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Afrykanski pomor §win (ASF) jest wolno szerzaca si¢ wirusowg, zakazng chorobg $win i dzikow. Na
zakazenie wrazliwe sg roéwniez inne gatunki z rodziny Suidae. Najwazniejszym wektorem wirusa
afrykanskiego pomoru swin (ASFV) na terenie Europy wschodniej sa dziki. Z kolei na Polwyspie
Iberyjskim oraz w krajach Europy zachodniej o klimacie $rodziemnomorskim, Afryce i niektorych
regionach Rosji wektorem ASFV moga by¢ rowniez kleszcze nalezace do rodzaju Ornithodoros. ASF ma
bardzo duze znaczenie epidemiologiczne oraz ekonomiczne ze wzgledu na ograniczenia zwigzane z
mi¢dzynarodowym handlem trzoda chlewna oraz produktami przetworzonymi. Dotychczas nie udato si¢
opracowac skutecznej szczepionki przeciwko ASF, co jest zwigzane z unikalng charakterystyka wirusa.
Przeprowadzone dotychczas badania naukowe i poréwnania kompletnych genoméw ASFV réznych
szczepOw wskazuja na duze znaczenie niektorych regionéw jego genomu w wirulencji. Celem podjetych
badan bedzie konstrukcja oraz zbadanie wlasciwosci biologicznych rekombinowanego szczepu ASFV
pozbawionego genow A238L, EP402R i 9GL. Geny te maja udzial w blokowaniu ekspresji czynnikow
zwigzanych z odpowiedzig immunologiczng gospodarza oraz sa odpowiedziane za hemadosprcje i tzw.
dojrzewanie czastek wirusowych. Badania zostang przeprowadzone z uzyciem reprezentatywnego Szczepu
ASFV, ktory zostanie wybrany po analizie technika sekwencjonowania nastgpnej generacji (NGS) z
kolekcji zgromadzonych dotychczas 93 izolatow wirusa wystgpujacych w populacji dzikow oraz 3 izolatow
pochodzacych od §win. Przeprowadzone przez zespdt Krajowego Laboratorium Referencyjnego ds. ASF
w PIWet-PIB badania wiasne dotyczace pochodzenia izolatow ASFV krazacych w Polsce na podstawie
sekwencji genow A238L, EP153L, EP402R i MGF505-2R wykazatly, ze ich podobienstwo wynosito od
99,4 do 100% do szczepu Georgia 2007/1. Szczep ten wprowadzono na teren Gruzji w 2007 roku i krazy
on nadal w populacji dzikéw 1 $win na terenie Rosji, Litwy, Lotwy i Estonii.
Konstrukcja rekombinowanego szczepu ASFV z wprowadzonymi mutacjami w obrgbie regionow A238L,
EP402R i 9GL pozwolita by na sprawdzenie wptywu indukowanych mutacji na wlasciwosci biologiczne
ASFV w hodowlach komérkowych oraz na przyktadzie modelu $win. Badania tego typu z wykorzystaniem
techniki CRISPR/Cas9 nie byly dotychczas prowadzone w zadnej swiatowej jednostce naukowej. Oprocz
poznawczej warto$ci planowanych badan ich wyniki pozwola na wskazanie kierunku badan do otrzymania
potencjalnych kandydatow do opracowania szczepionki przeciwko ASF. W pierwszym zadaniu
badawczym do konstrukcji rekombinowanego szczepu ASFV pozbawionego genow A238L, EP402R i
9GL zostanie wybrany reprezentatywny izolat wirusa z kolekcji KLR ds. ASF w PIWet-PIB. W drugim
etapie projektu w komoérkach linii VERO z uzyciem technologii CRISPR/Cas9 zostanie przeprowadzony
etap mutagenezy regionéw A238L, EP402R i 9GL. W tym celu zostang zaprojektowane matrycowe odcinki
gRNA (ang. guided RNA) dla endonukleazy Cas9 zwigzanej z systemem CRISPR (regularnie
zgrupowanych i oddzielonych krotkich sekwencji palindromowych). Doktadnie zaprojektowane matryce
gRNA pozwolag na przeciecie podwdjnej nici DNA w regionach A238L, EP402L i 9GL a nastgpnie
ponowne potaczenie DNA dzigki homologicznym systemom naprawczym. Otrzymany rekombinowany
szczep ASFV bedzie badany w hodowlach komorkowych VERO lub linii komorkowej makrofagow swin.
W trzecim zadaniu beda badane wtasciwosci biologiczne otrzymanego rekombinowanego szczepu ASFV
oraz szczepu pierwotnie uzytego do badan. Badania te bedg przeprowadzone z uzyciem 30 §win 0 znanym
statusie immunologicznym w pomieszczeniach dla zwierzat klasy PCL3+ PIWet-PIB 0 wysokich
standardach bioasekuracji. Uzyskane wyniki beda analizowane statystycznie i pozwola na okreslenie
wplywu wprowadzenia indukowanych mutacji na replikacje, wirulencje i siewstwo ASFV do otoczenia.
Proponowane badania majg bardzo duze znaczenie poznawcze dla wspolczesnej epidemiologii i
immunologii ASF. Zastosowanie po raz pierwszy na $wiecie technologii CRISPR/Cas9 do otrzymania
rekombinowanego szczepu ASFV pozwoli w na swobodng manipulacje w obrebie wybranych regionow
genomu tego wirusa. W przyszto$ci efekty badan mogg pozwoli¢ na znalezienie potencjalnych kandydatow
do szczepionki przeciwko ASF. Wyniki badan beda publikowane w renomowanych czasopismach
wirusologicznych oraz po§wigconych chorobom zakaznym $win. Wyniki bedg tez prezentowane podczas
konferencji krajowych i migdzynarodowych po§wieconych chorobom §win.



