford, B., Holinka, L.G., O’'Donnell, V., Krug, P.W., Carlson, J., Alfano, M., Carrillo, C.,
Wu, P., Lowe, A., Risatti, G.R., Gladue, D.P., Borca, M.V., 2016. Deletion of the
thymidine kinase gene induces complete attenuation of the Georgia isolate of
African swine fever virus. Virus Research 213, 165-171.
doi:10.1016/j.virusres.2015.12.002

Sauter-Louis, C., Conraths, F.J., Probst, C., Blohm, U., Schulz, K., Sehl, J., Fischer, M.,
Forth, J.H., Zani, L., Depner, K., Mettenleiter, T.C., Beer, M., Blome, S., 2021. African
Swine Fever in Wild Boar in Europe—A Review. Viruses 13, 1717.
doi:10.3390/v13091717

Schlafer, D.H., Mebus, C.A., McVicar, J.W., 1984. African swine fever in neonatal
pigs: passively acquired protection from colostrum or serum of recovered pigs.
Am J Vet Res 45, 1367-1372.

Silva, E.B., Krug, P.W., Ramirez-Medina, E., Valladares, A., Rai, A., Espinoza, N.,
Gladue, D.P., Borca, M.V., 2022. The Presence of Virus Neutralizing Antibodies Is
Highly Associated with Protection against Virulent Challenge in Domestic Pigs
Immunized with ASFV live Attenuated Vaccine Candidates. Pathogens 11, 1311.
doi:10.3390/pathogens11111311

99



Songkasupa, T., Boonpornprasert, P., Suwankitwat, N., Lohlamoh, W., Nuengjamnong,
C., Nuanualsuwan, S., 2022. Thermal inactivation of African swine fever virus in feed
ingredients. Sci Rep 12, 15998. doi:10.1038/s41598-022-20290-9

Suarez, C., Gutiérrez-Berzal, J., Andrés, G., Salas, M.L., Rodriguez, J.M., 2010a.
African Swine Fever Virus Protein pl7 Is Essential for the Progression of Viral
Membrane Precursors toward Icosahedral Intermediates. J Virol 84, 7484—7499.
doi:10.1128/JV1.00600-10

Suarez, C., Salas, M.L., Rodriguez, J.M., 2010b. African Swine Fever Virus
Polyprotein pp62 Is Essential for Viral Core Development. J Virol 84, 176-187.
doi:10.1128/JV1.01858-09

Sun, E., Zhang, Z., Wang, Z., He, X., Zhang, X., Wang, L., Wang, W., Huang, L., Xi, F.,
Huangfu, H., Tsegay, G., Huo, H., Sun, J., Tian, Z., Xia, W., Yu, X., Li, F., Liu, R., Guan,
Y., Zhao, D., Bu, Z., 2021. Emergence and prevalence of naturally occurring lower
virulent African swine fever viruses in domestic pigs in China in 2020. Sci. China
Life Sci. 64, 752—-765. doi:10.1007/s11427-021-1904-4

Tabarés, E., Olivares, ., Santurde, G., Garcia, M.J., Martin, E., Carnero, M.E., 1987.
African swine fever virus DNA: deletions and additions during adaptation to growth
in monkey kidney cells. Archives of Virology 97, 333-346. doi:10.1007/BF01314431

Tan, B.G., Wellesley, F.C., Savery, N.J., Szczelkun, M.D., 2016. Length heterogeneity
at conserved sequence block 2 in human mitochondrial DNA acts as a rheostat for
RNA polymerase POLRMT activity. Nucleic Acids Res 44, 7817-7829.
doi:10.1093/nar/gkw648

Turlewicz-Podbielska, H., Kuriga, A., Niemyjski, R., Tarasiuk, G., Pomorska-Mdél, M.,
2021. African Swine Fever Virus as a Difficult Opponent in the Fight for a Vaccine—
Current Data. Viruses 13, 1212. doi:10.3390/v13071212

Upton, C., 2020. Multigene Families in African Swine Fever Virus. [WWW Document].

https://4virology.net/organisms/dsdna-viruses/asfarviridae/mgf-110/.

Urbano, A.C., Ferreira, F., 2022. African swine fever control and prevention: an
update on vaccine development. Emerging Microbes & Infections 11, 2021-2033.
doi:10.1080/22221751.2022.2108342

Urbano, A.C., Ferreira, F., 2020. Role of the DNA-Binding Protein pA104R in ASFV
Genome Packaging and as a Novel Target for Vaccine and Drug Development.
Vaccines 8, 585. doi:10.3390/vaccines8040585

100



Valdeira, M.L., Geraldes, A., 1985. Morphological study on the entry of African swine
fever virus into cells. Biology of the Cell 55, 35-40. do0i:10.1111/}.1768-
322X.1985.th00407.x

Vega, I.D.L., Vifiuela, E., Blasco, R., 1990. Genetic variation and multigene families
in african swine fever virus. Virology 179, 234—-246. doi:10.1016/0042-6822(90)90293-
Z

Vietnamplus.vn, 2023. URL https://en.vietnamplus.vn/tags/efficacy-rate.vnp, Letdltés
datuma: 2023.10.09.

Virotype ASFV, 2019. URL https://shop.indical.com/en/virotype-asfv-2-0-pcr-Kit-96-
reactions.html, Letoltés datuma: 2019.03.01.

Vuono, E.A., Ramirez-Medina, E., Pruitt, S., Rai, A., Espinoza, N., Silva, E., Velazquez-
Salinas, L., Gladue, D.P., Borca, M.V., 2022. Deletion of the ASFV dUTPase Gene
E165R from the Genome of Highly Virulent African Swine Fever Virus Georgia 2010
Does Not Affect Virus Replication or Virulence in Domestic Pigs. Viruses 14, 1409.
doi:10.3390/v14071409

Vydelingum, S., Baylis, S.A., Bristow, C., Smith, G.L., Dixon, L.K., 1993. Duplicated
genes within the variable right end of the genome of a pathogenic isolate of African
swine fever virus. Journal of General Virology 74, 2125-2130. doi:10.1099/0022-1317-
74-10-2125

Wang, G., Xie, M., Wu, W., Chen, Z., 2021. Structures and Functional Diversities of
ASFV Proteins. Viruses 13, 2124. doi:10.3390/v13112124

Wang, N., Zhao, D., Wang, Jialing, Zhang, Y., Wang, M., Gao, Y., Li, F., Wang, Jingfei,
Bu, Z., Rao, Z., Wang, X., 2019. Architecture of African swine fever virus and
implications for viral assembly. Science 366, 640-644. doi:10.1126/science.aaz1439

Wang, T., Wang, L., Han, Y., Pan, L., Yang, J., Sun, M., Zhou, P., Sun, Y., Bi, Y., Qiu,
H., 2021. Adaptation of African swine fever virus to HEK293T cells. Transbound.
Emerg. Dis. 68, 2853—2866. doi:10.1111/tbed.14242

Wang, Y., Cui, S., Xin, T., Wang, X., Yu, H., Chen, S., Jiang, Yajun, Gao, X., Jiang,
Yitong, Guo, X., Jia, H., Zhu, H., 2022. African Swine Fever Virus MGF360-14L
Negatively Regulates Type | Interferon Signaling by Targeting IRF3. Front. Cell.
Infect. Microbiol. 11, 818969. doi:10.3389/fcimb.2021.818969

101


https://en.vietnamplus.vn/tags/efficacy-rate.vnp
https://shop.indical.com/en/virotype-asfv-2-0-pcr-kit-96-reactions.html
https://shop.indical.com/en/virotype-asfv-2-0-pcr-kit-96-reactions.html

Wang, Z., Ai, Q., Huang, S., Ou, Y., Gao, Y., Tong, T., Fan, H., 2022. Inmune Escape
Mechanism and Vaccine Research Progress of African Swine Fever Virus. Vaccines
10, 344. doi:10.3390/vaccines10030344

Wen, X., He, X., Zhang, Xiang, Zhang, Xianfeng, Liu, L., Guan, Y., Zhang, Y., Bu, Z.,
2019. Genome sequences derived from pig and dried blood pig feed samples
provide important insights into the transmission of African swine fever virus in
China in 2018. Emerging Microbes & Infections 8, 303-306.
doi:10.1080/22221751.2019.1565915

WOAH, 2023. Situation reports for  African swine fever. URL
https://www.woah.org/app/uploads/2023/05/asf-report33-002.pdf, Letoltés datuma:
2023.04.29.

WOAH, Situation reports  for  African swine fever, 2023. URL

https://www.woah.org/app/uploads/2023/08/asf-report39.pdf, Letoltés datuma:
2023.08.03.
WOAH Vietnam report, 2022. URL https://rr-asia.woah.org/wp-
content/uploads/2022/12/5-f-viet-nam-asf-country-report.pdf, Letoltés datuma:
2022.12.12.

Wu, K., Liu, J., Wang, L., Fan, S., Li, Z,, Li, Y., Yi, L., Ding, H., Zhao, M., Chen, J., 2020.
Current State of Global African Swine Fever Vaccine Development under the
Prevalence and Transmission of ASF in China. Vaccines 8, 531.
doi:10.3390/vaccines8030531

Xie, Z., Liu, Y., Di, D., Liu, J., Gong, L., Chen, Z., Li, Y., Yu, W., Lv, L., Zhong, Q., Song,
Y., Liao, X., Song, Q., Wang, H., Chen, H., 2022. Protection Evaluation of a Five-Gene-
Deleted African Swine Fever Virus Vaccine Candidate Against Homologous
Challenge. Front. Microbiol. 13, 902932. doi:10.3389/fmich.2022.902932

Yanez, R.J., Rodriguez, J.M., Nogal, M.L., Yuste, L., Enriquez, C., Rodriguez, J.F.,
Vifuela, E., 1995. Analysis of the Complete Nucleotide Sequence of African Swine
Fever Virus. Virology 208, 249-278. doi:10.1006/vir0.1995.1149

Yang, B., Shen, C., Zhang, D., Zhang, T., Shi, X., Yang, J., Hao, Y., Zhao, D., Cui, H.,
Yuan, X., Chen, X., Zhang, K., Zheng, H., Liu, X., 2021. Mechanism of interaction
between virus and host is inferred from the changes of gene expression in
macrophages infected with African swine fever virus CN/GS/2018 strain. Virol J 18,
170. doi:10.1186/s12985-021-01637-6

102


https://www.woah.org/app/uploads/2023/05/asf-report33-002.pdf
https://www.woah.org/app/uploads/2023/08/asf-report39.pdf
https://rr-asia.woah.org/wp-content/uploads/2022/12/5-f-viet-nam-asf-country-report.pdf
https://rr-asia.woah.org/wp-content/uploads/2022/12/5-f-viet-nam-asf-country-report.pdf

Yang, S., Miao, C., Liu, W., Zhang, G., Shao, J., Chang, H., 2023. Structure and
function of African swine fever virus proteins: Current understanding. Front.
Microbiol. 14, 1043129. doi:10.3389/fmicb.2023.1043129

Yozawa, T., Kutish, G.F., Afonso, C.L., Lu, Z., Rock, D.L., 1994. Two Novel Multigene
Families, 530 and 300, in the Terminal Variable Regions of African Swine Fever
Virus Genome. Virology 202, 997-1002. doi:10.1006/vir0.1994.1426

Zani, L., Forth, J.H., Forth, L., Nurmoja, |., Leidenberger, S., Henke, J., Carlson, J.,
Breidenstein, C., Viltrop, A., Hoper, D., Sauter-Louis, C., Beer, M., Blome, S., 2018.
Deletion at the 5’-end of Estonian ASFV strains associated with an attenuated
phenotype. Sci Rep 8, 6510. doi:10.1038/s41598-018-24740-1

Zhang, J., Zhang, Y., Chen, T., Yang, Jinjin, Yue, H., Wang, L., Zhou, X., Qi, Y., Han, X,
Ke, J., Wang, S., Yang, Jinmei, Miao, F., Zhang, S., Zhang, F., Wang, Y., Li, M., Hu, R,
2021. Deletion of the L7L-L11L Genes Attenuates ASFV and Induces Protection
against Homologous Challenge. Viruses 13, 255. doi:10.3390/v13020255

Zhang, X., Wang, Zhenzhong, Ge, S., Zuo, Y., Lu, H., Lv, Y., Han, N., Cai, Y., Wu, X,
Wang, Zhiliang, 2023. Attenuated African swine fever virus through serial passaging
of viruses in cell culture: a brief review on the knowledge gathered during 60 years
of research. Virus Genes 59, 13-24. doi:10.1007/s11262-022-01939-z

Zhang, Y., Ke, J., Zhang, J., Yang, Jinjin, Yue, H., Zhou, X., Qi, Y., Zhu, R., Miao, F., Li,
Q., Zhang, F., Wang, Y., Han, X., Mi, L., Yang, Jinmei, Zhang, S., Chen, T., Hu, R., 2021.
African Swine Fever Virus Bearing an I1226R Gene Deletion Elicits Robust Immunity
in Pigs to African Swine Fever. J Virol 95, e01199-21. d0i:10.1128/JV1.01199-21

Zhao, D., Liu, R., Zhang, X., Li, F., Wang, J., Zhang, Jiwen, Liu, X., Wang, L., Zhang,
Jiaoer, Wu, X., Guan, Y., Chen, W., Wang, X., He, X., Bu, Z., 2019. Replication and
virulence in pigs of the first African swine fever virus isolated in China. Emerging
Microbes & Infections 8, 438—447. do0i:10.1080/22221751.2019.1590128

Zhao, D., Sun, E., Huang, L., Ding, L., Zhu, Y., Zhang, J., Shen, D., Zhang, X., Zhang,
Z., Ren, T., Wang, W., Li, F., He, X., Bu, Z., 2023. Highly lethal genotype | and Il
recombinant African swine fever viruses detected in pigs. Nat Commun 14, 3096.
doi:10.1038/s41467-023-38868-w

Zhao, Y., O'Neil, N.J., Rose, A.M., 2007. Poly-G/poly-C tracts in the genomes of
Caenorhabditis. BMC Genomics 8, 403. doi:10.1186/1471-2164-8-403

Zhenzhong, W., Chuanxiang, Q., Shenggiang, G., Jinming, L., Yongxin, H., Xiaoyue, Z.,
Yan, L., Naijun, H., Xiaodong, W., Zhiliang, W., Yingjuan, Q., 2022. Genetic variation

103



and evolution of attenuated African swine fever virus strain isolated in the field.
Virus Research 319, 198874. doi:10.1016/j.virusres.2022.198874

Zhong, H., Fan, S., Du, Y., Zhang, Y., Zhang, A., Jiang, D., Han, S., Wan, B., Zhang, G.,
2022. African Swine Fever Virus MGF110-7L Induces Host Cell Translation
Suppression and Stress Granule Formation by Activating the PERK/PKR-elF2a
Pathway. Microbiol Spectr 10, e03282-22. doi:10.1128/spectrum.03282-22

Zhou, P., Li, L.-F., Zhang, K., Wang, B., Tang, L., Li, M., Wang, T., Sun, Y., Li, S., Qiu,
H.-J., 2022. Deletion of the H240R Gene of African Swine Fever Virus Decreases
Infectious Progeny Virus Production Due to Aberrant Virion Morphogenesis and
Enhances Inflammatory Cytokine Expression in Porcine Macrophages. J Virol 96,
€01667-21. doi:10.1128/jvi.01667-21

Zhu, J.J., 2022. African Swine Fever Vaccinology: The Biological Challenges from
Immunological Perspectives. Viruses 14, 2021. doi:10.3390/v14092021

Zhu, Z., Chen, H., Liu, L., Cao, Y., Jiang, T., Zou, Y., Peng, Y., 2021. Classification and
characterization of multigene family proteins of African swine fever viruses.
Briefings in Bioinformatics 22, bbaa380. doi:10.1093/bib/bbaa380

Zhu, Z., Xiao, C.-T., Fan, Y., Cai, Z., Lu, C., Zhang, G., Jiang, T., Tan, Y., Peng, Y., 2019.
Homologous recombination shapes the genetic diversity of African swine fever
viruses. Veterinary Microbiology 236, 108380. doi:10.1016/j.vetmic.2019.08.003

Zsak, L., Lu, Z., Burrage, T.G., Neilan, J.G., Kutish, G.F., Moore, D.M., Rock, D.L., 2001.
African Swine Fever Virus Multigene Family 360 and 530 Genes Are Novel
Macrophage Host Range Determinants. J Virol 75, 3066-3076.
doi:10.1128/JV1.75.7.3066-3076.2001

104



11. Kdozlemények listaja

11.1. A doktori kutatas eredményeibdl sziiletett, lektoralt, impakt faktorral biro

tudomanyos folyéiratban megjelent publikacidk

Mészaros |, Olasz F, Tamas V, Balint A, Zadori Z. Az Afrikai Sertéspestis Virusanak
Biolégiaja - Irodalmi 6sszefoglalé. Magyar Allatorvosok Lapja. 2019, 144./55-62.

Olasz F, Mészaros |, Tamas V, Balint A, Bruczynska M, Wozniakowski G, Zadori Z. Az
Afrikai Sertéspestis jarvanytana és a védekezés lehetéségei. Magyar Allatorvosok
Lapja. 2019, 141./101-115.

Olasz F, Mészaros |, Marton S, Kajan GL, Tamas V, Locsmandi G, Magyar T, Balint A,
Banyai K, Zadori Z. A Simple Method for Sample Preparation to Facilitate Efficient
Whole-Genome Sequencing of African Swine Fever Virus. Viruses. 2019 Dec
6;11(12):1129. doi: 10.3390/v11121129.

Tamas V, Righi C, Mészaros |, D'Errico F, Olasz F, Casciari C, Zadori Z, Magyar T, Petrini
S, Feliziani F. Involvement of the MGF 110-11L Gene in the African Swine Fever
Replication and Virulence. Vaccines, 2023 Apr 14;11(4):846. doi:
10.3390/vaccines11040846.

Franzoni G, Petrini S, Mészaros |, Dei Giudici S, Righi C, Olasz F, Zinellu S, Tamas V,
Pela M, Gallardo C, Zadori Z, Oggiano A, Feliziani F. Evaluation of Haematological
and Immunological Parameters of the ASFV Lv17/WB/Riel Strain and its Derived
Mutant Lv17/WB/Riel/d110-11L against ASFV Challenge Infection in Domestic
Pigs. Vaccines. 2023; 11(7):1277. doi.org/10.3390/vaccines11071277.

Petrini S, Righi C, Mészaros |, d’Errico F, Tamas V, Pela M, Olasz F. Gallardo C,
Fernandez-Pinero J, Goltl E, Magyar T, Feliziani F Zadori Z. The production of
recombinant ASFV Lv17/WB/Riel strains and their characterizations as vaccine
candidates. Vaccines. 2023, 11(12): 1860. doi:10.3390/vaccines11121860

105



11.2. A doktori disszertacié témajahoz nem kapcsolédé publikaciok

Olasz F, Tombéacz D, Torma G, Csabai Z, Moldovan N, Dérmé A, Prazsak |, Mészaros |,
Magyar T, Tamas V, Zadori Z, Boldogkdi Z. Short and Long-Read Sequencing Survey
of the Dynamic Transcriptomes of African Swine Fever Virus and the Host Cells.
Front Genet. 2020 Jul 28;11:758. doi: 10.3389/fgene.2020.00758.

Kiss I, Szigeti K, Homonnay ZG, Tamas V, Smits H, Krejci R. Maternally Derived
Antibody Levels Influence on Vaccine Protection against PCV2d Challenge.
Animals (Basel). 2021 Jul 29;11(8):2231. doi: 10.3390/ani11082231.

Tombacz D, Kakuk B, Torma G, Csabai Z, Gulyas G, Tamas V, Zadori Z, Jefferson VA,
Meyer F, Boldogkéi Z. In-Depth Temporal Transcriptome Profiling of an
Alphaherpesvirus Using Nanopore Sequencing. Viruses. 2022 Jun 13;14(6):1289.
doi: 10.3390/v14061289.

Tamas V, Mészaros |, Olasz F, Kiss I, Homonnay ZG, Mortensen P, Zadori Z. Allele-
Specific Dual PCRs to Identify Members of the 27a Cluster of PPV. Viruses. 2022 Jul
8;14(7):1500. doi: 10.3390/v14071500.

11.3. Konferencia 6sszefoglalok

Tamas V, Mészaros |, Balint A, Szlics G, Zadori Z. Uj adeno-asszocialt virusok

azonositasa sertésekbdl génterapias alkalmazasokhoz. Allatorvos-tudomanyi
Akadémiai beszamolok, Budapest 2019.01.22.

Tamas V, Olasz F, Mészaros |, Ursu K, Zadori Z. Az afrikai sertéspestis virus

policitozin és poliguanin szakaszainak vizsgalata. Allatorvos-tudomanyi Akadémiai
Beszamoldk, Budapest, 2020.01.21.

Tamas V, Mészaros |, Olasz F, Hornyak A, Kiss |, Zadori Z. Az afrikai sertéspestis virus

vizsgalata sertés pulmonaris makrofagokon. Allatorvos-tudomanyi Akadémiai
Beszamoldk, Budapest, 2020.01.21.

Mészaros |, Tamas V, Olasz F, Hornyak A, Kiss |, Zadori Z. A sertés parvovirus 27a

torzs fert6zoképességének vizsgalata sertés here és sertés vese eredetii
sejtvonalakon. Allatorvos-tudomanyi Akadémiai Beszamoldk, Budapest, 2020.01.21.
106



Tamas V, Olasz F, Mészaros |, Zadori Z. Az afrikai sertéspestis virus nagy
variabilitast mutaté poliC/G régidinak tanulmanyozasa. Allatorvos-tudomanyi
Akadémiai Beszamoldk, Budapest, 2021. 01. 27.

Olasz F, Mészaros |, Tamas V, Balint A, Zadori Z. Afrikai sertéspestis virus (ASPV)
genetikai modositasa. Allatorvos-tudomanyi Akadémiai Beszamolok, Budapest, 2021.
01. 27.

Mészaros |, Tamas V, Olasz F, Varga R, Kiss |, Zadori Z. A sertés parvovirus 27A
torzsének szerolégiai vizsgalata virusneutralizacios kisérletekkel. Allatorvos-

tudomanyi Akadémiai Beszamolok, Budapest, 2021. 01. 27.

Tamas V, Olasz F, Mészaros |, Kiss |, Homonnya G. Z, Zadori Z. Development of allele-
specific dual PCRs to identify members of the 27a cluster of PPV1. XVIII
International Parvovirus Workshop, Rimini, Italy, 2022. 06. 14-17.

Mészaros |, Tamas V, Olasz F, Zadori Z. Serological and in silico comparasion of 27a
viruses with other PPVs. ESVV2022, Congress for Veterinary Virology Workshop,
Ghent, Belgium, 2022. 09. 20-23.

Mészaros |, Olasz F, Tamas V, Magyar T, Zadori Z. High in vitro ASFV recombination
rate in porcine alveolar macrophages. ESVV2022, Congress for Veterinary Virology

Workshop, Ghent, Belgium, 2022. 09. 20-23.

Olasz F, Mészaros |, Tamas V, Trembacz N, Goltl E, Balint A, Zadori Z. Influenza

hemagglutinin antigének kifejezése Escherichia coli kiils6 membranjaban.

Allatorvos—tudoményi Akadémiai Beszamoldk, Budapest, 2023. 01. 30.

Mészaros |, Tamas V, Olasz F, Rapcsak F, Géltl E, Olah B, Szmolka A, Erdélyi K, Magyar

T, Zadori Z. Rekombinans marker fehérjét kifejez6 Escherichia coli torzsek

szukcessziv mennyiségi valtozasai SPF csirkék bélflérajaban. Allatorvos-tudomanyi
Akadémiai Beszamoldk, Budapest, 2023. 01. 30.

107



12. Kdoszonetnyilvanitas

Szeretnék koészonetet mondani témavezetémnek, Dr. Zadori Zoltannak, hogy
lehet6séget biztositott kutatasaimhoz. Kdszonom értékes javaslatait és szakmai
tdmogatasat, amelyek alapvetbéen hozzajarultak a munkdm megfeleld6 minéségben
tortén6 elvégzéséhez, lletve disszertacio és a tudomanyos publikaciok
megszilletéséhez. Koészondm Dr. Balint Adamnak a rendelkezésiinkre bocsatott
mintakat. Kodszonettel tartozom a HUN-REN Allatorvostudomanyi Kutatéintézet Uj
Korokozék Csoport tagjainak a szekvenalasban nyujtott segitségért és a Légzdszervi
Bakterioldgia Csoport tagjainak a PAM-ok izolalasat.

Kdszéndm tovabba a HUN-REN Allatorvostudomanyi Kutatdintézet Funkcionalis
Virologia Témacsoport tagjainak (Dr. Mészaros Istvan, Dr. Olasz Ferenc), hogy hasznos
tanacsokkal lattak el munkam soran, és kérdéseimmel barmikor hozzajuk fordulhattam.

KoszoOnettel tartozom barataimnak, akik tirelmesek voltak hozzam amikor ideges
voltam, és akiknek mindig volt hozzam egy-két j6 szavuk. Kilén kdészoéndém Csizovszky
Ferencnek, hogy mindig jokedvre deritett amikor szikség volt ra, és mellettem allt a
nehéz idészakokban.

Végul pedig szerethém megkdszdnni a csaldadomnak, hogy tanulmanyaim alatt
tamogattak. Kiilén készéndm Edesapamnak, aki sajnos mar nem lehet kozéttiink, hogy

megtanitott arra, hogy kitartassal barmilyen cél megvaldsithaté.

A munka anyagi hatterét a VACDIVA és a KDP palyazatok biztositottak.

108



13. Mellékletek

1. melléklet — Kiilonb6zé ASPV torzsek primer sejteken torténd passzalasakor

bekovetkez6 valtozasok osszefoglalasa

SziilGi virus . A virulencia értékelés
Primer . ,
. Passzazsszam
. . . sejtvonal . i . i
Torzs Virulencia Biztonsagossag| Védelem
Lisbon 60 virulens PBMC 89 / /
Portuguese 1455 virulens PBMC 70 attenualt +
Hinde virulens PPK 9 / /
Spencer virulens PPK 44 attenualt +
Portuguese virulens PPK 34 attenualt +
Gasson virulens PPK 23 attenualt -
. ) B + (40-59
Hinde WH 11 virulens BC 60 attenualt %)
(]
Ugandan virulens BC 65 attenualt +
cv virulens PLand PBMC 44 tulattenualt -
Congo K49 virulens PBMC 262 attenualt +
France F-32 virulens PBMC 135 attenualt -
_ , ) +(50-70
Lishon-57 virulens PBMC and PL / attenualt %)
(]
_ ] +(50-80
Katanga-78 virulens PBMC / attenualt %)
(o]
Congo-49 virulens PBMC / attenualt +(75%)
Mozambique-78 virulens PBMC / attenualt +(90%)
France-32 virulens PBMC / attenualt
Rhodesia virulens PBMC and PL / attenualt

/ :ismeretlen; +: védelmet nyujtott; —: nem nyujtott védelmet
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2. melléklet — Kilonb6z6 ASPV torzsek sejtkulturakon torténé passzalasakor

bekovetkez6 valtozasok 6sszefoglalasa

Sziil&i virus A virulencia értékelés
. . . Sejkultdra Passzazsszam | _. 3 . 3
Torzs Virulencia Biztonsagossag| Védelem
L'60BM89 attenualt Vero 15 / /
Hinde virulens PK-2a 104 attenualt /
Tengani virulens BHK21 137 / /
BA71 virulens Vero 100 attenualt /
E75 virulens Cv-1 4 attenualt +(100%)
ASFV-G virulens Vero 110 tulattenualt -
E70 virulens MS 44 attenudlt /
Tengani virulens Vero 27 attenualt +
Stavropol virulens AAC2/9k 33 attenualt -
Stavropol virulens CV-1 20 tulattenualt -
Stavropol virulens PSGK-60 20 deattenualt -
, PPK-66b/17, ] + (80-100
TSP-80 virulens / attenualt
CV, and PBMC %)
, PBMC and PPK- )
T5-7 virulens / attenualt +
66b
, PBMC and PPK- )
Uganda virulens 50 attenualt +
66b
ASFV-HLJ/18 virulens HEK293T 121 / /
Odintsovo 02/14 virulens Ccv-1 30 attenudlt +
Odintsovo 02/14 virulens Cv-1 50 attenudlt /
természetesen
. _ aQ,
OURT88/3 Cttenudlt ZMAC-4 12 / +(100%)
. természetesen i
Lvl7/WB/Riel A Cos7, PAM 14 deattenualt -
attenualt

/ rismeretlen; +: védelmet nyujtott; —: nem nyujtott védelmet
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3. melléklet — Az MGF fehérjék 6sszefoglalasa kiilonb6z6 ASPV torzsekben
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