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1.0 BEVEZETES

A madarinfluenza az Orthomyxoviridae csalad, Alphainfluenzavirus genuszaba tartozo
Influenza A virus. Eurépaban endémidsan eléfordulo, els6sorban baromfi fajok, vadon éI6 és
egzotikus valamint kedvtelésbdl tartott madarfajok gyakran tiinetmentes, maskor magas lazzal,
nagyfoku elesettséggel, 1éguti, esetenként idegrendszeri tiinetekkel, vérzésekkel ¢s hasmenéssel
jar6 betegsége. A madarinfluenzat megbetegité képessége alapjan alacsony ¢és magas
patogenitasu torzsekre lehet elkiiloniteni. Az alacsony patogenitast (LPAI) torzsek 1égzdszervi
megbetegedéseket mig a magas patogenitasti torzsek (HPAI) tobbszervi elégtelenséget,
idegrendszeri tiineteket €s magas mortalitast okoznak. Magyarorszagon jelenlegi jogszabaly
szerint mind a LPAI ¢és HPAI bejelentési kotelezettség ala tartozd betegség. A
madarinfluenzéval igazoltan fertdzott baromfitartd telepeken jarvany igazgatasiigyileg az
allomany le6lését vonja maga utan, ezzel jelentds gazdasagi karokat okozva. Kozegészségiigyi
jelentésége sem elhanyagolhatd, egyes hemaglutinin alpjan kialakitott szubtipusokat (pl. H5,
H7 és H9) zoonotikus virusként tartanak szamon, ugyanis adaptalodni valamint fertézni képes
az embert. A madarinfluenza virusa melynek gazdasagi jelentdsége tehat nem elhanyagolhato
¢és rendkiviil széleskoriien kutatott, mégis rejt jdonsagokat. Jelen dolgozatomban azokra a
kérdésekre keressiik a valaszokat, hogy a madarinfluenza két kiilonb6z6 szerotipusa: a H3NS8
és H5N9, hogyan adaptalodik két kiilonbozo eredetii sejtvonalhoz (DuO kacsa, Vero emlés), a
folyamat koézben hogyan alakul az in vitro fert6zoképességiik és ez hogyan jar egyiitt a
kiilonboz6 1okuszokon bekovetkezd mutaciokkal. Emellett vizsgaljuk a nyolcadik szegmens
NEGS8 fehérje sejten beliili lokalizacidjat és ezaltal kovetkeztetiink eddig ismeretlen

funkcidjara.



2.0 IRODALMI ATTEKINTES
2.1 RENDSZERTAN

A dolgozatban kutatott Alphainfluenzavirus influenzae fajba tartozd, virus
rendszertanilag a Riboviria birodalom Orthornavirnae kiralysagaba tartozik. Negarnaviricota
torzson beliil, a Polyploviricotina altorzs Insthoviricetes osztalynak, Articulavirales rendjébe.
Orthomyxoviridae csaladon beliil pedig az Alphainfluenzavirus nemzettségbe. (Murray et al.,
2020)

Az influenzat négy tipusba soroljak A, B, C, D. Az influenza A ¢és B viriont
morfologiailag nem lehet megkiilonbdztetni, ugyanakkor az influenza C hexagondlisan
elhelyezkedd glikoprotein tiiskéirdl elkiilonithetd. Az influenza A, B és C tipust elsésorban
antigén szinten, a nukleokapszid (NK) és matrix (M) fehérje szinten lehet megkiilonbdztetni.
Az influenza A tipust tovabbi szubtipusokba soroljak feliileti fehérjék alapjan. (Mahy and Van
Regenmortel, 2008) Az influenza A szubtipusba sorolasa a hemagglutinin (HA) ¢&s
neuraminidaz (NA) feliileti fehérjék alapjan torténik. Jelenleg 18 HA (H1-H18) és 11 NA (N1-
N11) szubtipus kiilonitheto el. A HA és NA szerint tobb mint 130 influenza A kombinaciot
izolaltak elsésorban vadon €16 madarfajokbdl. (“Influenza Type A Viruses and Subtypes,”
2023) Az influenza A szamos madarfaj és az ember mellett tobb emldsallatot is képes fertézni
koztiik sertést, lovat, vadaszgorényt, fokat, balnat, nyércet, kutyat, macskat stb. (Dangi and Jain,
2012) A korokozo HA és NA aminosav szekvenciai sokkal nagyobb variabilitast mutatnak,
mint az influenza B ezzel megegyezd szekvencidi. Az influenza A és B mind, nyolc RNS
szegmenssel rendelkeznek mig az influenza C csak héttel. (Mahy and Van Regenmortel, 2008)
Az influenza A és B feleldsek elsdsorban a szezondlis humén jarvanyokért. A madarinfluenza,
akkor képes human pandémiat kialakitani, amikor egy 0j szerotipus vagy olyan mutans
keletkezik, ami hatékonyan képes az embert fertézni. Az influenza B a természetben csak
embert képes fertézni, mig az influenza C igazoltan képes az ember mellet sertést is fertézni.
Az influenza C enyhébb megbetegedéseket alakit ki, de humén jarvanyokat nem képes
létrehozni az influenza A és B-vel ellentétben. Az influenza D elsésorban szarvasmarhat és
kisebb hadnyadban egyéb emldsallatok fertézésében lehet izolalni, de human fertézésben nem

kimutathat6. (“Influenza Type A Viruses and Subtypes,” 2023).



2.2 EPIDEMIOLOGIA

Az elsé Alphainfluenzavirust 1918-ban a spanyolnathanak elnevezett madar eredetii
HINI1 pandémiakor izolaltdk és irtdk le el0szor Amerikdban. Az 1918-1919 kozotti, a
torténelem legnagyobb influenza jarvanya az egész vilagon elterjedt és becslések szerint a vilag
népességénck egyharmadat érintette a virus.(Taubenberger and Morens, 2006) A jarvanyban
50-100 milli6 ember vesztette életét.(Johnson and Mueller, 2002) 1957-1958-ban Kelet
Azsiaban az Azsiai influenzara elnevezett H2N2 virus altal okozott pandémia 1,7 millid
aldozatot szedett (Spreeuwenberg et al., 2018). A vilagjarvanyok koziil a harmadik legnagyobb
1968-ban Hong Kong-bdl indult ki, melyet egy korabbi madar eredetii H3 és egy human eredetii
H2N2 influenza torzsek reasszortacié kovetkeztében kialakuld H3N2 virus okozott. A Hong
Kong-i jarvanyban koriilbeliil 1 millidan haltak meg. A H3N2 virus a szezonalis human
megbetegedésekben tovabbra is recirkulal és génsodrodassal Gj torzseket alakit ki.(Jester et al.,
2020)

Europaban 2021. oktober és 2022. szeptember kozott vizsgalt Madarinfluenzara
vonatkozé jarvanyiigyi adatokat az FEurépai Elelmiszerbiztonsagi Hatosag, Eurdpai
Betegségmegel6zési és Jarvanyvédelmi Kozpont és az Eurdpai Unié Madarinfluenza
Referencia Laboratorium publikdlta. Eszerint a fent emlitett iddintervallumban az eddigi
legnagyobb magas patogenitdsu (HPAI) madarinfluenza jarvanyt tartjdk szamon, Osszesen
2520 jarvanykitorés baromfiban, 227 fogsagban tartott madarakban és 3867 eset ahol magas
patogenitas madarinfluenzat detektaltak vadon ¢él6 madarakban. Az eseteket 37 eurdpai
orszagban jelentették az adott idészakban és a virussal fertdzott allattartd telepeken 50 millio
madar kertlt ledlésre vagy hullott el a betegségben ez 1d6 alatt. 2022. szeptember 10 és 2022.
december 2 kozott 1163 magas patogenitasu (HPAI) madarinfluenza esetet jelentettek 27
eurdpai orszagban a kovetkez6 megoszlasban: baromfiban 398, fogsagban tartott madarakban
151 és vadon é16 madarakban 613. A 398 regisztralt baromfi esetet bejelentd orszagok koziil is
az elsé harom helyen 4ll: az Egyesiilt Kiralysag (115), Franciaorszag (98) és Magyarorszag
(69). A 2021-2022 epidemioldgiai évben az dsszes eset 1,7-szer haladta meg a 2020-2021-ben
regisztralt estek szamat, valamint 2,4-szer a 2016-2017-ben regisztraltakét. A jarvanyligyi
helyzet folyamatosan romld tendencidt mutat, ami eldrelathatolag folytatodik a 2022-2023
évben is.

HPAI madérinfluenzat legalabb 64 vadon €16 madarfajban detektaltak. Ezek kozott
Eurépaban legalabb 18 kacsa faj (407), 10 tengeri madar faj (117), 12 ragadozé madar faj (65)
¢és 24 egyéb vadon €16 madar faj (82). A vadon €16 madarak kozott a legnagyobb jelentdsége a

virus terjedésének szempontjabol a vizimadarak koziil is a tokés récének (Anas platyrhynchos)
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van, mely a virus f6 rezervoarja és kulcs szerepet jatszik a magas patogenitasu influenza
terjesztésében. A virus recirkulacidja a vadon €16 rezervoar fajokban gyakori megbetegedéseket
okoz a baromfi allomanyokban Eurdpa szerte.(European Food Safety Authority, European
Centre for Disease Prevention and Control, European Union Reference Laboratory for Avian
Influenza et al., 2023)

2022. szeptember Ota vizsgalt fertdzésekben detektalt madarinfluenza virust 11
genotipusba soroltak ebbdl harom mar korabban a 2022. nyari honapokban is el6fordult. HPAI
madarinfluenzat mutattak ki egyes vadon ¢l és haszonallat fajokban Eurdpaban és Eszak
2022. oktdberében Spanyolorszagban nyérc tenyészetet érintett a madarinfluenza HS5NI
genotipusu virusa. Azt feltételezik, hogy a fert6z6képesség valtozasat ami lehetévé teszi a
nyércek megbetegedését, a PB2 fehérje muticidja okozza, ami ndveli az RNS polimeraz
aktivitast emlésokben. Humanegészségiigyi vonalon Spanyolorszagban két (HSN1), Kinaban
harom (H5N1, HSN6, HIN2), Vietnamban egy NA-tipus nélkiili (H5) huméan esetet irtak le. A
virus human fert6zésre vonatkozd kockazata, a felmérések szerint, alacsony az atlagos
emberekre nézve és kozepes az adott szakteriileten foglalkoztatottak korében.(European Food
Safety Authority, European Centre for Disease Prevention and Control, European Union
Reference Laboratory for Avian Influenza et al., 2023)

2.3 VIRION MORFOLOGIA

Az influenza A virus genomjat tekintve negativ, szimplaszalu, nyolc szegmensbdl allo
RNS virus. Az influenza A virus genom mindodssze 13588 bazis. A nyolc genom szegmens tiz
esszencialis fehérjét kodol (Eisfeld et al., 2015). A fogékony gazdafaj szervezetében szelekcios
nyomas hatasara genetikai sodrodassal (mutaciokkal) adaptalodik az életképesebb virion a
kvazi speciesbdl, a szegmentalt genom pedig lehetdvé teszi a reasszortacid révén torténd
nagyobb genetikai valtozasokkal jard szelekciot is. Ezek a folyamatok okozzdk a virus
nagyfoku diverzitasat €s a gazdavaltasra valo képességét.

Az els6 szegmens az RNS polimeraz egyik alegységét a polimeraz B2 (PB2) fehérjét
kodolja. A mésodik szegmensrdl az RNS polimeraz egy masik alegysége, a polimeraz B1 (PB1)
¢és a polimeraz B1-F2 (PB1-F2) fehérje irodik le. Utobbi a fertdzott sejtek apoptozisaban jatszik
szerepet. A harmadik szegmensrdl szintén az RNS polimerdz komplexbe tartozo alegység a
polimeraz A (PA) fehérje és a polimeraz A-X (PA-X) fehérje irodik le, aminek a transzkripcid
terminaciojaban van szerepe. A negyedik szegmens a hemagglutinint kdédolja, aminek

meghataroz6 szerepe van a receptor kotésben €s a virus fert6zd képességében. Az 6todik



szegmens kodolja a nukleoprotein (NP), a hatodik szegmens a neuraminidazt (NA), a hetedik
szegmens két matrix fehérjét a matrix fehérje 1-et (M 1) és matrix fehérje 2-t (M2). A nyolcadik
szegmensrél a nem struktar fehérje 1 (NS1), az export magfehérje (NEP), valamint az
ismeretlen funkcidju, negativ szalrdl leirodo NEG8 (Sabath et al., 2011) fehérje (Samji, 2009).

A human influenza A virus nyolcas szegmentjén a 2010-es években felfedeztek egy
kiilonosen hosszu nyitott leolvasasi keretet a NEGS8-at, mely érdekes modon a negativ szalon
kodolodik (Sabath et al., 2011). A fehérje harom transzmembran doménnel rendelkezik és az
expresszios kisérletek soran a sejtek ER-jaban halmozodik fel. Fert6zott egér sejtekben azonban
nem sikeriilt IF festéssel, fert6zésen atesett allatok savojanak a felhaszndlasdval kimutatni,
amibdl arra kovetkeztettek, hogy vagy nagyon rovid a felezési ideje vagy kevéssé immunogén
(Hickman et al., 2018; Vasin et al., 2014). A funkcidja, a virus életciklusaban bet6ltott szerepe
azonban még most is ismeretlen.

A virion atméréje 80-120 nm, valtozékony alakban fordul el6 de leggyakrabban az
ellipszis alakban lehet detektalni.(Noda, 2012) A gazdasejt eredetii lipid burkaban harom féle
transzmembran fehérje a HA, az NA és az M2 fehérje (1.abra ), fordul eld. A burok fehérje
tartalmanak nyolcvan szadzalékat a hemagglutinin, tizenhét szdzalé¢kat neuraminidaz fehérje
adja. A burok alatt az M1 matrixot képezd fehérjéhez kapcsoltan talalhatok a viralis
ribonukleoproteinek (VRNP). Ezek a VRNP-ek a nukleoproteinek koré csavart negativ szall
RNS-bdl és NEP-bdl allnak. A vRNP végén a harom polimeraz: PB1, PB2 és a PA alkotja a
viralis RNS polimeraz komplexet (Samji, 2009)(1.abra). Az influenza A virusokat a
hemagglutinin és a neuraminidaz feliileti fehérjék alapjan soroljak szubtipusokba. Eddig

tizennyolc kiilonb6zd H antigént és tizenegy N antigént azonositottak.
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1. Abra Az influenza A virus (IAV) és a ribonukleoproteinek
szerkezeti abraja (Mostafa et al., 2018).
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2.4 KOROKTAN
2.4.1 VIRION BEJUTASA A GAZDASEJTBE

A hemagglutinin transzmembran, homotrimer szerkezetli fehérje, tiiskéket alkot a virus
feliiletén. Ezekkel a tiiskékkel képes a virion a gazdasejt membran feliiletén talalhato
szialsavhoz kotédni (Skehel and Wiley, 2000). A HA prekurzor (HAO) két alegységbdl épiil
fel, HA1 a receptor kotd alegység és a fuzids peptidet tartalmazd HA2. Az alegységek
egymassal diszulfid hidakkal kapcsolodnak ossze (Huang et al., 2003). A gazda allatok
szervezetében a szidlsav kétféle szerkezetben (a(2,3) €s a(2,6)) fordul eld, melyeket a
kiilonb6z6 HA szerotipusok eltéré hatékonysaggal képesek kotni, igy a kotés befolyasolja a
gazdafajhoz valo specificitasat is a virusnak. Az o (2,3) kotés elsdsorban emberekre, mig az o
(2,6) kotés madarakra és 16félékre jellemzd. A sertés atmenetet képez, ugyanis mind a két kotés
tipust mutat6d virussal képes fert6zédni. A sertésnek tehat nagy jelentdsége van a madarat
felilletén talalhatd szialsavhoz valé kapcsolodas utdn receptor medidlt endocitdzissal,
endoszomaba burkoltan jut be a gazdasejtbe. Az endoszéma alacsony 5-6 koriili pH-ja aktivalja
HAO-ban, ezzel a HA2 fuzidés peptidet szabaddd téve. A fuzios peptid beilleszkedik az
endoszomalis membranba, ezaltal kapcsolatot teremtve a virdlis és az endoszOémalis

membranok kozott, amelyek fuzidja elengedhetetlen a VRNP bejutasdhoz a citoplazmaba. Az
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endoszoma savasabb pH-ja nemcsak a HAO konformacié valtozasa és ezéltal a viralis és
endoszomalis kapcsolat 1étrejotte szempontjabol, de az M2 ioncsatorna megnyitdsa
szempontjabdl is fontos (Samji, 2009). Az M2 ioncsatorna egy III. tipusu transzmembran
fehérje, ami tetramer szerkezetet alkot. Transzmembran alegységei proton szelektiv
ioncsatornaként (Holsinger and Alams, 1991; Pinto et al., 1992) funkcionalnak. Az M2
ioncsatornak megnyitasa révén csokken a pH a virion belsejében, a savasabb kornyezet hatasara
levalik a vVRNP az M1-16l. A szabadda valo vRNP igy mar képes bejutni a sejt citoplazmajaba
(Pinto et al., 1992).

Az influenza viralis transzkripcid €s replikacio6 a sejtmagban lezajlo folyamatok, amihez
elengedhetetlen a vVRNP citoplazmabdl a sejtmagba valoé vandorlasa. A vVRNP-t felépitd viralis
fehérjék az NP, NA, PB1 és a PB2. Ezek a fehérjék mind rendelkeznek nukleéris lokalizacios
szignallal (NLS), amelyek kotddése nélkiilozhetetlen a sejtmagba torténd import
folyamatokban résztvevé fehérjékhez. Jelenlegi tanulmanyok szerint nem tisztazott melyik
NLS a leginkabb felel6s az import mechanizmusokért. A sejtmagba torténé import a CRM1
dependens utvonalon valosul meg szamos kariopherinhez kapcsolédva, mint az importin o és a

B (Samji, 2009).

Az influenza viralis genom negativ szali RNS-bdl épiil fel, aminek pozitiv szala RNS-re
kell atirodnia, hogy viralis mRNS-ként szolgéljon. A replikacidhoz nincs sziikség primerre, a
folyamatot az teszi lehetdvé, hogy a virdlis genom 5’ ¢és 3’ végei részleges inverz
komplementaritdst mutatnak és igy az egymassal kapcsolddd bazisparok hajtli struktirakat
alakitanak ki, melytdl a viradlis RNS dependens RNS polimerdz (RdRp) kezdi meg az RNS
szintézist.

A viralis mRNS is 5’-sapkaval €s poly(A)-farokkal rendelkezik, de az 5’-sapka cellularis
eredetli (Crow et al., 2004; Deng et al., 2006). Kutatasok fényt deritettek arra, hogy a viralis 5°-
sapka a cellularis mRNS-bdl szarmazik (cap snatching). A viralis RdRp harom fehérjébdl épiil
fel, a PBI1, PB1 és PA. A fehérjék koziil a PB2 rendelkezik endonukledz aktivitassal. A PB2 a
cellularis mRNS 5’ metilalt sapkahoz kapcsolodik majd lehasitja onnan a sapkat és az azt
kovetd 10-15 nukleotidot 3” iranyba. A lehasitott cellularis cap struktura 3’ vége bazisparosodas
révén kolcsonhatasba 1ép a vVRNS utolsdé nukleotidjaival, mely ezutdn a virdlis mRNS

szintézisének primereként szolgal.
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A sejt sajat mRNS-einek képzddése soran a cellularis RNS polimeraz II (Pol II) a DNS-
hez kotédik és megkezdi a transzkripciot. A transzkripeio iniciaci6 alatt foszforilalodik a Pol
I1, mely aktivalja a cellularis sapka (cap) komplex szintézist. Megfigyelések szerint az influenza
RdRp ezen iddszak alatt nagyobb valoszintiséggel kapcsolodik a Pol II ezen formajahoz, amibdl
kovetkeztetni lehet, hogy ebben az iddszakban fordul el6 a ‘“cap-snatching” folyamata
(Engelhardt et al., 2005).

A nyolc szegmens 6sszesen tiz esszencialis és akar tovabbi hat jarulékos fehérjét kodol
az alternativ splicing folyamatanak koszOonhetoen, melyhez a virus a sejt sajat splicing
mechanizmusait hasznalja (Engelhardt and Fodor, 2006). A folyamat {6 iranyitdja az NS1 virus
fehérje, amely képes kotddni a spliceoszoma egyik komponenséhez, az U6 kis sejtmagi RNS-
hez (snRNAs)(Lu et al., 1994; Wang and Krug, 1998) és ezzel a fertdzott sejtek magjaba
iranyitja azt (Fortes et al., 1995). Ehhez hasonloan az NS1 kotddése az NS1 kotd fehérjéhez
(NS1-BP) az NS1-BP sejtmagba torténd transzportjahoz vezet. Az NS1-BP feladata nem
teljesen tisztazott, de az SC35 spliceoszomat épité faktorral vald kozeli lokalizaciobol
kovetkeztetni lehet, hogy szintén splicing folyamataban vesz részt (Wolff et al., 1998). A
UAPS56 splicing faktort szintén osszefiiggésbe hoztak az NP-vel vald kotddésében, habar ennek
jelent6sége még vitatott. Momose et al., 2001).

A viralis mRNS-ek poliadenilaciés mechanizmusa rendkiviil szokatlan folyamat. A sejtes
MRNS-ek poliadenilacidja a poliadenilacios jel (AAUAAA) hasitdsaval kezdddik a hasitas- és
poliadenilacids specificitasi faktor altal, majd a poly(A) faroknak az mRNS 3' végéhez torténd
hozzaadésaval zarul. A virdlis mRNS-ek azonban nem tartalmazzak az ehhez sziikséges templat
szekvenciat; helyette minden viralis szegmensnek a templat szalon van egy 6t-hét U nukleotid
hosszu szakasza, kb. 17 nukleotid tavolsagra az 5' végétdl, és ez képezi a viralis poliadenilacios
jel alapjat. (Robertson et al., 1981) A viralis RdRp enzim a viralis RNS templat 5' végén marad
kotve, ami sztérikus blokadot képez. (Engelhardt and Fodor, 2006; Hagen et al., 1994). Ezért a
viralis mRNS-ek transzlacidja megakad, ami miatt az RdRp elére-vissza mozog ezen U

nukleotid szakaszon, ami a szintetizalt szalon poly(A) farok kialakulasahoz vezet.

A sejtmagbol csak a negativ szali VRNP-k exportalodnak (Shapiro et al., 1987), mely
folyamat feltehetden a CRM1 dependens utvonalon, a nuklearis membran pérusokon keresztiil
torténik. Az M1 fehérjérdl ismert, hogy kdzvetleniil kapcsolatba keriil a vVRNP-vel a fehérje C-

terminalis végénél, mig az N-terminalisan egy NLS talalhat6, amely potencidlisan részt vesz a
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VRNP-k sejtmagi importjaban. Kimutattak, hogy az M1 N-terminalis része képes kotddni a
NEP-hez, ezzel elfedve az NLS-t, tovabba, hogy a NEP kotédik a CRM1-hez. Utdbbi kotés
GTP hidrolizisével jar, amely altalaban CRM1-fiiggd export-import utvonalon térténé export
folyamatokra jellemz6. Ezért azt feltételezik, hogy mivel az M1 koétédik a negativ szalit vVRNP-
khez és a NEP-hez az NEP pedig kotédik a CRMI1-hez, ennek a kaszkad komplexnek
segitségével exportalodnak a VRNP-k a magbol (Akarsu, 2003; Baudin et al., 2001; Shapiro et
al., 1987).

Miutan a vRNP-k elhagytdk a magot, a fert6zési ciklus utols6 1épése a virionok
kialakitasa és a sejtb6l valo kilépés. Az influenza a gazdasejt plazmamembranjat hasznalja fel
a virusrészecskék kialakitasahoz, amelyek elhagyjak a sejtet, és atterjednek a szomszédos
sejtekre. A VRNP-k jelenléte nem feltétele a virus vagy virusszerii részecskék kialakulasanak,
de a HA, NA és M2 fehérjéknek jelen kell lenniiik lipid kettés membranban ezek
keletkezéséhez. Az HA, NA és M2 fehérjék a sejt apikalis membranjaban halmozodnak fel, a
virusrészecskék innen tornek ki a polarizalt sejtekb6l (Nayak et al., 2009).

Mutéacids elemzések soran kimutattdk, hogy az M2 farokrésze rendkiviil fontos a
virusrészecskék kialakitasaban. Azok a virusok, amelyeknél az M2 farokrészét torolték vagy
részben mutaltak, elnyujtott virionokat termeltek (lwatsuki-Horimoto et al., 2006). Az M1,
amely a lipid kettds membran alatt taldlhatd, fontos a virusrészecske zardsanak és levaldsanak
végso 1épéseiben (Hagen et al., 1994; lwatsuki-Horimoto et al., 2006), mely folyamatban tobb
gazda faktor is szerepet jatszik (Chen and Lamb, 2008; Iwatsuki-Horimoto et al., 2006). Az
egyik utolsd 1épés, mieldtt az Gjonnan létrehozott virion lefliz6dik a plazmamembrarél, a
szidlsav maradék levalasa a glikoproteinekbdl és glikolipidekbdl, melyet az NA fehérje végez.
Ennek a Iépésnek a hidnyaban a virusrészecske nem képes lefiiz6dni a plazmamembranbol.

Jelenleg két modellel magyarazzdk a virusgenom szegmenseinek csomagolasat a
virionba: a véletlenszerii csomagolasi modell (Bancroft and Parslow, 2002; Enami et al., 1991)
¢és a specifikus csomagolasi modell (Smith and Hay, 1982). Az els6é azt josolja, hogy a
virusgenom szegmensek véletlenszertien keriilnek csomagolésra a virusrészecskékbe; mig az
utdbbi azt, hogy a genom szegmensekben olyan szignalok talalhatoak, amelyek meghatarozzak,
szabalyozzék a kapszidacid folyamatat. Néhany virus szegmens 5' és 3' nem kodolo és kodolo
modellt teszi valosziniibbé (Fujii et al., 2005, 2003; Liang et al., 2005; Muramoto et al., 2006;
Watanabe et al., 2003).
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3.0 CELKITUZES

crer

vizsgélata viziszarnyas és emlds sejtekben. Illetve az ismeretlen funkcidju NEGS fehérje
vizsgélata.

Ennek érdekében, Elsé 1épésben megvizsgaljuk a kacsa eredeti DuO sejtvonal
fogékonysagat kiilonb6zo szerotipusu, viziszarnyasokbdl izolalt madarinfluenza térzsekre.

Ezutan két kivalasztott torzzsel sorozatpasszalast végziink DuO sejteken, mely soran
nyomon kdvetjiik a virusok bioldgiai tulajdonsagaiban (titer, citopatogén hatas, ndvekedési
gorbe) bekovetkezd valtozasokat és U generacids szekvenaldssal vizsgaljuk a virdlis
kvazispecies heterogenitasat.

Meghatarozzuk az influenza NEGS fehérjének a sejten beliili lokalizaciojat fert6zott és

nem fertdzott viziszarnyas, illetve emlds sejtekben.
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4.0 ANYAG ES MODSZER
4.1 SEITKULTURA KEZELESE ES SEITTENYESZTES

A vizsgalatainkat DuO és Vero (ATCC azonosito: CCL-81) sejtvonalon folytattuk. A
DuO egy hazi kacsa eredeti sejtvonal, melyet ovarium sejtekbdl hoztak 1étre (Mészaros et al.,
2019) és fogékonynak bizonyult influenza A virus fertézésre.

A sejteket 10% Fetal Bovine Serummal (FBS), 1% antibiotikum-antimikotikum oldattal
(Sigma Aldrich, 100x) illetve 1% natrium-piruvattal (Lonza, 100mM) kiegészitett DMEM
(Lonza, with 4.5 g/L Glucose, with L-Glutamine) szévettenyésztd oldatban tartottuk fenn.
A sejteket heti kétszer, 100%-os konfluencianal passzaltuk. A folyamat soran a feliiliszo
eltavolitdsa utan a sejteket kétszer atmostuk 1x-es toménységii tripszinnel (Lonza). A tripszines
mosas utdn a sejteket tartalmazé szovettenyésztd flaskat visszahelyeztiik a sejtek levalasaig a
termosztatba, 37 °C-ra. A sejteket ezutan a fent leirt protokoll alapjan elkészitett 5 ml DMEM-
el lemostuk és az 1/10-ed részét hagytuk a 75 cmses sejttenyésztd flaskaban a sejtkultara
fenntartdsa céljabol. A sejtes tapfolyadékot 11 ml-re egészitettik ki friss DMEM
hozzdadasaval. A tovabbi kisérletekhez a passzaldsbol megmaradt sejteket 10x-es higitdsban
hasznaltuk (~1x10s sejt/ml). A fert6zésig a sejteket 37 °C-on, 5% CO:. szint mellett tartottuk. A
sejteket 90-95%-o0s konfluencianal fertéztiik, amely a DuO és Vero novekedési jellemzoi

alapjan nagyjabol 20 oraval a szélesztés utan valt lehetdvé.

4.2 VIRUS IZOLALAS

A virus mintdk (1. tdblazat) influenza A virus fertdzésben elhullott allatok szerveibdl
szarmaztak ésa Nemzeti Elelmiszerlanc-biztonsagi Hivatal Allatorvosi Diagnosztikai
Igazgatosagatol Dr. Balint Adam bocsatotta Sket a rendelkezésiinkre.

A virusok izolalasat DuO sejtvonalon végeztiik. A kapott mintakat elsé 1épésben 1x-es
PBS-sel felhigitottuk (Capricorn Scientific), majd 0,2 pM atmérdjii sziir6n atszirtik. A 96
vajatu sejttenyésztd lemezre szélesztett sejteken lecseréltiik a fenntartod tapfolyadékot, 0,9%
FBS-t és 2 ng/ml TPCK tripszint tartalmaz6 fertézési médiumra, amibe 10-10 pl-t mértiink a
szlrletekbdl. Egy ora, 37 °C-on torténd inkubalas utan a fertézési médiumot lecseréltiik és a
fertdz¢s utan (p.i.) 24 oraval a sejteket 3%-os formaldehiddel fixaltuk, majd a fertdzott sejteket
immunfluoreszcens (IF) festéssel detektaltuk.

Azoknal a mintdknal, melyekbdl fert6zott sejteket tudtunk kimutatni, a fenti modszerrel
megismételtik a fertézést, szintén DuO sejteken és 3 nappal késdbb begyljtottik a
feliiluszokat, melybdl meghataroztuk a virusok fert6zd titerét fluorszcens fokusz egységben

(fluorescent focus unit - FFU/ml) megadva.
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4.3 SOROZAT PASSZALAS

A virus stock készitéséhez 25 cm2-es sejttenyésztd flaskaban 1évo, legalabb 90%-ban
Osszendtt DuO és Vero sejteket hasznaltunk. A flaskdkban 1évé 5 ml fenntarté6 médiumot
leszivtuk a sejtekrol, majd kétszer atmostuk 1x PBS-el és fertdzési médiumra cseréltiik. A
fertézéshez 100ul virust tartalmu oldatot mértiink a flaskdba, majd visszahelyeztik a
termosztatba. A fertdzési folyamatot fénymikroszkop alatt ellendriztiik naponta. A virus
tartalmt feliilszot a fertdzés kovetd 3. napon begylijtottik. A stockok fert6zo titerét IF
festéssel allapitottuk meg.

A HS5N9 szerotipus esetében az 1., 5., 10. és 15. passzazsokkal DuO sejteket fertdztiink
~0.01 multiplicitassal (MOI), a fenti fert6zési protokollt kdvetve. A felilluszokat 1 6ra mulva
lecseréltiik, majd a fert6zést kovetd (post infection: p.i.) 72 6rdig 8 oranként leszivtuk a
feliiluszokat és fixaltuk a sejteket. A feliiliszokat visszatitralva nyomon kovettiik a fertdzo titer
valtozasat, a fixalt sejtekkel IF festést végezve pedig jellemeztiik a fert6zott és apoptotikus
sejtek aranyanak valtozasa. A H3NS8 szerotipussal ugyanezeket a vizsgalatokat végeztiik el az
1. és az 5. passzazsokkal. Ezen feliil mind a két szerotpiussal a Vero sejtvonalon is elvégeztiink
egy passzalasi 1épést, amit a kvazispecies heterogenitasanak vizsgdlatakor hasznaltunk fel.

A fert6zésekrol késziilt fotokat felhasznalva az Imagel program segitségével allapitottuk
meg a fert6zott és apoptotikus sejtek szamat, valamint az 6sszsejt szamot. (Arena et al., 2017;

Helmy and Abdel Azim, 2012)

4.4 IMMUNFLUORESZCENS FESTES

A sejteket 3%-os formaldehid oldattal 30 percig szobahémérsékleten inkubaltuk, majd
100ul IF (5 g/l BSA és 1x PBS-ben) pufferrel kétszer atmostuk. 50 pl 1%-0s Triton-X
hozzaadéasaval permeabilizaltuk a sejtmembrant, majd 15 perces inkubaciot kovetden 1jbol
kétszer atmostuk a sejteket. Az aspecifikus kotohelyek lefedése érdekében 30 percig 5%-0s
16szérumban inkubaltuk a sejteket, majd (ijabb mosasok utan 500x-osra higitott anti-influenza
ellenanyagot mértiink rajuk (Anti-influenza A virus Nucleoprotein Antibody C43, Abcam). Egy
ora mulva a sejteket kétszer &tmostuk és 1000x-esre higitott masodlagos ellenanyagot (CF488A
33342, Thermo Fischer Scientific) tartalmazo oldatot mértiink rajuk, majd egy oraig sotétben
inkubaltuk a lemezeket. Ujabb kétszeri mosas utin az eredményeket egy Zeiss UV-

mikroszkoppal értékeltiik ki.
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4.5 NUKLEINSAV TISZTITAS

Egy Eppendorf-csébe 100 pl virus stockbol szarmazo mintadhoz hozzamértiink 20 pl Fast
Digest puffer-t (Thermo Fischer Scientific), 40 pl MgCI2-t (20 mM végkoncentracid) (Thermo
Fischer Scientific), 25 U DNaz I oldatot (Thermo Fischer Scientific). Az Eppendorf cs6
tartalmat kiegészitettiik 200 pl-re ultratiszta desztillalt vizzel. A kész mintat 1 oran keresztiil
inkubaltuk 37 °C-on. 1 6ra elteltével a DNaz aktivitast leallitottuk 10 pl 0,5 M-0s EDTA-val
(Thermo Fischer Scientific). Az elkésziilt DNaz-al kezelt, 200 ul végtérfogatih mintat Qiagen
QIAamp® Viral RNA Kkittel tisztitottuk a gyart6 utasitasait kovetve.

4.6 SZEKVENALAS

A teljes genom szekvenalashoz a szegmentek amplifikalasat a Thermo Fischer Scientific
SuperScript IV One-Step RT-PCR System segitségével végeztiik a gyartd utasitasait kdvetve.
Az RT-PCR reakciot Zhou és mtsai. (2009) alapjan végeztiikk a hdprofilon valtoztatva. Az
altalunk végzett reakcidban 55 °C-on 1 6rdig zajlott a reverz transzkripcio, amit egy 95 °C-
0S, 15 perc-es denaturacid kovetett. Ezutan egy 5 ismétléses ciklusban 95 °C kovetkezett 30
masodpercig, 45 °C 30 masodpercig, majd 72 °C 4 percig. Ezt egy 31 alkalommal ismétlédd
ciklus kovette, amiben 95 °C kovetkezett 30 méasodpercig, 57 °C 30 masodpercig, végiil 72 °C
4 percig. A reakciot egy végso elongacios 1épés zarta 72 °C-on, 5 percig.

Az amplifikalt DNS-t a NucleoSpin Gel and PCR clean-up KIT-tel (Macherey-Nagel)
tisztitottuk ki. A szekvendldst a Novogene cég végezte Illumina platformon, 150 PE
leolvasassal, 6sszesen egymillié readdel. A DuO és Vero sejtvonalon az 1. és a 3. passzazsokrol

rendelkeziink szekvencia adatokkal.

4.7 NEG8 ORF AMPLIFIKACIOJA ES KLONOZASA

A NEGS8 ORF ¢és a eGFP-N1 plazmid szekvenciaja alapjan primereket terveztiink a NEG8
ACAGAGCTCATGAGGACCCCAATTGC-3") mind a reverse primer (NEG8 BamHI R: 5°-
AAAGGATCCATCCTAACTGACATGACTCTTG-3’) tartalmazott a plazmidba illesztést
lehet6vé tevé endonukledz hasitd helyeket.

A szakasz amplifikalasdhoz a templat RNS-t az eldzdleg leirtaknak megfeleléen
tisztitottuk, majd a PCR reakcidét a OneStep RT-PCR KIT-tel végeztiik (Qiagen) a gyartd
utasitasait kovetve. A reverz transzkripcié 55 °C-on tortént, egy oOraig, amit egy 15 perc
hosszusagu 95 °C-os inaktivalas kdvetet. Ezutan egy 35 ismétléses ciklusban 95 °C kovetkezett

30 masodpercig, majd 60 °C 30 masodpercig, végil egy 72 °C-os, 30 masodperc hosszisagu
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elongécios Iépés. A keletkezett termékeket 1%-o0s agardz gélen valasztottuk el és NucleoSpin
Gel and PCR clean-up KIT-tel (Macherey-Nagel) tisztitottuk ki.

Az amplifikalt termékeket és a plazmidot FastDigest BamHI és Sacl (Thermo Fischer
Scientific) enzimekkel hasitottuk, majd egy ujabb tisztitds utin T4 DNA Ligase (Thermo
Fischer Scientific) segitségével ligaltuk Oket ¢és kompetens sejtekbe transzformaltuk
(SoloPack® Gold Competent Cells - Stratagene).

A baktériumokat kanamycin tartalmu taptalajra (25 pg/ml) szélesztettiik, majd egy
¢jszakan at 37 °C-on inkubaltuk. Masnap a baktérium telepeket kanamycin tartalmu folyékony
LB-be oltottuk 4t és Gjabb egy ¢éjszakan at, 37 °C-on ndvesztettiik 6ket. Masnap a GeneJET
Plasmid Miniprep KIT (Thermo Fischer Scientific) segitségével tisztitottuk ki a plazmidokat a

gyart6 utasitasait kovetve.

4.8 TRANSZFEKCIO

A DuO sejteket 70-90%-os konfluencianal transzfektaltuk, melyhez a TurboFect
Transfection Reagent kittet (Thermo Scientific) hasznaltuk, a gyartod utasitasait kdvetve. Az
eredményeket 24 6ra mulva értékeltiik ki.

Amikor fertéztiik is a sejteket, akkor a fertézés 1 éraval transzfekciot kdvetden tortént, a
fentebb leirtak alapjan. A fert6zott sejteket IF festéssel tettiik lathatova a fentebb leirt protokolt
kovetve, annyi kiilonbséggel, hogy az elsddleges ellenanyagként influenza A virussal fert6zott
csirke savojat hasznaltuk 200x-os higitasban, mig a méasodlagos ellenanyag CF594 donkey anti-
chicken (Biotium) ellenanyag volt. Az endoplazmatikus retikulumot egér anti-calreticulin
ellenanyaggal (Invitrogen) és Goat anti-Mouse IgG (H+L) Cross-Adsorbed Secondary
Antibody, Cyanine5 (Thermofischer Scientific) ellenanyaggal jelodltiik.

4.8 BIOINFORMATIKAI ELEMZESEK

A szekvencia adatokat a Geneious program segitségével elemeztiik. A kapott
leolvasatokat (read) az els@ passzazs esetében nukleotid szekvencia adatbazis referencia
szekvenciat felhasznélva illesztettiik 0ssze, a késObbiekben az elsé passzazs szekvencidjat
hasznaltuk referenciaként. A folyamat sordn az érzékenységet kozepesre allitottuk be Ot
polymorphism) helyét és aranydnak meghatirozasat a leolvasdsokban_szintén a Geneious
program végezte. Az SNP-ket olyan varians pozicionak tekintettiik, amely egy adott mintan
beliil a leolvasasok tobb mint 20%-anal azonos volt. A konszenzus szekvencidk illesztését a

MultAlin program segitségével végeztiik (http://multalin.toulouse.inra.fr/multalin/).

18


https://www.google.com/search?sca_esv=571229774&rlz=1C1GCEU_huHU999HU999&sxsrf=AM9HkKmNKNLFW0gFHuoJmbaFXvoMeqbtaQ:1696581866573&q=small+nuclear+polymorphism&spell=1&sa=X&ved=2ahUKEwj-1fT7g-GBAxXRhP0HHUJ_CMoQkeECKAB6BAgIEAE
http://multalin.toulouse.inra.fr/multalin/

5.0 EREDMENYEK
5.1 VIRUS IZOLALAS ES VEGTITEREK VALTOZASA.

A kapott tiz mintdbol (1. tablazat), hetet sikeresen izolaltunk DuO sejtvonalon. Az
izolatumok koziil a HSN9-es szerotipusu, 7,3x107 FFU/ml végtiterii torzset valasztottuk ki a
DuO sejtvonalon végzett sorozatpasszalasi kisérlethez. Késébb, az Osszehasonlithatosag
érdekében a H3NS-as szerotipust, 1,1x10® FFU/ml végtiteri torzset is bevontuk a

vizsgalatokba, valamint az izoltaumokkal harom passzalast végeztiink Vero sejtvonalon is.

|zolalas éve  |Azonositd |Gazda Szerotipu |Patogenitas | Titer
2017 5879 hattyu HAN5 HPAI NA
2017 43748/168  |vadmadar [H5N2 LPAI NA
2017 43748/175  |vadmadar |HBN2 LPAI NA

NA 398-V kacsa H10N4 NA oE+07
NA 06/1312 NA H7N1 NA 2E+07
NA NA H3N8 LPAI 1E+08
NA S10 MDCK H5N9 LPA TE+07
NA 277 NA HAN2 NA SE+06
NA NA H5N1 NA 3E+06
NA NA HIN1 NA 2E+07

1. tablazat. DuO és Vero sejtvonalon tesztelt torzsek listdja. Zold szinnek jeldltiik a
tovabbi vizsgalatokhoz kivalasztott torzseket.

Minden passzalas végén az adott stockot visszatitraltuk és meghataroztuk a fert6z6 virus
partikulumok szamat (FFU/ml). A kapott titerekbdl latszik, hogy az sorozat passzalas soran a
H5N9 stockok végtitere a harmadik passzazsig csokkent (~10:FFU/mI), majd a 9. passzazsig
10--10° FFU/ml kozott ingadozott. Ezutan fokozatosan ndvekedett, majd a 15. passzazs utan
elérte a 10:FFU/ml-es titert (2. abra). A H3N8 szerotipussal jelenleg a 7. passzalasnal tartunk
¢s hasonld valtozasokat tapasztaltunk, mint a HSN9 esetében. Ebben az esetben is a 3.
passzazsig egy jelentdsebb csokkenést (107-r61 10s FFU/ml) tapasztaltunk, amit egy 10s-10
FFU/ml k6zotti ingadozas kovetett (2. dbra).
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Stockok titerszam valtozasa
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2. Abra. DuO sejtvonalon passzalt H3NS és H5NO stockok végtiterszam valtozasa
(FFU/ml).

5.2 STOCKOK JELLEMZESE

Minden 5. passzazsszamu stockot részletesen jellemeztiink a relevans biologiai
tulajdonsagaik (apoptotikus és fertdzott sejtek aranya, fert6zo titer, novekedési gorbe) alapjan
DuO sejtvonalon, nyomon kdvetve a bioldgiai tulajdonsagaikban bekovetkezd valtozasokat.

A fertézott sejtek feliilluszojaban 72 oran keresztiil kdvettiik nyomon a HSNO szerotipus
titer valtozasat, nyolc oras iddintervallumokban (3. dbra). Az 1. passzazsnal gyors novekedést
figyeltiink meg a titerben, mely a fertdzés 40. orajara elérte a maximumat. Az 5. passzazsnal a
novekedés kezdetben (16 oraig) gyorsabb volt, majd lelassult és nagyjabol a 48. ordig
tartott. Ezzel szemben a 10. és 15. passzazsnal hasonlo lefutast tapasztaltunk. A kezdeti titer
ingadozas (8 és 24 6ra kozott) utan tapasztaltunk gyorsabb névekedést, ami 48 orara érte el

maximumat, utana a titer stagnalt vagy csokkent.
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H5N9 passzazsok titer valtozasa az ido fliggvényében
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3. Abra. Fert6z0 titer valtzoasa a HSNO szerotipussal fertézott DuO sejtek
feliiluszojaban.

A H3N8 szerotipussal tortént fertozéskor mar az 1. passzazsnal is lassabb novekedést
tapasztaltunk a titerben, mint a HSNO szerotipus esetében (4. abra). A titer a fert6zés 40. o6rajaig
csak mérsékelten novekedett és a maximumat csak a 72. oréra érte el. Az 5. passzazs esetében
(hasonloan a HSN9-es torzsnél tapasztaltakkal) ennél a szerotpiusnal is lassulast tapasztaltunk

és a 72 oras titer is kozel két nagységrendet csokkent (~10s-rél 10c FFU/ml).

H3N8 passzézsok titer valtozasa az idd fliggvényében
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4. abra. Fert6z0 titer valtzoasa a H3N8 szerotipussal fert6zott DuO sejtek
feliiliszojaban.
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A fertdz6 titer valtozasaval parhuzamosan nyomon kdovettiik az 6sszes fertdzott és az
apoptotikus sejtek szamanak valtozasat 72 o6ran keresztiil. A H5N9 szerotpiusndl a titer
valtozasokkal Osszehangban azt tapasztaltuk, hogy a fert6zott sejtek szdma a korai
passzazsoknal (1. és 5.) viszonylag gyorsan novekedett ¢s mar a 40 oraban az 0sszes sejt
fertdzott volt (5. dbra). Kozben a sejtek pusztulasaval 6sszhangban az 6sszsejtszam fokozatosan
csokkent. A fert6zés 40. drajaban mar az Osszes megmaradt sejt fertézott volt, mikdzben az
0sszsejtszam nagyjabol a negyedére csokkent. Ahogyan a késdbbi passzazsoknal a végtiter is
csokkent, ezzel parhuzamosan a fertdzott sejtek aranyanak a novekedése is elobb lassult. A 10.
passzéazsnal csak a fert6zés utan 48 ¢és 72 ora kozott észleltiink gyors novekedést (5. dbra). A
15. passzazsnal viszont (a végtiter visszandvekedésével parhuzamosan) a fertz¢s utan 40. drara

Ujra az Osszes sejt mar fert6zott volt.

H5N9 fertdz6tt sejtek aranya (%) az id6 flggvényéeben
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5. abra. A fert6zott sejtek ardnyanak valtozasa a HSN9 szerotipussal fert6zott DuO
sejtek kozott.

A H3NB8-as szerotipusnal is lassuldst tapasztaltunk a fert6zott sejtek ardnyanak
novekedésében (6. abra). Az elsd passzazsndl ebben az esetben is egy gyors novekedést
detektaltunk, ami mar a 40 o6rénal elérte a maximumat. Ekkora az 0sszes megmaradt sejt
fert6zott volt, mig az 5. passzazsnal a csak a 40. oraig 30% koriil stagnal a fertdzott sejtek szdma
(az Osszsejtszam ebben az esetben is fokozatosan csokken), majd a 40. ora utan kezdddik egy
gyorsabb ndvekedés és csak a fert6zés utdni 72. éraban lattuk azt, hogy a megmaradt sejtek

100% fert6zott volt (6. abra).
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H3N8 fertdzott sejtek aranya (%) az idd fliggvényében
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6. abra. A fert6zott sejtek aranyéanak valtozasa a H3N8 szerotipussal fertdzott
DuO sejtek kozott.

A fertdzott sejtek szamanak valtozasa mellett nyomon kovettiik az apoptotikus sejtek
szamanak a valtozasat is. A H5N9 szerotipusu virus esetében a fertdzési kisérleteknél jelentds

valtozasokat tapasztaltunk a virus citopatogén hatasanak tekintetében (7. abra).

H5N9 passzazsok apoptotikus sejmag aranya (%) az idd fuggvényében
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7. Abra. Az apoptézist mutaté DuO sejtek aranyanak valtozasa a HSNO fert6zés
soran.

Az elsé passzdzsnal a fertdzott sejtek jelentds része apoptdzisban pusztult el
(feldarabolodott, kisméretli, erdsen festddd sejtmagok), aminek az iddbeli lefutdsa hasonlo volt
a fert6zott sejtek szamanak novekedéséhez (6. dbra). Ebben az esetben is a fertdzés 40. 6rajaban
érte el a gorbe a csucsat (73%), amikor a még €16 sejtek 100% fert6zott volt mar. Késdbbi

passzazsoknal radikalisan csokkent az apoptotikus magok szama (10% alatt maradt a fert6zés
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teljes idején) és érdekes modon a végtiter novekedésével és a fertdzott sejtek ardnyanak
gyorsabb novekedésével szemben, a 15. passzazsnal sem tapasztaltuk, hogy visszaallt volna a
kezdeti erésebb citopatogén hatas (7. abra). A sejtek 100%-os fert6zésnél is minddssze a sejtek
2,3%-a mutatta apoptozis jeleit.

A H5N9 1. passzdzsdhoz hasonldéan erds apoptotikus hatdst a H3N8 torzsnél nem
tapasztaltunk (8. abra), pedig ennek a torzsnek a 72 oOrds titere magasabb volt, mint a HSN9
esetében (4. abra). Az elso6 és az 6todik passzazs kozott Iényegében nem valtozott az apoptotikus
sejtek aranya, annak ellenére, hogy az 5. passzazsnal mar a fert6zés 48. 6rajaban nem maradtak
€16 sejtek (ezért ér véget a gorbe a 40. 6ranal) és a 40. 6rdban mar az §sszes megmaradt sejt

fertdzott volt (9. ébra).

H3N8 passzazsok apoptotikus sejmag aranya (%) az idd flggvényében
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8. Abra. Az apoptdzist mutatdé DuO sejtek aranyanak valtozasa a H3NS fertdzés
soran.
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9. abra. H3N8 szerotipusu influenza A virussal fertézott DuO sejte fertdzés 40. orajaban.
Kékkel a Hoechst-reagenssel festett sejtmagok lathatoak, zolddel a fert6zott sejtek egér anti-
influenza elsédleges ¢s CF488A anti-egér IgG ellenanyaggal jeldlve.

5.3 A QUASI SPECIES BELSO HETEROGENITASANAK VIZSGALATA

A passzalasok soran kapott szekvencia adatokat Geneious bioinformatikai programmal
elemeztiik. A szekvencidkat legalabb 100-as lefedettségnél fogadtuk el, mig az SNP-ket olyan
varians pozicidonak tekintettiik, amely egy adott mintan beliil a leolvasasok tobb mint 20%-anal
azonos volt, mely valamivel szigorubb volt, mint a szakirodalomban alkalmazott 15%
(hivatkozas).

Altalanosan az volt a megfigyelésiink, hogy a master szekvenciaban a DuO sejtvonalon
végzett passzalasok soran nem tapasztaltunk valtozast, annak ellenére, hogy tobb olyan SNP-t
azonositottunk, amely a kisebbségben 1év variansokban eltért a master szekvenciatol és ezek
némelyike aminosav cserét is eredményezett. Ugyanakkor azt is megfigyeltiik, hogy egyrészt
csokkent a heterogén poziciok szdma a passzalasok soran, masrészt a meglévd heterogén
régiokban csokkent a valtozatok gyakorisdga (variant frequency), ami a mintak
homogenizalddasara utal (10. A és B dbra, haromszdg jeldlések).

Szintén altalanos jelenség volt, hogy a Vero sejteken passzalt torzsek nagyobb
heterogenitdst mutattak, mint ugyanazok a passzdzszzamok a DuO sejteken (10. A és B abra,

kor jelolések).
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10. abra.Az SNP-k eloszldsa DuO ¢és Vero sejteken passzalt H3N8, HS5NO9 virusok

genomjaban.
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Szintén érdekes jelenség, hogy mig a DuO sejtvonalon torténd izolalast kdvetd
passzalasok a DuO sejtvonalon nem eredményeztek valtozast a master szekvenciaban, addig,
ha Vero sejteken végeztiink egy passzalast, akkor a H3N8 szerotipus esetében az 4. és az 5.
szegmenten is aminosav cserét eredményezd valtozasok tudtunk kimutatni a DuO és Vero
sejtekrdl szarmazo szekvencidk kozott (11. dbra)
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11. abra. Részlet a H3N8-as szerotipust influenza A virus hemagglutinin fehérjéjének
aminosav szekvencidjabol az elsé DuO passzalés (felso sor) €s az elsd Vero passzalas
(also sor) utan.

Raadasul az aminosav cserék olyan poziciokban torténtek, amik a DuO sejteken passzalt

mintakban is heterogénnek bizonyultak (2. tablazat)

Lokalizaci6  |Aminosav csere [Valtozas |Lefedettség  |Polimorfizmus tipusa [Variansok aranya
H3 4.szegment

205-208 N->T AAC ->ACA 206 -> 335 Substitution 19.4% -> 26.9%
203-204 C->Y GC -> AT 387 -> 442 Substitution 50.4% -> 55.9%
200 |>T T->C 461 SNP (transition) 58.8%

197-198 K->M AA > TG 477 -> 485 Substitution 57.9% -> 58.8%
192-195 TG->TT AGGG -> GACC 498 -> 541 Substitution 58.0% -> 58.6%
158-160 TN->N =-CTA 894 -> 915 Deletion 53.4% -> 54.7%

H3 5.szegment

342-344 E->H GAG -> TTC 4871 -> 5033  |Substitution 89.7% -> 89.9%
338-339 GE->AH GG->CT 5276 -> 5359  |Substitution 97.3% -> 97.4%
336 E->Y A->G 5459 SNP (transition) 96.3%

318-332 LRRRRR->RYAHTL TAGAAGGAGAGACGG {5605 -> 5922  [Substitution 88.7% -> 89.8%
310-316 PIL->LPR CCAATCT -> TTGCCGC [5774 -> 5859  |Substitution 96.3% -> 96.4%
|307-308 T->V GG > AA 5712 -> 5760 |Substitution 98.9%

305 D->G C->T 5408 -> 5597  |Substitution 97.7% -> 97.8%
291 P->K C->T 4857 SNP (transition) 92.3%

289 P->K -G 4547 Deletion 83.8%

289 P->K -G 4547 Deletion 83.8%

266-268 ET->GA AAG -> GGC 1375 -> 1550  [Substitution 57.5% -> 61.2%

2. tablazat. Nukleotid poziciok heterogenitdsa a DuO sejteken passzalt influenza
A virus 4. és 5. szegmentjénben. A tdblazatban csak azokat a nukleotidokat jeloltiik,
amelyeknél aminosav szintli eltérést tapasztaltunk a Vero sjeteken passzalt virusok
szekvenciaiban.
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5.4 ANEG 8 FEHERJE VIZSGALATA

A transzfektalt sejtekben a NEGS8 fehérje egyértelmiien kolokalizalodott az ER-ral
(12./A ébra), valamint csomokat, rogoket hozott 1étre benne (12./A, B és C abra), ami A
fert6zés hatasara a fehérje lokalizacidja nem valtozott meg (12./B &bra), ugyanakkor
megfigyeltiik, hogy a transzfektalt sejtek (az influenza fertézés nélkiil is) gyakran citopatias
elvéltozasokat mutattak (12./A é&bra). Gyakran lattunk széthullott, apoptotikus sejteket,

deformalt sejtmagokat, vakuolumokat a sejtekben.

| .

12. abra. A NEGS fehérje lokalizacioja DuO sejtekben. (A) A NEGS és a kalretikulin fehérje
kolokalizacidja. Lilaval lathato az ER-ban felhalmozo6do, CyS5 jelolt ellenanyaggal kalretikulin
fehérje, zolddel az eGFP fuzionaltatott NEGS8, kékkel a Hoechst-reagenssel festett sejtmagok.
A nyil a sejtben kialakult vakuolumot mutatja.(B) A NEGS8 fehérje lokalizacioja fert6zott
sejtekben. Piros szinnel lathaté a CF594 masodlagos ellenanyaggal festett, HS5NO9
madarinfluenza A virussal fert6zott sejtek magja. (C) A NEGS és a kalretikulin kolokalizacidja
fert6zott sejtekben. (D) Nem transzfektalt és nem fert6zott sejtek ER-ja anti-kalretikulin
ellenanyaggal jeldlve.
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6.0 MEGBESZELES

A sorozatpasszalasok soran, a korai passzazsszamoknal jelentds (nagyjabol két
nagysagrend) végtiter csokkenést tapasztaltunk (2. 4bra), ami feltehetéen annak a
kovetkezménye, hogy az €16 allatbol (viziszarnyasbol) szarmazo virus izolatumok egy uj, in
vitro kornyezetbe keriiltek. Az j kornyezethez valo adaptacio folyamatanak elején nem
szokatlan a virus fert6zo titerének valtozasa (hivatkozas), mert az addig mas szdveten és
kornyezetben szelektalt valtozatok fitnesze eltérd lehet az Gj koriilmények kozott. Ugy
gondoljuk, hogy a végtiter kezdeti csdokkenése utani ingadozas (5. és 10. passzazs szamok
kozott) része a quasi speciesben torténd mutansok szelekcids valtozasanak. A 15. passzaig
tartd fokozatos novekedés pedig a legjobban adaptalodott valtozat kiszelektalodasanak a
kovetkezménye.

Ezen szelekcid tetten érhetd a fert6zott sejtek aranyanak novekedésében is (5. és 6.
abra), ami az 1. passzdzsokndl a fert6zés nagyon gyors terjedését mutatta, aminek
kovetkeztében, mind a H3N8, mind a H5N9 szerotipus esetében a fertézés utani 40. orara
az 0sszes sejt fertdzott volt. Ez a gyors terjedés az 5. és 10. passzazsoknal lassulast mutatott,
ami azonban a H5N9-es szerotipus esetében 15. passzazsra visszaallt a kezdeti terjedési
sebességre. Mivel a 48. orara mar nem maradtak t0lél6 sejtek ez nem csak a terjedés
sebességére utal, hanem valamilyen citopatogén hatasra, valdszinilileg sejtlizisre is. A
fertdzott sejtek gyorsabb lizise ugyanis megmagyaraznd a gyorsabb terjedést és a titer
gyorsabb novekedését is (3. €és 4. abra), ugyanakkor a végtiterekben mért eltérésekre nem
feltétlen ad magyarazatot. Mas virusoknal mar igazoltdk, hogy a fert6zott sejtek lassabb
lizise lassabb terjedéshez és a titer lassabb ndovekedéséhez vezet, mikozben a végtiter
valtozatlan maradt.(M¢észaros et al., 2017; Zadori et al., 2005)

Mivel a sorozatpasszalas soran, a HSNO-es szerotipusu torzs esetében jelentdsen, tobb
mint egy nagysagrenddel csokkent az apoptotikus sejtmagok ardnya (7. 4bra) és ez a
csOkkenés a terjedés gyorsulasaval és a végtiter novekedésével is fennmaradt, ezért jelenleg
ugy gondoljuk, hogy az apoptotikus sejtek kezdeti magas ardnya (73% az elsd passzazsnal,
DuO sejteken) a sejtek virusfertézésre adott védekezési mechanizmusaval magyarazhato. A
viralis kvazispecies adaptalddasa soran kiszelektalodtak azok a valtozatok, amelyek képesek
voltak ezt a védekezési mechanizmust kikeriilni és ez vezethetett a végtiter novekedéséhez
¢s az apoptotikus sejtek aranyanak csokkenéséhez a késoi passzazsoknal. (hivatkozas arrol,

hogy az apoptozis csokkentheti a titert).
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Az 1j generacids szekvenalassal kapott szekvencia adatok elemzése is a virusok
adaptalodasara enged kovetkeztetni. A DuO sejtvonalon végzett passzalasok azt mutattak,
az 1. és a 3. passzazsok kozott csokkent a viralis quasispeciesen beliili heterogenitas,
csokkent a heterogén helyek szama és a variansok frekvenciaja is (10. A és B abra). Erdekes
modon ez ugy kovetkezett be, hogy a master szekvenciaban kdzben nem tapasztaltunk
valtozast.

A Vero sejteken tortént passzalasok utan lényegesen nagyobb heterogenitast
tapasztaltunk, mint a DuO sejteknél (10. A és B abra), ami véleménylink szerint annak a
kovetkezménye, hogy a viziszarnyasbol szarmazoé mintdkat DuO (madar) sejteken izolaltuk,
majd atkertiltek egy emlds eredetii sejtvonalra. Szintén érdekes eredmény, hogy amikor
Osszehasonlitottuk a DuO és Vero sejteken passzalt virusok szekvencidit, akkor aminosav
szintll kiilonbségeket tudtunk kimutatni hemagglutinin és NS fehérjék szekvencidiban (11.
abra). Mikor megvizsgaltuk az SNP-k jelenlétét ezeknél a pozicidknal, azt tapasztaltuk, hogy
a DuO sejteken passzalt virus mutans spektrumaban is jelen vannak azok a valtozatok, amik
a Vero sejtekben a master szekvenciat adjak (tehat tobbségben vannak), illetve a Vero sejtek
mutans spektrumaban pedig azok a valtozatok vannak jelen, melyek a DuO sejten passzalt
virusnal a master szekvencia altal reprezental tobbséget képviselik (2. tdblazat). Ez arra
enged minket kovetkeztetni, hogy a két sejtvonalon tortént passzalds utan tapasztalt
szekvencia beli kiilonbségek nem 1j mutacidk eredményei, hanem mar az €16 allatbol izolalt
virustérzs quasi speciesében is jelenlévd valtozatok adott sejtvonalon érvényesiild
szelekcios eldnyének a kdvetkezményei. Ez felveti annak a lehetdségét, hogy a kiilonbséget
mutatd régiok (kiilondsen a hemagglutinin fehérje 65-69-es aminosavjai) szerepet

jatszhatnak az eml6s-madar gazdéhoz torténd adaptalodasban.

A szekvenalasi eredményeinket dsszevetve in vitro, MDCK sejtekhez adaptalt és in vivo,

egérben passzalt influenza A virus torzsek teljes genom szekvendldsi eredményeivel

elmondhatd, hogy jellemzden kevés a master szekvencidban megjelend mutaciok szdma

(Barnard et al., 2021; Brown et al., 2001). Ugyanakkor, a belsé heterogenitas névekvo

frekvencidja ezeknél a kutatdsoknal is megfigyelhetd volt a 4. szegment 200.-400. és a 1200.-

crer

az 5;6;7;8 szegmentekben az altalunk is heterogénnek azonositott régiokban figyelték meg SNP

frekvencidjanak novekedését (Brown et al., 2001).

30



A HA 65-69-esaminosav régidjan kiviil, tobb olyan pozicidban azonositottunk
heterogenitast a quasi speciesen beliil, amelyekrdl a szakirodalombol ismert, hogy milyen

biologiai hatdsuk van a virus életciklusara (3. tablazat).

Szerotipus| Sejtvonal | Szegment |Pozici6 (bp.) Csere fr(z,/lf\::l:csia Ismert funkcid, amit befolyasol
246-249 TTCT -> AGGG 82,0% 02,6 szilansav kétés
4 330 T->C 71,0% levegdben torténé terjedés
474 G->T 60,9% a2,6 szildnsav kotés, terjiedés
477 G->A 73,0% 02,6 szilansav kotés, letalitds
271-274 CATC -> TGAA 72,1% polimeraz akfivitis emlés sejtekben
5 296-297 +AATC 87,2% levegében tOrténé terjedés
Vero 310-316 | CAATCT -> TGCCGC| 96,3% csirkékben mutatott virulencia
HaNg 325-327 GAG -> CAC 88,7% polimeraz akivitas, virus replikacid és virulencia csirkében
348 T>A 34,5%
349-351 TTG -> GAA 37,9%
6 355-357 TAA > GGC 35,0% antiviralis szerek elleni érzékenység
406-408 CTC -> TAT 86,8%
449-450 GG -> CC 82,0%
455-456 GG -> AC 87,7%
0,
DuO 8 :;g LZ?_ 2623:"2 polimeraz akfivitas emlds sejtekben
666 G->T 39,0%
669 G->T 46,10%
671 A>T 45,80%
676 A>T 53,50%
677 T>G 62,30%
H5N9 Vero 8 679 G->C 52,80% virus replikacié madar és eml@ssejtekben
680 A->C 67,20%
682 T>C 58,50%
685 G->A 55,40%
686 A->C 59,10%
688 G->A 65,90%

3. tablazat. Heterogénnek bizonyult régiok, melyek ismert bioldgiai funkcidt befolyasolnak
(Suttie et al., 2019) alapjan.

A madérinfluenza torzsekben is megtalalhato a NEG8 ORF, a prediktalt fehérje
azonban lényegesen rovidebb (93 aminosav), mint a human influenza torzseknél és csak
egyetlen transzmembran domént tartalmaz. A kisérleteink megmutattak, hogy a H5N9-es
szerotipusi madarinfluenza térzs NEGS8 fehérjéje expresszios plazmidban kifejeztetve a
DuO sejtek ER-jaban halmozddik fel (12. abra). A fertézott sejtek transzfekciojabol az is
kideriilt, hogy mas virusfehérjék jelenléte nem valtoztatja meg a fehérje lokalizaciojat. A
NEGS8 pazmiddal transzfektalt sejtek ER-jaban szinte minden esetben csomokat, rogoket
lehetett 1atni (12./A, B és C abra), melyek feltehetden az ER-jaratainak kioblosodései. Ezek
az elvaltozasok gyakori jelei a sejtekben fellépé ER-stressznek (Mandl and Banhegyi, 2007).

Az endoplazmds retikulum (ER) mint metabolikus kompartment funkcioi
meghatarozok az intracellularis homeosztazis fenntartdsaban, a belsd és kiilsd kornyezet
zavaraihoz torténd alkalmazkodéasban. A legkiilonbozdbb stresszhelyzetek (intracellularis

kalciumegyensuly valtozdsa, hypoglycaemia, hypoxia, redox homeosztazis zavara,
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virusfert6zés stb.) érinthetik az ER luminalis kompartmentumaban zajlo fehérje érés
folyamatat, aminek eredményeképpen nem megfelelden feltekert, hibas térszerkezeti
fehérjék halmozddnak fel (hivatkozés). A stresszhatas az UPR (unfolded protein response)
utvonalak aktivalashoz vezet, ami a homeosztazis visszaallitdsdhoz, apoptozishoz vagy
autofagiahoz vezethet (Mandl and Banhegyi, 2007).

Jelenlegi hipotézisiink szerint a NEG8 a madéarinfluenza-torzsek jarulékos fehérjéje,
amely az endoplazmatikus retikulumaban felhalmozdédva ER stresszvalaszt indukal a

fert6zott sejtekben, ami hozzéjarulhat a virusfertézés altal kivaltott citopatogén hatasokhoz.
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7.0 OSSZEFOGLALAS

Az influenza A virus Eurdpaban endémiasan el6forduld, elsésorban baromfi fajok,
vadon ¢l6 madarak és egzotikus, kedvtelésbol tartott madarfajok gyakran tiinetmentes,
maskor magas ldzzal, nagyfoku elesettséggel, 1éguti, esetenként idegrendszeri tiinetekkel,
vérzésekkel €és hasmenéssel jar6 betegsége. A madarinfluenzaval igazoltan fert6zott
baromfitart6 telepeken az allomany ledlésével védekeznek, ezzel a virus jelentds gazdasagi
karokat okoz minden évben. Mivel egyes szerotipusai képessek zoondtikus fertdzést
kialakitani, ezért kozegészségligyi jelentésége sem elhanyagolhat6. Magas mutacios rataja
¢és széles gazda specifitdsa miatt madar és emldsfajok széles korét képes megfertdzni €s
hozzajuk adaptalodni, melynek jobb megértése hozzd segithet minket a hatékonyabb

védekezéshez.

crer

crer

Els6 1épésben megvizsgaltuk a kacsa eredeti DuO sejtvonal fogékonysagat hét
kiilonb6z6 szerotipustt madarinfluenza torzsre. Kivélasztottunk két kiilonbdzd szerotipust
H3N8 ¢és H5N9) izoldtumot, melyeknek részletesen jellemeztiik a relevans bioldgiai
tulajdonsagait (citopatogén hatas, fert6zg titer (fluorescent focus unit (FFU)/ml), névekedési
gorbe, kopiaszam) €s sorozat passzalast végeztiink veliikk DuO sejtvonalon, nyomon kovetve
a biologiai tulajdonsagaikban bekovetkezd valtozasokat.

Az adaptalodas sordn a HSN9 stockok végtitere a harmadik passzazsig csokkent (10°
FFU/ml), majd a 9. passzazsig 10°-10° FFU/ml kozott ingadozott. Ezutan 10” FFU/ml-re nétt
majd a 15. passzazs utan elérte a 108 FFU/ml-es titert. A H3N8 szerotipussal jelenleg a 7.
passzalasnal tartunk €s hasonl6 adataink vannak a végtiter valtozasarol. Ebben az esetben is
3. passzazsig egy jelentésebb csokkenést (107-rél 10° FFU/mI) tapasztaltunk, amit egy 10°-
10°® FFU/ml kozotti ingadozas kovetett. A végtiterek valtozasaval egyiitt a virus novekedési
gorbéjének lefutasaban és a fert6zés hatasara megjelend apoptotikus sejtmagok szamaban is
Iényeges valtozasokat tapasztaltunk (73%-r6l 2,3%-ra csokkent).

Az 1) generacios (Illumina) szekvenalassal kapott, nagy lefedettségii szekvencia
adataink azt mutattik, hogy passzalasok soran mind a két szerotipus esetén csokkent az SNP-
k (single nucleotide polymorphism) frekvenciaja a virus mintakban, ami a kvazispecies
homogenizalédasara utal és véleményiink szerint a kevésbé adaptalédott valtozatok

kiszelektalodasanak kovetkezménye. TObb esetben észleltik a kvazispecies belso
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heterogenitdsat olyan aminosavak tripletjeiben melyekrdl ismert, hogy a virulenciat,
patogenitast, gazda specificitast befolyasolhatjak (pl. hemaglutinin fehérje 126., 138. és 159.
aminosavja).

A negativ szalai nyolcas szegmensrol leirodd, NEGS8 fehérje szerepe a virus fertézési
ciklusaban jelenleg ismeretlen és eddig csak human vonalon szerepelt a kutatasokban. Az in
silico elemzéseink egy transzmembran domén jelenlétét tartak fel a fehérjében, majd
transzfekcios vizsgalataink igazoltdk a fehérje endoplazmés retikulumban torténd
lokalizaciojat, mely a fertdzott sejtekben (mas virus fehérjék jelenlétében) sem valtozott.
Egyes eredményeink arra utalnak, hogy a fehérje expresszidja sejthaldlt indukal a

transzfektalt sejtekben, de ez még tovabbi megerdsitésre szorul.
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8.0 SUMMARY

Influenza A virus is an endemic disease in Europe, mainly in poultry, wild birds and
exotic pet birds. Often asymptomatic but sometimes associated with high fever, severe
lethargy, respiratory and sometimes neurological symptoms, hemorrhage and diarrhea.
Poultry farms with confirmed cases of avian influenza are controlled by culling causing
significant economic losses each year. As some serotypes are capable of zoonotic infection,
its public health significance is not negligible. Due to its high mutation rate and broad host
specificity, it can infect and adapt to a wide range of bird and mammalian species. Better
understanding of this process may help a more effective control.

The aim of our studies was to investigate the in vitro adaptation of the avian influenza
virus and the unknown function of the NEG8 protein, which has not been previously studied
in avian influenza.

As a first step, we investigated the susceptibility of the duck-derived cell line DuO
to seven different serotypes of avian influenza strains. We selected two isolates of different
serotypes (H3N8 and H5N9), characterized in detail their relevant biological properties
(cytopathogenicity, infectious titer (fluorescent focus unit (FFU)/ml), growth curve, copy
number) and performed serial passages on the DuO cell lines, monitoring the changes in
their biological properties.

During adaptation, the final titer of HSN9 stocks decreased until the third pass (10°
FFU/mI) and then fluctuated between 10°-10° FFU/mI until the ninth pass. It then increased
to 107 FFU/mI and reached 108 FFU/ml after the 15th pass. With the H3N8 serotype, we are
currently in the 7th passage and have similar data on the change in final titer. In this case,
we also observed a significant decrease (from 107 to 10° FFU/ml) until pass 3, followed by
a fluctuation between 10° and 10° FFU/mI. Along with the change in the titer, we also
observed significant changes in the slope of the viral growth curve and the number of
apoptotic nuclei that appeared as a result of infection (from 73% to 2,3%).

Our high-coverage sequence data obtained by new-generation (lllumina) sequencing
showed that the frequency of SNPs (small nuclear polymorphisms) in virus samples
decreased in both serotypes during passages, suggesting homogenization of quasi species
and a selection of better adapted variants. In several cases we observed intrinsic quasi
species heterogeneity in triplets of amino acids known to influence virulence, pathogenicity

and host specificity (e.g. amino acids 126, 138 and 159 of the hemagglutinin protein).
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The role of the NEGS8 protein in the viral infection cycle is currently unknown and
has only been investigated in human studies. Our in silico analyses revealed the presence of
a transmembrane domain in the protein, and our transfection assays confirmed the
localization of the protein in the endoplasmic reticulum, which was unchanged in infected
cells (in the presence of other viral proteins). Some of our results suggest that expression of
the protein induces cell death in transfected cells, but this requires further confirmation.
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