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ELOZMENYEK, CELOK

A szarvasmarha virusos hasmenésének virusa (bovine
viral diarrhoea virus, BVDV) a legtobb
szarvasmarhatarté orszdgban el6fordul, és az dltala
eldidézett kérkép (bovine viral diarrhoea, BVD) jelentds
gazdasagi kdrokat okoz vilagszerte. Szamos eurdpai
orszagban (Svédorszdg, Finnorszag, Dania, Norvégia) ez
vezetett  védekezési €s  mentesitési  programok
elinditdsdhoz. Magyarorszdgon az dallomanyok kozel
100%-a fertdzottnek tekinthetd, és a kozeli jovoben a
mentesités elinditdsa elkeriilhetetlenné valik.
Sejtkulturdkban okozott sejtkérositd hatdsuk
(cytopathogen effect, CPE) alapjan a BVDV torzseket
citopatogén  (cp) vagy nem-citopatogén  (ncp)
biotipusokra osztjuk. Az ncp a (leg)gyakoribb
természetesen eldforduld biotipus, mert csak ez a biotipus
képes perzisztens fert6zés (persistent infection, PI)
kialakitdsara, amely biztositja a BVDV fennmaradasat az
allomanyban. A PI dllatokban cp BVDV feliilfert6zés
hatdsdra kialakulhat a végzetes nydlkahdrtya betegség
(mucosal disease, MD). Az MD-ben szenvedd ugyanazon
allatb6l izolalt cp és ncp virusokat ,,virus par’-nak
nevezzik.

A kiilonb6z6 virus parok molekularis vizsgdlata tisztizta,
hogy a cp varidnsok a PI dllatban a megfeleld ncp
torzsekbdl kiilonféle genomidlis véltozasok (sejt-€s virus
eredetli inzercidk, kis és nagy duplikaciok, pontmuticidok
valamint deléciok) révén in vivo alakulnak ki. Ezeket a
genomidlis valtozdsokat citopatogenitdsi markereknek
nevezzilk. A legtobb cp BVDV torzs cp markereinek
hatdsmechanizmusat sikeriilt meghatdrozni, azonban



néhany esetben tovabbi funkciondlis vizsgédlatokra van
sziikség.

A vilag legtobb orszdgaban vakcindzdssal védekeznek a
BVD ellen. A klasszikus BVD vakcindkat két csoportra
lehet osztani: €10 attenudlt €s inaktivalt. Az attenualt
vakcindk elonye az alacsony ar és a magas hatékonysag.
Az eldnyok mellett az €16 vakcindknak szdmos hétranya
is ismert. Az immunszuppressziv és magzatkarosito hatds
mellett a PI  szarvasmarha  vakcindzdsa MD
kialakuldsdhoz vezethet. Ha a PI dllatban jelen 1évd ncp
BVDV torzs a vakcindhoz kozeli antigénszerkezettel
rendelkezik, korai MD alakul ki. Ha a vakcinatorzs
genetikailag tdvolabb 4ll a perzisztensen fert6z6 ncp
BVDV torzstol, a két torzs rekombinalodhat és ez a késoi
MD kialakuldsdt okozhatja. Az attenudlt vakcindk
elterjedt haszndlata ellenére az attenudltsig molekuldris
héittere egyelOre tisztdzatlan, azonban az attenualtsag
okdnak tisztizdsa elkeriilhetetlen a hatékony és
artalmatlan vakcinék kifejlesztéséhez.

Munkdim 6 célja a BVDV molekuldris biol6gidjanak
tanulmdnyozdsa volt, kiilonos tekintettel a
citopatogenitdsra. A magyarorszigi BVDV torzsek
citopatogenitdsi markereit még nem tanulményoztak.
Miutén e torzsek tobbsége kapcsolatban volt egy altalunk
etikai  okokb6dl BVDV-X-nek nevezett vakcina
alkalmazdséaval, tovdbbi célunk az volt, hogy a vakcina
hasznélata koriili jelenségeket a modern molekularis
biol6giai modszerek alkalmazasdval retrospektiv médon
tanulmanyozzuk.



Specifikus célok

Az 1970-es években Magyarorszdgon kiilonféle
BVD  koérformékbdl — (1égzdszervi  korképek,
enteritis, MD) izoldlt cp BVDV torzsek
citopatogenitdsi markereinek meghatarozasa.
Magyarorszdgon udjonnan izoldlt cp BVDV
torzsek citopatogenitasi markereinek
meghatarozasa.

BVDV-X regisztracié elotti (BVDV-Xpre) és
forgalmatott ~ (BVDV-X)  batch-ek  teljes
genomjainak meghatdrozdsa, annak tisztdzasdra,
hogy a kiilénb6zd batch-ekben kiillonbozé BVDV
szekvencidk fordultak elo.

Lehetséges attenudldsi markerek meghatdrozdsa a
BVDV-X genomjaban.

A BVDV-X genomjaban taldlt citopatogenitasi
marker funkcidjdnak igazoldsa génexpresszios és
reverz genetikai modszerek segitségével.



ANYAG ES MODSZER

Sejtkultiarak, fertozés és virustitralas

A Kkisérleteket standard mddszerek szerint végeztiik.
Masodlagos  szarvasmarha  orrkagyléhim  (bovine
turbinate  BT)  sejteket  alkalmaztunk,  melyek
intézetiinkben  diagnosztikai és  kutatdsi  célokra
szolgdlnak. A sejttenyészet BVDV mentességét az
altalunk rutinszeriien alkalmazott ellendrzési
modszerekkel igazoltuk.

RNS kivonas

Miutin a BVDV genom poly(A) farokkal nem
rendelkezik, total RNS-t izolaltunk a BVDV-vel fert6zott
BT sejtek lizatuménak feliilisz6jabol. Erre a célra a
TRIzol LS reagens (Invitrogen) bizonyult a
legalkalmasabbnak, abban az esetben is, amikor hosszu
PCR termékeket amplifikaltunk fert6zé klén létrehozéasa
céljabol.

cDNS szintézis

Rovid PCR termékek amplifikédldsa esetén a cDNS-t M-
MLV RT (Invitrogen) enzim segitségével, random
hexanukleotidok, pd(N)6 (Amersham Biosciences)
hasznélatdval allitottuk elo.

Hosszi PCR termékek esetén a Superscript II RT
(Invitrogen) enzimet és egy antiszenz primert (VDASI)
hasznaltunk, amely a genom 3’UTR régidjaval volt
komplementer. Dupla szdld c¢DNS haszndlata nem
novelte a hosszi PCR termékek amplifikdldsanak
hatékonysagat.



PCR

Nukleotid szekvencia meghatdrozasara létrehozott PCR
termékek amplifikdldsara az Expand High Fidelity Kit-et
és az Expand Long Template Kit-et (Roche) hasznaltuk.
A teljes NS2-3 gén klonozasdndl és a teljes hosszisagu
fertotd klon elddllitdsa esetén a KOD HiFi DNA
polymerase (Novagen) enzimet alkalmaztuk, melynek
hatékonysdga és proof-reading aktivitisa a legjobbnak
bizonyult az altalunk alkalmazott enzimek koziil.

Klo6nozas és nukleotid szekvenalas

A klénozédsi €s szubklonozdsi eljardsokat standard
modszerek szerint végeztik. A BVDV-X teljes NS2-3
génjének klonozasahoz a pCl emlds expresszids vektort
(Promega) haszndltuk. A BVDV-X teljes hosszisiagui
cDNS klénjanak instabilitasi problémadinak
kikiiszobolésére pANCR1180 alacsony kdpiaszamu
vektort, valamint ElectroTen Blue recombinans E. coli
kompetens sejteket (Stratagene) alkalmaztunk. A
szekvenalast ABI Prism szekvendlé automatian (Model
377) végeztik Big Dye Terminator V3.1 szekvendld kit
(Applied  Biosystems)  segitségével. A  kapott
szekvencidkat a DNAstar szoftvercsomag (Lasergene)
segitségével szerkesztettiik és elemeztiik.

Western blot analizis

A transzfektalt sejteket eltavolitottuk a szovettenyésztod
edény falardl, majd 10 000 x g fordulaton centrifugéltuk a
sejtiiledék pelletizalasa céljabol. A pelletet j€ghideg PBS-
sel mostuk, hogy eltavolitsuk a reakciét zavaré egyéb
fehérjéket, a pelletet 50 pul PBS-ben reszuszpendaltuk.
Ezt a koncentrélt szuszpenzidt hasznaltuk SDS-PAGE és



Western blot reakcidk  végrehajtdsdhoz  standard
protokolok szerint.

Immunoperoxidaz reakcio

Ez a mddszer haszndlatos a PI szarvasmarhdk
vérsavojabol BVDV-specifikus antigének kimutatdsara.
Ezt a médszert alkalmaztuk a virusantigén kimutatdsara a
teljes hosszusagu fert6z6 klonokbdl visszanyert virusok
azonositasara.



EREDMENYEK ES MEGBEZELES

Munkénk els6é részében az 1970-es években izolalt hat
archiv’ cp BVDV torzs lehetséges citopatogenitdsi
markereit hatdroztuk meg. A virusok a BVDV dltal
eldidézett kiillonbozd koérképeket képviselték: enteritis €s
MD, mely esetek valdsziniileg kapcsolatban voltak a
BVDV-X vakcina haszndlatdval, valamint 1égzdszervi
megbetegedések. A vakcina és a cp BVDV izoldtumok
teljes NS2-3 génjét amplifikaltuk RT-PCR segitségével,
és szekvendldssal meghataroztuk nukleotidsorrendjiiket.
Az eredmények azt mutattdk, hogy dj cp markereket
sikeriilt taldlni minden egyes vizsgélt virusban az NS2
génben, a 4355 pozicioban. Ezek a cp markerek
hasonlitottak a BVDV CP7 referencia torzsben taldlt cp
faktorhoz. Az enteritis és MD izolatumok, valamint a
vakcina NS2-3 régigja (valamint 5’UTR és E2)
azonosnak mutatkozott, jelezvén, hogy a vakcina korai
MD kialakuldsdhoz vezetett. A cp marker 45 nukleotid
hosszinak bizonyult, ez a virdlis inzercié eredetileg a
normdl BVDV genom NS4B/NS5A  régi6jaban
helyezkedik el. A H3887 1€gzdszervi izoldtumban egy
sejt-eredetli 21 nukleotid hosszu inzerciét taldltunk. Az
inzerci6 a legnagyobb hasonlésidgot egy murine
interferon-induced  guanylate-binding  protein 1
génszakasszal mutatta. Ez az elsé celluldris inzercié a
4355 pozicioban. A H3142 1égzdszervi izoldtumban egy
42 nukleotid hosszu virdlis duplikéciét taldltunk a 4355
pozicié6 kozelében. Ez a nukleotid szakasz a normal
BVDV genom NS5B génjében foglal helyet. Ebben az
izolatumban 93 nukleotiddal lejjebb egy 3 nukleotid
hosszt deléciot is taldltunk.



A cp BVDV izoldtumokban talalt genomidlis valtozasok
a 4355 poziciéban, illetve kozelében taldlhatdak,
jelezvén, hogy ez a genomidlis régié rekombinacids hot
spot lehet az ncp BVDV torzsekben.

Munkank masodik részében két, MD esetekbdl
djonnan izolalt cp BVDV torzs citopatogenitdsi markereit
jellemeztik. A H4956 izoldtumban egy jiv-szerll
celluléris inzerciét taldltunk, amely hasonlitott a BVDV
NADL referencia torzsben, illetve egyes BVDV 1 és
BVDV 2 izoldtumokban leirtakhoz. A HI115/PCR
torzsben egy husszd duplikdciét fedeztiink fel. A
duplikécio egy teljes ubikvitin monomert és a komplett
NS3 gént tartalmazta. Az inzercidk €s a duplikacio a két
djonnan izoladlt cp BVDV torzsben tovabbi bizonyitékot
szolgaltatott, hogy az A ¢és B pontban tortént
rekombinacidk a leggyakoribb mechanizmusok, melyek a
BVDV citopatogenitasdnak kialakuldsdhoz vezethetnek.

Munkdnk harmadik szakaszdban a BVDV-X
vakcina teljes genom analizisét végeztiik el. A BVDV-X
vakcinat évtizedeken at (de ma mar nem) Oregon C24V
szarmazékként forgalmaztik. Az eldzetes szekvendlasi
adatok azonban azt sejttették, hogy a vakcina
kifejlesztése kdzben rekombinacio tortént a vakcinatorzs
és egy ismeretlen vad tipusi torzs kozott. Ezért
meghataroztuk egy pre-regisztracios (BVDV-Xpre) és
egy forgalmazott (BVDV-X) batch nukleotid sorrendjét.
A teljes genom analizisének eredményei megerositették,
hogy a vakcina kifejlesztése az Oregon C24V torzsbol
indult ki. Meglepd mddon a forgalmazott vakcina teljes
nukleotidsorrendjének vizsgdlata azt mutatta, hogy ez a
torzs a BVDV 1b alcsoportba tartozik, 93,7%-os
hasonlésagot mutatva a BVDV Osloss referencia
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torzzsel. A nukleotid hasonlésdg az Oregon C24V
torzzsel 1ényegesen alacsonyabb, mindossze 77,4% volt.
Ezek az adatok azt tdmasztjdk ald, hogy az Oregon
C24V-t61 jelentésen kiillonbozd torzs a vakcina
kifejlesztésének in vitro és in vivo 1épései alatt
bekovetkezd torzsvaltds sordn keriilt a vakcindba. A
torzsvaltds ellenére a vakcina megtartotta eredeti
hatékony és artalmatlan jellemzo6it. E munka eredményei
hangsilyozzdk, hogy a kereskedelmi forgalomban 1évo
€lo attenudlt vakcindk exogén BVDV torzzsel vald
szennyezOdése valds veszE€ly, €s ellendrzésiikhoz modern
molekuldris médszerekre is sziikség van.

Az utolsé két kisérletben a BVDV-X vakcina
genomjdban taldlt citopatogenitdsi marker funkci6jat
vizsgiltuk. Az els6 1épésben a 45 nukleotid hosszu
inzercionak az NS3 protein expresszidjdban betoltott
szerepét elemeztiik. A vakcinavirus teljes NS2-3 génjét és
egy PCR mutagenezissel létrehozott inzercid-negativ
varidnsat pCI emlds expresszids vektorba klonoztuk,
majd BT sejtekben kifejeztiik. A Western blot analizis
kimutatta, hogy az inzerci6 hozzdjarult az NS2-3
részleges vagasahoz, amely az NS3 citopatogenitasi
marker fehérje megjelenéséhez vezetett.

A kovetkezd 1épésben azt vizsgaltuk, hogy a 45
nukleotid hosszi inzerci6 a BVDV-X citopatogenitdsat
okozza-e. Ehhez létrehoztuk a virus teljes hosszisdgi
fert6z6 klonjat. A klonbdl visszanyert rekombindns virus,
BVDV-XR, kissé lassabban replikdlddott, mint az eredeti
BVDV-X, azonban tovabbi reverz genetikai vizsgdlatokra
alkalmasnak bizonyult. Miutdn a vakcina természetes ncp
parja nem volt elérhetd, PCR mutagenezissel egy ncp
mutans klont allitottunk eld. A klénbdl visszanyert virus,
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BVDV-XR-INS-, hasonlé6 novekedési jellemzoket
mutatott, mint a cp parja, de CPE-t nem mutatott. Ez a
megfigyelés végso bizonyitékul szolgalt, hogy az inzercid
nélkiilozhetetlen a BVDV-X citopatogenitisanak
kialakitdsaban.

Osszefoglalva, a jelen tanulmanyok  dj
informécidkat szolgéltattak a BVDV  molekularis
biol6gidjardl, valamint a citopatogenitds €és a
rekombindciok kapcsolatdr6l, mely fontos teriilet az
allatorvosi virolégia alap- és alkalmazott kutatdsai
szempontjabol.

UJ EREDMENYEK ES MEGALLAPITASOK

e Harom kiilonb6z0, eddig ismeretlen rovid inzercid
jarul valésziniileg hozza a Magyarorszagon az
1970-es években izolalt citopatogén BVDV
torzsek és a BVDV-X éI6 attenudlt vakcina
citopatogenitdsdhoz.

e Két, Magyarorszigon MD esetekbdl wjonnan
izoldlt cp BVDV torzs citopatogenitasat két
kiilonbozd, elozdleg leirt  citopatogenitdsi
markerekhez hasonlé genomidlis véaltozds okozza,
melyek  bizonyitjdk, hogy a BVDV
citopatogenitdsaért gyakran az A és B pontbeli
rekombindciok felelOsek.

e Meghatdaroztuk egy BVDV-X pre-regisztracids
batch, BVDV-Xpre teljes genomjanak
nukleotidsorrendjét. Ez az els6 olyan genetikailag
teljesen jellemzett vakcina, melynek a virulens
parja megtaldlhat6 a GenBank-ban. Ezen kiviil
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bizonyitdst nyert, hogy a vakcina kifejlesztése
Oregon C24V torzsbdl indult ki.

Meghataroztuk a BVDV-X forgalmazott vakcina
teljes nukleotidsorrendjét, és az adatok azt
mutattdk, hogy a vakcina nem tartalmaz Oregon
C24V szekvencidkat, jelezvén, hogy torzsvaltas
tortént a vakcina kifejlesztése sordn. A
forgalmazott vakcina a BVDV 1b alcsoporthoz
tartozik, és a legnagyobb hasonlésdgot a BVDV
Osloss referencia torzzsel mutatta.

A BVDV-X NS2-3 génjének expresszios
kisérletei bebizonyitottdk, hogy a 45 nukleotid
hosszd  virdlis inzercié felelds az NS3
citopatogenitdsi marker fehérje kifejezodéséért.

A BVDV-X teljes hosszisdgu fertdz6 klonjanak
elkészitése €s reverz mutagenezise bizonyitotta,
hogy a 45 nukleotid hosszu virdlis inzercio felelds
a virus citopatogenitisaért.

A fert6z6 klon tovdbba eszkoz lehet a masik két
Uj citopatogenitasi marker vizsgélatdhoz, valamint
genetikailag modositott €16 attenudlt vakcina
kifejlesztésének alapjaul szolgalhat.
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