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2. Osszefoglalas

Két olyan Magyarorszagrél szarmazo, sertés reprodukcidés és légzbszervi
szindroma virus (PRRSV) izolatumon végeztink teljes genomszekvencia-analizist,
amelyekrdl feltételeztik, hogy kuldnleges genetikai tulajdonsagokkal rendelkezhetnek.
Az egyik izolatum, a 9625/2012 kdzeli rokonsagot mutat a PRRSV Olot/1991-gyel és egy
Magyarorszagon is hasznalt vakcina térzzsel, az Amervac modositott, é16 virussal (MLV-
vel). A virus az 1-es genotipus 1-es szubtipusan belil a "D" kladba tartozik. A
filogenetikai elemzések alapjan a masik izolatum, a 2-es genotipusu PRRSV-
2/Hungary/102/2012 az elsé olyan dokumentalt, teljes hosszusagu PRRSV szekvencia
Europaban, amely nem all kdzeli rokonsagban az Ingelvac MLV-vel. A vizsgalatok egyik
torzs genomjaban sem azonositottak rekombinaciéra utal6 valtozast. A 9625/2012-ben a
neutralizalé epitépokon talalt nagyszamu aminosav valtozas az immunrendszer altal
gyakorolt erds szelektiv nyomasra utal. Hasonlé eredményre jutottunk a PRRSV-
2/Hungary/102/2012 esetében is, az aminosav cserék tdbbsége a GP4 (glikoprotein 4)
és GP5 fehérje ismert antigénrégidiban lokalizalodik, emiatt feltételezheté az
immunvalasz szerepe a torzs evoluciéjaban.

Egy roévid, alternativ, nyitott leolvasasi keret (ORF) jelenlétét azonositottuk
egymastol genetikailag eltér6 PRRSV térzsek nukleokapszid génjében. Ezt a révid ORF-
et, ORF7a-nak nevezzik. Az ORF7a génrdl atirodd potencialis fehérjetermékek (7ap-k)
a kulénbdzd virustorzsekben eltérd fizikai-kémiai tulajdonsagokat mutatnak, azonban az
Osszesre jellemz6, hogy semleges pH-n pozitiv téltéssel rendelkeznek a bazikus
aminosavak tulsulya miatt. Zdld fluoreszcens fehérije (eGFP) és FLAG fuzids
konstrukcidkkal bizonyitottuk a HU-14432/2011 térzsben a 7ap fehérje (Hu7ap)
transzlaciojat. ELISA teszttel kimutattuk a Hu7ap peptid IgG (immunglobulin G) kété
tulajdonsagat. A fehérje-fehérje gél retardaciés és komplementkotés gatlasi proba
eredményei arra utalnak, hogy a 7ap fehérje az IgG Fc (kristalyosithaté rész) részén
taldlhaté CH2 (konstans nehéz 2) doménhez kotédik. A nukleinsav gél retardacios
tesztekben, két eltér6 PRRSV torzsbdl szarmazo 7ap is er6s kétszalu DNS és egyszalu
RNS koétést mutatott. Ez arra utal, hogy a 7ap nukleinsav koté képessége a peptid
funkcidjanak a kovetkezménye, és nem csak a pozitiv toltésébdl eredd jarulékos
tulajdonsag. A Hu7ap-val immunizalt allatok (egér és sertés) savoja nem reagalt Hu7ap-
val vagy a Hu7ap-eGFP fehérjével, am ezen allatok vérsavojaban észleltik a sejtmag
ellen termel6dott antitestek jelenlétét. A 7ap sejtbéli elhelyezkedése, biokémiai és
immunoldgiai tulajdonsagai azt mutatjak, hogy tébbféle funkciét is ellathat, szerepe lehet
az immunvalaszban és a sejtmagban valamint a citoplazmaban zajl6 folyamatok

modositasaban.



2.1 Summary

Whole genome sequencing was performed on biologically relevant porcine
reproductive and respiratory syndrome virus (PRRSV) isolates. Two virus strains were
selected that were hypothesized to have special genetic features. The PRRSV
9625/2012 isolate was closely related to PRRSV Olot/1991 and to the Amervac live,
attenuated vaccine (MLV) which is widely used in Hungary. The isolate belonged to a
new branch within genotype 1, subtype 1, clade D. The other completely sequenced
strain, the PRRSV-2/Hungary/102/2012, was the first documented type 2 PRRSV isolate
in Europe that was not related to the Ingelvac MLV. The recombination analysis of these
two isolates revealed no evidence of such event. The PRRSV 9625/2012 isolate did
show a high proportion of amino acid substitutions in the neutralizing epitopes,
suggesting an important role of selective immune pressure in the evolution of the isolate.
The majority of amino acid alterations in GP4 and GP5 of the PRRSV-
2/Hungary/102/2012 were located in the known antigenic regions suggesting an
important role for immunological pressure.

Analysis of sequentially divergent PRRSV genomes identified a short alternative
open reading frame (ORF) named ORF7a within the nucleocapsid gene. Alignment of
the corresponding protein sequences (named 7ap) revealed substantial heterogeneity
among 7aps of different genotypes though all of them were predicted to be positively
charged. Green fluorescent protein and FLAG fusion constructs of ORF7a of the HU-
14432/2011 PRRSV demonstrated that 7ap (Hu7ap) are expressed. The ELISA
experiments revealed that Hu7ap binds strongly to mammalian IgGs. Protein-protein gel
retardation assays and complement fixation inhibition suggest that 7aps binds to the
CH2 domain of the IgG Fc fragment. 7aps of divergent strains were able to completely
reduce the motility of nucleic acids at relatively high molar charge ratios in gel retardation
assays indicating strong dsDNA- and ssRNA-binding capability. The RNA- and DNA-
binding properties suggest that nucleic acid binding is a functional property of 7aps, and
not an arbitrary consequence of their net positive charge. Hu7ap immunized pig and
mouse sera didn’t react with Hu7ap or Hu7ap-GFP, however, antinuclear antibodies
were detected in the sera of immunized animals suggesting an ability of Hu7ap to
interact with or mimic auto-antigenic macromolecules. Cellular localization, biochemical
and immunological characteristics of PRRSV 7ap may indicate multiple functions
including nuclear and cytoplasmic over-tuning of normal cellular processes and

immunosuppression.



3. Bevezetés

A sertések reprodukcios és légzészervi szindromajat (PRRS) el6szér az USA-
ban észlelték az 1980-as évek legvégén, mint egy ismeretlen Uj betegséget, amely
sulyos szaporodasi problémakat, légzészervi megbetegedést, a malacok fejlédésbeli
visszamaradasat és megnovekedett mortalitast okoz (Keffaber 1989; Loula 1991). Veégll
1992-ben sikerult azonositani a korokozot, amelynek elsd izolatumat VR-2332-nek
nevezték el (Collins et al., 1992). Néhany évvel késdbb egy hasonld betegséget és virust
irtak le Eurépaban (Terpstra et al., 1991). A vizsgalatok kideritették, hogy az eurdpai és
az észak-amerikai torzs ugyanannak a virusnak genetikailag eltéré rokon valtozata.

A PRRS megjelenése utan az egyik legnagyobb gazdasagi karokat okozo fert6z6
betegséggé valt a sertésagazatban (Holtkamp et al, 2013; Kristensen, 2012,
Nieuwenhuis et al., 2012). Habar kereskedelmi forgalomban PRRSV fert6zés ellen
tobbféle vakcina is elérhetd, a kutatointézetek és a vakcinagyartok eréfeszitései ellenére
tovabbra sincs forgalomban olyan véd&oltas, amely képes lenne teljes mértéki védelmet
nyujtani a fertézés ellen, legyen az inaktivalt virus vagy modositott él6 virus (MLV) alapu
vakcina. A hatékony vakcina kifejlesztését tébb tényezd is hatraltatja. Egyik legnagyobb
probléma a virus nagyfoku genetikai diverzitasa, amely szélséséges antigén
valtozékonysagot eredményez (Charerntantanakul, 2012). Két térzs genomszekvenciaja
kozott akar 45% eltérés is lehetséges. Egy masik probléma az, hogy a virulenciat és a
patogenitast befolyasol6 genomszakaszok helyzete és mikédése egyelére nem teljesen
tisztazott. A virus gyenge immunvalaszt valt ki a fert6zott allatokbdl, mert szamos,
immunszuppressziv hatasu fehérjével rendelkezik (Mateu és Diaz, 2008). A PRRSV
genomjara jellemzd, hogy ugyanaz a szekvencia akar tobb fehérjét is kodolhat. Az utébbi
években tobb olyan nyitott leolvasasi keretet (ORF-et) fedeztek fel, amelyek ismert ORF-
ekkel fednek at. A kdzelmultban felfedezett fehérjék patogenezisben betdltétt szerepe
még nem teljesen ismert (Firth et al., 2011; Oh és Lee, 2012; Wu et al., 2001).

Magyarorszagon a fert6zés az 1990-es évek kozepén jelent meg, de csak a
2000-es évektdl okozott komoly problémakat. Egyes nagy Ilétszamu sertés
allomanyokban a fert6zottség mértéke elérheti a 25-35%-ot is. Magyarorszagon az évek
soran genetikailag és virulencigjat tekintve is a nyugat-eurOpai orszagoknal
heterogénebb PRRSV populacié alakult ki, amelyek kozott eurdpai, és észak-amerikai
genotipusu torzsek is megtalalhatdéak (Balka et al., 2008). A komoly gazdasagi karok
kdvetkeztében 2010-ben Magyarorszagon elfogadtak a Nemzeti PRRS Mentesitési
Programot. A program célja a magyar sertéstartas versenyképesebbé tétele és piaci

elényok biztositdsa a hazai gazdak szamara.



3.1 Célkitlizések

A PRRS mentesitési program el6segitése érdekében részt vettink a
magyarorszagi PRRSV tdrzsek genetikai diverzitasanak felmérésében. Célul tlztik ki
olyan PRRSV izolatumok teljes genomszekvenciajanak meghatarozasat, amelyekrdl azt
feltételeztuk, hogy egyedi genetikai tulajdonsagokkal rendelkezhetnek. Két virustorzset
valasztottunk ki: az egyik izolatum egy nem vakcinazott, a jarvany kitorése el6tt PRRS
mentes telepr6l szarmazott. A masik mintat egy PRRSV-vel endémiasan fert6zott,
rendszeresen vakcinazott teleprél izolaltak. A két izolatumot éré szelekcids hatasokat
kivantuk  tanulmanyozni, ezért a szarmaztatott aminosav  szekvenciakat
referenciatorzsekkel hasonlitottuk 6ssze, hogy feltérképezzik a szerkezeti fehérjék

A virus genomjara jellemzd, hogy ugyanaz a szekvencia akar tébb fehérjét is
kédolhat. A kutatasunk kezdetéig két szubgenomialis hirvivéd RNS-nél (sg-mRNS-nél)
figyelték meg azt, hogy egy szekvenciardl két fehérje irodik at. Célkitlizéseink kozott
szerepelt a rendkivil gyorsan mutaléddé PRRSV genomjanak elemzése és uj, eddig
ismeretlen ORF-ek azonositdsa, majd ezek tovabbi vizsgalata. Munkank soran
bizonyitani kivantuk, hogy a virusfert6zés soran az alternativ ORF-ekrél fehérje fejez6dik
ki, és célul thztiuk ki a termelédott fehérje bioldgiai tulajdonsagainak és funkcidjanak
megismerését. Ennek érdekében a feltételezett ORF-eket kezdetben zo6ld fluoreszcens
fehérje (eGFP) fuziés rendszerben vizsgaltuk. Mivel az eGFP-t kddold szakasz mintegy
708 nukleotid hosszusagu, méreténél fogva befolyasolhatja az atirdddé mMRNS
térszerkezetét, hiszen a vizsgaland6 ORF-ek mindbdssze 105-159 nukleotid
hosszusaguak. Hogy elkerlljuk az ebbél addédo téves kovetkeztetéseket, a kapott
eredményeket FLAG fuziés peptid alapu konstrukciok l|étrehozasaval ellendriztik.
Immunoldgiai tesztekkel tanulmanyoztuk a 7ap fehérje antigenitasat PRRSV fertézésen
atesett vagy immunizalt sertések vérének felhasznalasaval. Fogékony sejtvonalat
fertéztink PRRSV-vel, és kisérleti allatokban 7ap ellen termel6détt ellenanyagok

segitségével vizsgaltuk a fehérje sejten bellli lokalizalédasat és bioldgiai tulajdonsagait.
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4. Irodalmi attekintés

4.1 A virus altalanos tulajdonsagai

Az 1980-es évek végén az Egyesiilt Allamokban egy addig ismeretlen fertéz6
betegség bukkant fel, amely révid idén belil komoly karokat okozott a
sertésallomanyokban (Kaffaber, 1989; Loula, 1991). Ezzel egy id6ben Eurdopaban egy
nagyon hasonlé betegséget figyeltek meg, amelyet kezdetben — a tlnetek miatt —
Hollandiaban kék abortusznak (abortus blauw) mig Angliaban kékful betegségnek (blue
ear disease) (Wensvoort et al., 1991) neveztek. Az okozott korképre jellemzé volt a
légz6szervi karosodas miatt a fiatalabb allatokban a fllén megjelend ciandézis, amely
mellé testtdmegvesziés ¢és a novekedés lelassulasa tarsult. Kocaknal a
szaporodasbioldgiai problémak kerlltek el6térbe, amelyek a koraellések és vetélések
szamanak emelkedésében mutatkoztak meg. A betegség koérokozoéjat Eurdpaban
el6szér 1992-ben a Lelystadi Kozponti Allatorvosi Intézetben (Central Veterinary
Institute in Lelystad) izolaltak és azonositottdk, a virustorzset pedig a varosrol
Lelystadnak neveztél el. A fertézést elészor ugy emlegették, mint ,swine infertility and
respiratory syndrome” (SIRS), am neve veégul hivatalosan a sertés reprodukcios
zavarokkal és légzdszervi tunetekkel jaré szindromaja (Porcine Reproductive and
Respiratory Syndrome vagy PRRS) lett. A vizsgalatok kideritették, hogy az eurdpai és
az észak-amerikai izolatumok (VR-2332 és Lelystad) ugyanannak a virusnak
genetikailag eltéré rokon valtozata. Habar a PRRSV nagyobb kartétele miatt csak az
1990-es évek elején keltette fel az allatorvosi tarsadalom komolyabb érdekl6dését,
retrospektiv vizsgalatokbdl gy tlnik, hogy korabban is jelen lehetett a vilag
sertésallomanyaiban. A virus elleni antitesteket sikerilt kimutatni 1978-bél szarmazé
kanadai és 1985-b6l szarmazo egyesdilt allamokbeli és dél-koreai savomintakbdl is
(Zimmerman, 2003).

4.1.1Rendszertan

A PRRSV pozitiv, egyszali RNS genommal rendelkezik. A Nidovirales rend
Arteriviridae csaladjaba soroljuk. A csalad Arterivirus nemzetségébe négy faj, a 16
arteritis virus (EAV), a majmok vérzéses laz virusa (SHFV), az egér arterivirus (LDV), és
a PRRSV tartozik (Snijder és Meulenberg, 1998).

A PRRSV fajon bellil a virusok két, egymastdl jél elkllénlld genotipusba
sorolhatok, amelyek nukleotidszinten minddssze kb. 60% hasonlésagot mutatnak
egymassal. Az egyiket 1-es vagy eurdpai tipusnak, a masikat 2-es vagy amerikai

tipusnak nevezzik. A genotipusok kozti genetikai eltérés magyarazatara két elmélet
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sziiletett. Az els6, hogy a két arterivirus egyidében valtott gazdafajt Eurépaban és Eszak
Amerikaban. A masik hipotézis, hogy csak egy gazdafaj valtas tortént, és a két
genotipus kialakulasat a PRRSV szekvencidjanak gyors valtozasa eredményezte. A
filogenetikai vizsgalatok az el6bbi elméletet tamogatjak, mivel az elemzések szerint a két
genotipus legkézebbi kézos 6se legalabb szaz évvel ezelbtt létezett (Shi et al., 2010a).
Az elnevezések az eredeti izolalasi helyekre utalnak, azonban az elmult huszonét évben
a kulonb6z6 genotipusba tartozo virusok eredeti kontinensuk hatarain joval tul is
felbukkantak. igy az 1-es genotipusu virusokat nem csak Eurépabdl, hanem legalabb 6t
Europan kivuli orszagbol (USA, Dél-Korea, Thaifdld, Kina és Kanada) is leirtak mar
(Murtaugh et al., 2010; Shi et al., 2010a; Thanawongnuwech et al., 2004). A filogenetikai
vizsgalatok nagy valtozatossagot tartak fel az Europaban honos torzsek kozott is; az
eredmények alapjan legalabb harom szubtipusba lehet sorolni a genotipus jelenleg
ismert tagjait. Az 1-es szubtipust legalabb tizenkett6 kladra tudjuk tovabbosztani. A
legkorabbi izolatumok, igy maga a Lelystad térzs is az ,A” kladba tartozik. Ebbe a
csoportba tartozd térzseket nemcsak Eurdpabdl, hanem Thaiféldrél és az USA-bdl is
izolaltak mar. Léteznek azonban olyan kladok is, amelyeknek tagjait csak egy bizonyos
orszagbdl azonositottak, ilyen példaul az Olaszorszagbdl kimutatott ,L” klad (Shi et al.,
2010a). A Kelet-Eurépaban talalt 2-es és 3-as szubtipusu térzsek jelentésen eltérnek a
nyugat-eurépaiaktél, igy jelenleg azt feltételezik, hogy Kelet-Eurépaban mar akkor
kulonféle PRRSV térzsek cirkulaltak, miel6tt az 1-es szubtipus megjelent Nyugat-
Eurépaban (Nauwynck et al., 2014; Stadejek et al., 2006). A nagyfoku valtozatossagbdl
arra lehet kovetkeztetni, hogy a virus mar az 1990-es évek el6tt is jelen lehetett mind
Kelet-, mind Nyugat-Eurépaban, am akkor még nem okozott nagyobb jarvanyt, és a
betegség tlneteit valészinlileg ismeretlen eredetl vetélésnek és légzbszervi korképnek
tudhattak be. A filogenetikai elemzések alapjan az 1-es szubtipus kladjai nem a
legkorabban felfedezett ,A” kladba tartozé Lelystad torzsbdl vagy rokonaibdl alakultak ki,
a diverzifikalédasuk mar azelétt megtorténhetett, mielétt az elészoér felfedezett virusok
jarvanyokat okoztak (Nauwynck et al., 2014; Stadejek et al., 2006).

A 2-es genotipus sem csak Eszak-Amerikaban fordul eld, hanem a vilagon
mindenutt; izolaltak &ket Eurépa tébb orszagabdl, Dél-Amerikabdl és tavol-keleti
orszagokbdl is. A filogenetikai dsszehasonlitd vizsgalatok kilenc leszarmazasi vonalat
(réviden vonalat vagy angol nevén lineage-t) kilénitenek el a genotipuson belll. A
legrégebbi mintak Kanadabdl szarmaznak, igy elképzelhet6, hogy itt jelent meg el6szor
a 2-es genotipus (Shi et al., 2010a). A kilenc vonalbél hét féleg Eszak-Amerikaban
terjedt el, de az utdbbi években Amerikan kivil is izolaltak éket. A masik két vonalat csak
Azsiaban, helyi jarvanyokbdl diagnosztizaltak. A legnagyobb elterjedtséget az 5-6s vonal

mutatja, az eészak-amerikai orszagokon kivil nyolc mas allamban is kimutattak
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(Murtaugh et al., 2010; Shi et al., 2010a; Thanawongnuwech et al., 2004). Kinaban
elészor 1996-ban igazoltak a PRRSV jelenlétét, és bar j6 ideig nem okozott nagyobb
jarvanyokat az orszagban, 2006-ban egy erésen patogén, atipusos formaja jelent meg.
Az altala okozott jarvany tdbb mint kétmillié allatot érintett, és a mortalitasi rata elérte a
20%-ot. A jarvany a kifejlett allatokban is elhullasokhoz vezetett, ez pedig a korabbi
PRRSV kitérésekre nem volt jellemz8. A betegség tinetei 3-5 napon belll megjelentek a
teljes allomanyban, ami jol mutatta az Uj térzs erés virulenciajat (Song et al., 2010; Tian
et al., 2007).

Az 1-es és 2-es genotipus kozott in vitro gyakran figyeltek meg rekombinaciot, és
a sertésallomanyokbdl izolalt mintakban is tobbszor talaltak rekombinans torzseket. (Shi
et al., 2010b). Az ujabb tanulmanyok eredménye szerint a rekombinacié a PRRSV-k
kozott gyakori jelenség. Legalabb 11 darab olyan pontot taldltak az 1-es genotipus
esetén, és legalabb 8 pontot a 2-es genotipusban, ahol rekombinacio térténhet. Ezek a
helyek nem strukturalis és strukturalis fehérjéket is érintenek (Martin-Valls et al., 2014).

A kocakat érint6, vemhesség alatti fert6zésekben a két genotipus kozott a
tiineteket tekintve nincsen észlelhetd kilénbség (Han et al., 2014). A fiatalabb allatokban
a léguti fert6zéseknél azonban az okozott korképek kozott eltérés figyelhetd meg. A 2-
es tipusu virusok altalaban komolyabb |égz8&szervi tlineteket okoznak, mint az 1-es
tipusuak, annak ellenére, hogy a kulénbségek a szisztémas klinikai tinetekben csak
ritkan jelennek meg (Han et al., 2013; Martinez-Lobo et al., 2011). A |égz6szervi
tinetekben tapasztalt eltérés egyik oka az lehet, hogy a 2-es tipusu térzsek
sejttropizmusa kilonbozik az 1-es tipusuaktél. Az utdbbiak féleg az alsé légutakban
szaporodnak hatékonyan, mig a 2-es tipusuak képesek magas virus titert elérni a felsé
légutakban is. Ez a kuldénbség hozzajarulhat a 2-es tipusu térzsek magasabb
patogenitasahoz és virulencigjahoz, és koénnyiti a levegd utjan terjed6 fertézést is
(Nauwynck et al., 2014). A nyugat-eurdpai térzsek (1-es genotipus 1-es szubtipus) altal
okozott fert6zések féleg szaporodasi zavarokban mutatkoznak meg. Meg kell azonban
jegyezni, hogy ezektél eltérd, szintén szélesebb sejttropizmussal rendelkezé kelet-
europai 2-es és 3-as szubtipusok legalabb olyan komoly léguti tiineteket okozhatnak,

mint a 2-es tipusu térzsek (Frydas et al., 2013; Nauwynck et al., 2014).
4.1.2 A PRRS Magyarorszagon

Hazankban a betegséget 1995-ben allapitottdk meg el6szor (Hornyak et al.,
1996), amelynek nyoman az allategészségugyi szakvezetés a PRRS-t bejelentési
kotelezettség ala vonta, a 41/1997 FM rendelet pedig meghatarozta a PRRS elleni

hatésagi intézkedéseket. Az 1997-ben elrendelt orszagos felméré vizsgalat a
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tenyészallomanyok kb. 15%-os fert6zottségét mutatta ki, hazank teljes
sertésallomanyara vetitve pedig a fertézottség 5% alatti volt.

Az alacsony fert6zottségi szint és az alkalmazott hatdésagi intézkedések
(bejelentési kotelezettség, allomanyok PRRS-mindsitése, tenyésztelepek harmas
mentességének négyes mentességgé vald kiszélesitése, forgalmi korlatozasok és
rendszeres ellenérzé vizsgalatok) hozzajarultak ahhoz, hogy hazank eurdpai unios
csatlakozasa el6tt a nagylétszamu allomanyok fert6zottsége 2%-ra csokkenjen, ami
megfeleld alapokat biztositott volna egy sokak altal tAmogatott orszagos mentesitési
program végrehajtasahoz.

Ennek ellenére, a kulonleges elbiralas lehetéségét feladva, az eurdpai unios
jogharmonizacionak megfeleléen a PRRS torlésre kerilt a bejelentési kdtelezettség ala
tartozo fert6z6 betegségek listajardl, valamint 2002-ben hatalyukat vesztették a 41/1997
FM rendelet PRRS-re vonatkozo részei. Egyedul a tenyészanyag import feltételeként
maradt meg a négyes mentesség deklaralasa. Ezek a jogszabalyi valtozasok, az union
bellli egyszerisitett allatforgalom alapjan térténd PRRSV-vel fertézott hizoé alapanyag
import, valamint a vakcinak hatésagi intézkedések nélkul végzett alkalmazasa ahhoz
vezetett, hogy a PRRS fert6zottség a 2000-es évek kozepére a nagylétszamu
allomanyokban elérte a 20-25%-ot (Balka, 2009) valamint genetikailag és virulenciajat
tekintve is rendkivil heterogén PRRSV populacié alakult ki. Az 1l-es (korabban
europai) genotipus legalabb 7 kladja, valamint a 2-es genotipus két genetikai vonala is
megjelent hazankban, a Kklinikai tunetek pedig a tinetmentestél a sulyos
szaporodasbiologiai és légz&szervi kérképekig terjedtek (Balka et al., 2008). Jelenleg, a
nagylétszamu allomanyokban a fert6zottség mértéke eléri a 25-35%-ot. A
tenyészallomanyok 15%-a fertézott, azonban a hazai kocaallomany 40%-a ezeken a
fert6zott telepeken él (Szabd et al., 2014).

A komoly gazdasagi karok kovetkeztében a PRRS 2005-ben visszakerult a
bejelentési kotelezettség ald tartozd fert6zd betegségek listajara, 2008-ban pedig a
betegség elleni védekezés végrehajtasanak szabalyozasardl miniszteri rendelet dontott,
amely 2014-ben lIépett hatalyba (3/2014 (1.16) VM rendelet). A PRRS rendelet az
Eurdpai Unié jovahagyasat kévetéen 2016. marcius 18-an modositasra kertlt. Ennek
megfelelden a 2010-ben bejelentésre kerllt Nemzeti PRRS Mentesitési Program az
EU Aaltal is elfogadott jogszabalyi alapokon folyik Magyarorszagon. Célja a magyar
sertéstartas versenyképesebbé tétele, és piaci elényok biztositdsa a hazai gazdak
szamara. A PRRS mentesség révén uj exportpiacok nyilhatnak meg, a csokkend
gyogyszerfelnasznalas révén pedig a hizosertések nevelése koltséghatékonyabba
valhat. A regionalis alapokon szervezett mentesitési program 2014-ben kezd6doétt, majd

fokozatosan, 2017-ig kerUl kiterjesztésre az orszag egész teruletén, és 2020-ra hazank
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a betegségtél remélhetleg mentessé valik. Ennek eredményeként Magyarorszag
kilenc megyéje (Baranya, Tolna, Pest, Fejér, Zala, Vas, Négrad, Heves és Borsod-
Abauj-Zemplén) mar teljesen mentesllt a betegségtél, Somogy megyében kettd,
Szabolcs-Szatmar-Bereg megyében pedig csak egy allomany fertézétt (Dr. Balint
Adam (NEBIH ADI) személyes kozlése alapjan). 2017. november 1-ig a fennmaradé
megyeket (Komarom-Esztergom, Hajdu-Bihar, Gyér-Moson-Sopron, Veszprém, Békés,
Csongrad, Bacs-Kiskun, Jasz-Nagykun-Szolnok) is bevonjak a mentesitési programba.

A sertéséllomanyok PRRSV-t6l valé mentesitésére tdbbféle mddszer alkalmazhaté. Az
egyik a teljes allomany cseréje, amely ugyan kdltséges megoldas, de a visszafert6zédés
veszélye igy a legkisebb. Az eljaras soran az 0sszes allatot eltavolitjak a teleprél, és egy
alapos takaritas, fert6tlenités utan egy igazoltan negativ allomanybdl hoznak uj allatokat.
Egy masik lehetéség az allomanyban él6 allatok folyamatos tesztelése, és a
diagnosztikai vizsgalatban pozitiv eredményt ado allatok eltavolitdsa. Ezt a modszert
féleg tenyészallomanyoknal alkalmazzak. Elsésorban alacsony kocalétszam és
megfeleld éplletekkel, féréhelyekkel rendelkezé telep esetén széba jon még a "roll over"
modszer. Az eljaras lényege, hogy az elsé lépésben PRRSV-re szeropozitiv és fert6zott
kocakbdl létrehoznak egy allomanyt. Ez legegyszeriibben az allatok MLV-vel torténd
vakcinazasaval érhetd el. A pozitiv tenyészkoca-allomanyra legalabb hat honapig
zarlatot rendelnek el. Ez id6 alatt az 6sszes allat szeropozitivva valik, és a virus eltlinik
az allomanybdl. Ennek ellendrzése céljabdl a zarlat feloldasa el6tt két héttel fogékony
sertéseket, ugynevezett 6rszem allatokat hoznak be és folyamatosan vizsgaljak dket. Ha
a szeronegativitdsuk megmarad, akkor a zarlat feloldhato, és az Uj, szeronegativ eléhasi
kocakat be lehet allitani a szeropozitiv, immunis kocak kozé. Az allomanyban a
szeropozitiv allatokat folyamatosan selejtezik, és az Ujonnan szlletett malacok kdzul
kivalasztott kocasuld6kkel helyettesitik 6ket. A felsorolt modszerek mind megfelel
hatékonysaggal muikodhetnek, és hogy melyik kerul alkalmazasra, az adott telep
jellegétdl és méretétél fligg. Egy telep akkor nyilvanithatd PRRS mentessé, ha az elmult

3 évben minden vizsgalati eredmény negativnak bizonyult. (Szabé et al., 2014).
4.1.3 Morfolégia és genomszervezédés

A PRRSV pozitiv irdnyitottsagu, egyszald RNS genommal (+ssRNS) rendelkezé
burkos virus. A virion 50-74 nm nagysagu, kerek vagy tojasdad alaku, egy kulsé
4,5 nm széles lipid kett6sréteg (burok) fedi, amely a szerkezeti fehérjéket tartalmazza
(példaul GP4 és GP5). A viruson belll talalhatd egy koérulbelul 39 nm atmérdjd, belsé
(un. core) régio, mely a nukleokapszid fehérjébdl (N fehérje) és a virus genomjabdl all
(Dokland, 2010) (1. abra).
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1. abra: A virion sematikus szerkezete. Kék szin( ellipszisek jeldlik a
nukleokapszidot alkoté N fehérjéket. A nukleokapszidon belll talalhatéd
az egyszall, 15 kb hossziusagu RNS genom. A nukleokapszidot kett6s
lipidréteg veszi koéril, amelyben a GP2 (sarga szinnel jeldlve), GP3
(halvanylila szinnel) és GP4 (z6ld szinnel) alkotta trimer, az E fehérje
(tdrkiz), valamint az M (barna) és GP5 (piros) alkotta dimer fehérjék

talalhatok.

A genom korulbelll 15000 bazispar méreti, policisztronos, két nagy nyitott
leolvasasi keretet (ORF-et), tovabba legalabb nyolc, kisebb méretli ORF-et tartalmaz,
amelyekrdl a replikacidhoz szikséges nem szerkezeti fehérjék (nsp), illetve szerkezeti
fehérjék irédnak at (Meulenberg, 2000). A virus gazdasejtbe valé bejutasa utan a
citoplazmaban el6szor az elsé két ORF-rél (ORF1la és ORF1b) irddik at két nagyméreti
fehérje, a poliprotein 1a (ppla) és a poliprotein lab (pplab). Az utobbi fehérje
keletkezéséhez szukséges egy riboszomalis frameshift, azaz mRNS transzlacioja soran
a leolvasasi keret elcsuszik a szekvencia egy adott pontjan, az ORFla és ORFlb
k6ézoétt (Dokland, 2010; Fang és Snijder, 2010). A létrejové poliproteinekrél kezdetben
autoproetolizissel lehasad az nspla/f és az nsp2, amelyek kés6bb kihasitjak a f6
proteazt, az nsp4-et, amely befejezi a poliprotein feldarabolasat. Ezidaig 16 darab
fehérjeterméket ismerunk (Dokland, 2010; Fang és Snijder, 2010). Az nsp3-rdl
megerdsitést nyert, hogy az arterivirusokra jellemz6 kettds membranu vezikulak
formalasaban jatszik jelents szerepet, amelyekben a virus replikacios és transzkripcios
komplexe (RTC) helyezkedik el. Az nsp3 altal kialakitott, citoplazmatdl elhatarolt

mikrokdrnyezetben folyd transzkripcid és genom replikacid megneheziti a természetes
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immunrendszer nukleinsav receptorai szamara a virus RNS-ek felismerését és a
megfeleld immunvalasz kivaltasat (Posthuma et al., 2008). Tobb nem szerkezeti
fehérjérdél ismert, hogy a fert6zés korai fazisaban gatoljak a természetes immunvalaszt.
Az nspla/f és nsp2-r6l példaul kimutattak, hogy nemcsak poliproteinek érésében
jatszanak fontos szerepet, hanem interferon gatloként is viselkednek (Chen et al., 2010;
Rascon-Castelo et al., 2015; Sun et al., 2010). Az egyik legfontosabb nem szerkezeti
fehérje az nsp9, mely egy RNS-figgé RNS-polimeraz (RdRp) és a virus replikaciojanak
elengedhetetlen enzime (Fang és Snijder, 2010; Lunney et al., 2016).

A Nidovirales rendbe tartozé virusokra jellemz8, hogy a szerkezeti fehérjéket
kodolo ORF-ekrél (ORF2-7) nem-folytonos atirédassal, eltér6 méreti negativ szalu
RNS-ek halmaza képzddik, amelyeket szubgenomidlis (sg) RNS-szettnek nevezunk.
Ezekr6l a negativ szalu sg RNS-ekrdl irodnak at a pozitiv szalu sg-mRNS-ek a
kovetkezé lépésben. A PPRSV genomjardl ésszesen hat sg-mRNS keletkezik, ezekrdl
forditddnak le egyesével a szerkezeti fehérjék (Marle et al., 1999; Snijder és
Meulenberg, 1998). Az sg-mRNS 2-r6l és az sg-mRNS 5-r6l azonban ismert, hogy
ezekrél nem egy, hanem legalabb két fehérje irddik at. A 2.-t6l 6.-ik ORF-ek altal kodolt
fehérjék a burokban helyezkednek el. Az ORF2-rél a glikozilalt GP2 irédik le, ORF3-rél
a GP3, ORF4-r6l a GP4, ORF5-r6l a GP5, és az ORF6-rél a nem glikozilalt membran
(M) fehérje (2. abra). Az M és GP5 fehérje egy heterodimert alkot, amelyet egy diszulfid-
hid kot 6ssze, és ez a komplex alkotja a virion fehérjéinek felét (Dokland, 2010). A
dimernek a gazdasejtbe valé bejutasban van fontos szerepe, komplex alacsony
affinitassal tapad a sejtfelszini fehérjékhez kapcsolt heparan-szulfat poliszacharidhoz.
Bar ez a koétédés nem létfontossagu a fert6zéshez, nagy valoszinlséggel elsegiti a
virus sejtfelszini tapadasat (Breedam et al., 2010). A masik harom glikoprotein, a GP2,
a GP3 és a GP4 egy heterotrimert alkot, f6 feladatuk a CD163 sejtfelszini receptor
felismerése, és a sejtbe valéo bejutds el6segitése (Dokland, 2010). A lehetséges
receptorok (heparan-szulfat, vimentin, CD151, CD209, szialoadhezin és CD163) kozil
egyértelmien a CD163 tinik a f6 és meghatarozé receptornak, amely féleg az
alveolaris makrofagokban expresszalodik. Whitworth és mtsai CRISPR-Cas9 rendszert
hasznalva miikddésképtelenné tették a receptort, és a CD163™ malacok védettnek
bizonyultak a PRRS fert6zéssel szemben (Breedam et al., 2010; Withworth et al.,
2016). A GP2, GP3, GP4, GP5 ellen neutralizalé hatasu ellenanyagok képz&dnek a
fert6zésen atesett sertésekben (Vanhee et al., 2011). Ha a GP5 fehérjén a glikozilacios
helyeken mutacié torténik, a mutans, hipoglikozilalt GP5 fehérjével rendelkezd virus
ellen sokkal nagyobb mennyiségl neutralizalé ellenanyag képzddik, mint egy vad virus

ellen. Feltételezhetéen a GP5 glikozilaci6ja fontos szerepet jatszhat abban, hogy a
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neutralizalé hatasu ellenanyagok késleltetve termelédnek (Ansari et al., 2006; Faaberg
et al., 2006).
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2. abra: (A) PRRSV genomszervez6dése. A genomrol 6sszesen hat
darab szubgenomialis (sg) mMRNS (sg-mRNS 2-7) keletkezik, amelyekrdl
a virus szerkezeti fehérjéi irédnak at (a kédold régidk szines
téglalapokkal jelélve). (B) Az ORF1a és az ORF1b gén terméke (szirke
téglalapok) a telies genomrdl forditodik le. A pplab fehérje (fehér
téglalap) keletkezezését egy riboszomalis frameshifttel teszi lehetéve,
amely az ORF1a és az ORF1b kozoétt (a frameshift helyét egy sarga
pont jeldli) talalhatd. A keletkezé poliprotein enzimatikus emésztés utan
(a hasitéhelyek piros nyilakkal jelélve) nem szerkezeti fehérjékre (nsp-k)

hasad. Az nsp9 az RNS-dependens RNS-polimeraz (RdRp).

4.1.4 Alternativ ORF-ek jelenléte az sg-mRNS-ekben

Tdbb virusfajnal ismert, hogy ORF-jeik atfedésben lehetnek egymassal (Chirico
et al., 2010). A szerkezeti fehérjéket kodol6 ORF-ek egy része részben atfed egymassal,
tovabba toébb olyan ORF-et is talaltak, amely teljes mértékben egy masik ORF-ben
helyezkedik el. A PRRSV-ben egy adott szekvencia akar tébb fehérjét is kodolhat. Az
els6 atfed6 ORF-et PRRSV-ben 2001-ben irtak le. Akkor az sg-mRNS 2-rél fedezték fel,
hogy nem csak a GP2 fehérje transzlalddik réla, hanem egy kisebb 10 kDa-os fehérje is,
melyet késébb envelop (E) proteinnek neveztek el (Wu et al., 2001). A legfrissebb
kutatasok azt mutatjak, hogy az sg-mRNS 5 is két fehérjét kédol, az egyik a kanonikus
GP5 fehérje, a masik ORF5a-nak nevezett révid, a virustorzstdl fliggéen 43-64 aminosav
méretl peptid (Firth et al., 2011; Oh és Lee, 2012). Ezeknek a keletkezését valdszinlleg

a ,leaky scanning” mechanizmus teszi lehetévé, ami azt jelenti, hogy a transzlacié nem

18



minden esetben kezd6dik az els6 AUG kodonnal, hanem az esetek bizonyos
szazalékaban a riboszoma atsiklik ezen, és a kovetkez6 start kodont ismeri fel mint
iniciacidos szignalt. Ez altalaban akkor torténhet meg, amikor az els6 stratkodon
kérnyezete nem optimalis, vagyis +4 pozicioban nem guanin és -3 pozicidban nem
adenin vagy guanin talalhato (Firth és Brierley, 2012). Fang és munkatarsai 2012-ben az
ORF1a génen felfedeztek egy +1-es riboszomalis frameshift poziciét, amely egy csonka
ppla fehérje képzédését eredményezte. A proteolitikus hasitas utan egy modosult nsp2
jott létre, ezt nsp2TF-nek nevezték el. Az nsp2TF génben létrejott mutacio csokkentette

a virus terjedését a sejttenyészetben (Fang et al., 2012).
4.2 Korfejlédés

A PRRSYV fertézés soran a virus els6dleges célsejtjei az alveolaris makrofagok.
A szovetkarosodas ezen sejtek apoptozisanak (és nekrézisanak) kovetkezménye,
amelyet a fert6zott sejtek altal kivalasztott apoptotikus citokinek, oxigén-szabadgyokok,
valamint nitrogén-monoxid altal a szomszédos sejtekben el6idézett pusztulas sulyosbit.
Ezzel egy iddében gyulladaskeltd -citokinek is felszabadulnak, amelyek tovabbi
gyulladasos sejtek helyszinre vandorlasat okozzak, illetve feleléssé teheték egyes
szisztémas tunetek (laz, levertség, étvagytalansag stb.) megjelenéséért (Gémez-
Laguna et al., 2013).

Szamos egyéb virushoz hasonldéan a PRRS virus a fert6zés kezdeti szakaszan
— leginkabb a nem szerkezeti fehérjéi révén — jelentésen gatolja a természetes
immunrendszer egyik legfontosabb virusellenes mechanizmusat, az 1-es tipusu
interferon-termelést, ami lehetdvé teszi a kérokozé gyors és hatékony szaporodasat és
terjedését a szervezeten beldl (Chand et al., 2012; Lunney et al., 2016). A kilénb6z8
virustorzsek nagyban eltérhetnek immunmodulans hatasuk tekintetében, és az altaluk
okozott Klinikai tinetek, elvaltozasok valamint a fertézés kimenetele nagymértékben
flgg az elébbiekben ismertetett folyamatok egyensulyanak eltolédasatél. A makrofagok
karosodasa/pusztulasa emellett masodlagos fertézések kialakulasahoz vezethet, amely
gyakran megfigyelhet6 telepi kérilmények kézétt is (Chand et al., 2012; Lunney et al.,
2016).

A PRRSV fert6zés nemcsak a légz6szerveket képes karositani, hanem a
magzatra is veszeélyt jelent. A betegség tlnetei kocaknal az allatok fulén és hivelyén
megjelend kékes-voroses elszinez6deés, tomeges vetélés, koraellés, a megszuletett
almok pedig vegyesen tartalmazhatnak ¢€l6 és elhalt magzatokat, amelyek a
mumifikacio kulonb6z6 fazisait mutatjak (Karniychuk és Nauwynck, 2013). A kocak

fert6z6dhetnek kozvetlenil, fert6zott allattal torténé kontaktus soran, de az is
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elé6fordulhat, hogy ondéval fert6z6dnek meg. Az onddban, allattél flggbéen, a
virusfertézés utan mar 2 nappal megjelenhet a PRRSV és akar 92 napig is Uritheti vele
az allat, bar ez az érték a sertés fajtajatdl is figg. (Christopher-Hennings et al., 2001;
Karniychuk és Nauwynck, 2013). A virus el6sz6r a mandulakban és a tidé
makrofagjaiban telepszik meg, és akar egy rovid virémias fazis soran is eljuthat a
méhnyalkahartya érhal6zataba, ahol valoszinlileg az érfalon atjuté differencialédo
monocitakat megfertézve juthat a méh nyalkahartya kotészovetébe, ahol a virus tovabbi
fogékony makrofagokat fertézhet meg (Karniychuk és Nauwynck, 2013).

A kilénbdzd koru embriok és magzatok eltéré érzékenységet mutatnak a
PRRSYV fert6zéssel szemben. A fert6zés nincs hatassal a beagyazédasra és a korai
embridfejl6désre, a beagyazddott embridk 20 napos kor korul valnak érzékenyebbé az
infekciora. Osszességében a korai embridfertézések gyakorisaga alacsony, de késébb
karos kdvetkezményekkel jarhat, és akar haromszorosara is névelheti a normalisan is
el6forduld magzati elhaldsok szamat. A vemhesség k6zéps6 szakaszaban fert6z6dott
kocak magzatjaiban ritkan alakulnak ki elvaltozasok, és a halvaszilések szama is csak
kismértékben emelkedik. Am ha a fogékony koca a vemhesség késdi szakaszaban,
féleg a 85-92. nap kozott fert6z6dik PRRSV-vel, akkor a magzatok nagy szamban
fert6z6dhetnek, és a halvasziletés gyakorisaga jelentésen megndé. (Karniychuk és
Nauwynck, 2013).

Bar 1-2 hét alatt nem alakulnak ki sulyos elhalasok a placenta-méhnyalkahartya
hataran a vemhesség késéi stadiumaban levs, 1-es genotipussal fert6zott kocakban,
meégis ezekben az allatokban szignifikansan magasabb az apoptotikus sejtek szama,
mint a nem fert6zottekében. Ezek az elhalasok valésziniileg a természetes 6lésejtek
(NK) mikddésének hatasara jonnek létre, amelyek a fert6zoétt makrofagokat tamadjak a
placentaban. A magzati fert6z6dés harmadik-negyedik hetében a PRRSV fert6zés mar
kiterjedt apoptézist indukalhat az anya-magzat kapcsolédas mindkét oldalan, amelynek
kovetkeztében sulyos gyulladas és elhalasok alakulhatnak ki a placentaban és a
méhnyalkahartyaban is (Karniychuk és Nauwynck, 2013). A 2-es genotipusu virusokkal
végzett kisérletekben a szdveti karosodasokat féleg a méhnyalkahartyaban és sokkal
kevésbé a placentdban tapasztaltdk. Ezek az adatok azt mutatjak, hogy mindkét
genotipusnal a magzati karosodasok f6 oka az anya-magzat kapcsoldédas sérulése, és
a normalis oxigén- és tapanyag ellatdsanak kovetkezményes romlasa (Karniychuk és
Nauwynck, 2013). Mindazonaltal a 2-es tipusu virusokkal végzett kisérletek arra
utalnak, hogy a magzatokba jutott virusnak is szerepe lehet a magzati elhalasok
indukciéjaban, mivel az elhaltak kézel 100%-bdl kimutathatd volt a virus, mig az élé
magzatoknak minddssze 30%-a bizonyult pozitivhak (Ladinig et al., 2015a; Ladinig et
al., 2015b; Novakovic et al., 2016).
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A pontos mechanizmus jelenleg nem tisztazott, de a virus elméletileg két uton
juthat at a kocabdél a magzatbha. Nagy valdsziniséggel a PRRSV a koca
vérkeringésébdl sejtekhez kotétten jut at a vér-placenta gaton. Annak, hogy szabad
virionok formajaban kerllne at, joval kisebb az esélye, mivel a sertések vér-placenta
gatja még a sokkal kisebb méretl IgG (12 nm) szamara is atjarhatatlan (Karniychuk és
Nauwynck, 2013). A magzatok kozott a fert6zés terjedhet sejthez kototten és szabad
virionok formajaban is. A szomszédos embridk fertézottsége ndveli a magzati elhalas
esélyét. A PRRSV a tudé, a timusz, a 1ép és a maj fogékony sejtjeiben replikalodik, de
PRRSV pozitiv sejtek talalhatok a magzatvizben és magzatburkokban is (Karniychuk és
Nauwynck, 2013).

4.3 A PRRSV és az immunrendszer kolcsonhatasa

A virulenciat és patogenitast befolyasolé genetikai szakaszok helyzete és
mikodése egyelére nem tisztazott megnyugtatéan. A 2-es genotipusu torzsekkel
végzett kisérlet azt bizonyitotta, hogy az ORF1b altal kédolt nsp9-nek (RdRp) és nspl0-
nek (RNS-helikaz) fontos szerepe van a virus replikacidjanak hatékonysagaban, és ez a
szakasz befolyasolja a virus virulenciajat és patogenitasat. A régiod cseréje két eltérd
patogenitasu térzs k6zott nemcsak fokozta a virulenciat a gyengébb patogenitasu (LP-
PRRSV) torzsben, hanem a virulencia csokkenését okozta az er6sebb patogenitasuban
(HP-PRRSV) (Li et al., 2014).

Az ORFla-val végzett kisérletek soran azt tapasztaltak, hogy a régié cseréje
csOkkentette HP-PRRSV virulencigjat, azonban forditott esetben egy gyengébb
patogenitasu virusnal egy ilyen csere nem jart a patogenitas névekedésével (Li et al.,
2014). Ezzel ellentétesnek tliné eredményre jutott egy amerikai kutatécsoport, amikor
egy helyi 2-es genotipusu patogén virus génjeit és génszakaszait cserélték ki egy
attenualt, él6 vakcinavirus szakaszaival. Azt talaltdk, hogy a legnagyobb mértéki
patogenitas csokkenést az nsp 3-8 koOzotti szakasz okozta, vagyis az attenualodas
soran a legnagyobb hatasu valtozasok a nsp 3-8 részt kddold génszakaszon torténtek
az ORF1a-n. Erdekességképpen, az nsp9 cseréje a 2-es genotipusu vad virusnal nem
befolyasolta a patogenitast, vagyis az attenualéodas soran ebben a részben nem
tortént valtozas (Kwon et al., 2008).

A PRRSV altal okozott fertézésre jellemzd, hogy a neutralizalé ellenanyagok
(NA) késén jelennek meg, legkorabban 2 héttel a fert6zés utan lehet egyértelmlen
kimutatni a jelenlétiket, de szintjuk még 42. nap utan is viszonylag alacsony marad
(1/32-1/64 NA titer). Ezzel szemben a nem neutralizal6 ellenanyagok (NNA) viszonylag

hamar, mar 5-7 nap utan megjelenhetnek, am ahelyett, hogy védelmet adnanak,

21



elésegithetik az alveolaris makrofagok fert6zd8dését. Ezt a folyamatot ellenanyag
kozvetitette erbsitésnek nevezzik (ADE) (Mateu és Diaz, 2008). Medfigyelték, hogy
viszonylag magas (1/16 és magasabb) NA szint képes megakadalyozni a malacokban a
viremiat, és a kocakban a virus placentan valé atjutasat. A T-sejt kdozvetitette
immunvalasz kialakulasa is fontos lépés a PRRSV fert6zés elleni immunitasban. Az
NA-hoz hasonléan ez is késleltetve jelentkezik, és alacsony szinten marad a PRRSV
fert6zés soran. Az els6 antiviralis hatasu INF-y termel6 sejtek 3 héttel a fert6zés utan
jelennek meg, és szamuk csak a 10. hét utan éri el az 50-100 db/milliét a periférias
mononuklearis sejtek (PBMC) kozoétt. Ezzel szemben ez a szadm Aujeszky-betegség
esetén mar a fert6zés utani 3. héten eléri a 200-300 db/milli6 PBMC-t (Mateu és Diaz,
2008).

Ez a Kkésleltetett immunreakcié jol magyarazza a fertbzés perzisztens
természetét. A méhben fert6z6d6tt malacokban a szlletés utani 63. napon a tudébél
és a nem limfoid szOvetekbdl a virust nem lehet kimutatni. Azonban a mandulakban és
nyirokszévetekben még 132 nappal a sziletés utan is alacsony szintl virusreplikacio
detektalhato. Az allatok csak a 260. napra valnak szeronegativva és ettél kezdve mar
nem képesek tovabbadni a fert6zést (Rowland et al., 2003). A sziletés utan fertézott
malacok is sokaig hordozhatjak a virust. Az allatok tébbségében PCR-rel a virus torok
és mandula kaparékbol 80 nappal a fertézés utan is kimutathatd. Egyes esetekben a

detektalhatosag meghaladja a 150 napot (Wills et al., 1997).
4.3.1 Tarsfert6zések

Gyakran el6fordul, hogy sulyos esetekbdl izolalt PRRSV torzsek kisérletes
fertbzésekben, laboratériumi  kérllmények kézétt nem  képesek tinetekben
megnyilvanuld megbetegedést elbidézni (Choi et al.,, 2003). Az ilyen vizsgalatok
rairanyitottak a figyelmet arra a tényre, hogy mas koérokozok altal okozott tarsfert6zések
jelentésen befolyasolhatjadk a virus altal kivaltott tlneteket. A sertések |égz&szervi
tinetegylttese (porcine respiratory disease complex, PRDC) az egyik olyan kérkép,
amelynek kialakulasaban a PRRSV sokszor szerepet jatszik. Ezt a korképet kuldnféle
virusok, baktériumok és kedvezbtlen kdrnyezeti hatasok kombinacidja is kivalthatja, de
egy atfogd vizsgalatnal az esetek tébb mint egyharmadabdl sikerllt a PRRSV-t is
kimutatni. A PRRSV leggyakoribb bakteridlis tarsfertézése a PRDC korképpel
diagnosztizalt allatokban a Pasteurella multocida és Mycoplasma hyopneumoniae (Mhp)
volt (Choi et al., 2003). A sertésekben egy 1-es tipusu PRRSV fert6zés altalaban egy
hétig tarté lazas allapotot, mig egy 2-es tipusu torzs fertézése jellegzetes légzbszervi

tineteket okoz (Nauwynck et al., 2014). Az Mhp tarsfertézés jelentésen sulyosbithatja a
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tineteket. Szo6v6dménymentesen az Mhp idlilt, enyhe, lokalizalt hérgs- és tidégyulladast
okoz nem produktiv kbhogéssel, amely csdkkent sulygyarapodassal jarhat. Azonban a
tarsfert6zési kisérletekbdl kiderilt, hogy a két patogén kolcsdnhatasa a vartnal
bonyolultabb. Amennyiben a két patogén egyszerre fertézi az allatokat, vagy egy
folyamatban lévé PRRSV infekcio felllfertéz6dik Mhp-vel, akkor az enyhe légzdszervi
tunetek helyett kdzepesen sulyos vagy sulyos tlnetek jelentkeznek. Ezzel szemben, ha
mar egy zajlé Mhp fertézés felllfert6z6dik PRRSV-vel, a tinetek nem sulyosbodnak
szignifikansan (Thacker et al., 1999).

A Pasteurella multocida (P. multocida) egy kommenzalista baktérium a sertések
légutaiban, am egyes torzsei toxint termelnek (Pasteurella multocida toxin), ami sulyos
betegséget, az ugynevezett progrediald torzitd orrgyulladast képes eléidézni (Magyar et
al., 2002). A toxint nem termel6, P. multocida térzsek viszont gyakran tarsulnak a
PRRSV okozta fertézések mellé, sulyosbitva a tudéelvaltozasokat, bar kisérletes
korulmények kozott ezt nem mindig sikerll igazolni (Magyar et al., 2002).

Egy masik betegség, amelyhez gyakran tarsul a PRRSV, a malacok valasztas
utani sorvadasos korképe (postweaning multisystemic wasting syndrome, PMWS). A
PMWS 6 kérokozodja a 2-es tipusu sertés cirkovirus (PCV-2) (Szeredi et al., 2012). Tébb
tanulmany megerésitette, hogyha PCV-2 mellé PRRSV fertézés tarsul, akkor sulyosabb
formaban nyilvanul meg a PMWS. Erdekességként megfigyelték, hogy a PRRSV
felllfert6z8dés hatasara magasabb virus titert indukalt a PCV-2, igaz, forditva nem
jelentkezett ilyen hatas (Allan et al., 2000; Szeredi et al., 2012). Egy amerikai
tanulmanyban 484 megerésitett PMWS esetet vizsgaltak meg részletesen, és csak 9
esetben fordult el6, hogy PCV-2 volt az egyeduli patogén; 164 esetben a PRRSV-t is
kimutattak és ebbdl 77 mintanal az Mhp, mint harmadik kérokozé jelenlétét is

megerdsitették (Pallarés et al., 2002).
4.4 Gazdasagi kartétel és vakcinazas

A PRRS az egyik legnagyobb gazdasagi karokat okoz¢ fert6z6 betegséggé valt
a sertésallomanyokban. Becslések szerint a virus csak az Egyesiilt Allamokban évente
664 millié dollar kart okoz (Holtkamp et al., 2013). Danidban a kocankénti
veszteségeket korulbellul 31 eurdra (Kristensen, 2012), mig Hollandiaban 75 eurdra
becsulik évente (Nieuwenhuis et al., 2012). Figyelembe véve ezeket az értékeket,
valamint az europai sertéspopulacio 13 milliésra becsult kocaallomanyat, a PRRS altal
okozott veszteség a termelésben az Eurdpai Unidn belll évente meghaladhatja a 400
millié eurot. Ezek a karok a hatékony vakcinazassal jelentésen enyhithetéek lennének.

A legnagyobb problémat az jelenti, hogy hatékony és hosszantartdé védelmet ado
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oltéanyag tovabbra sem all rendelkezésre (Charerntantanakul, 2012; Mateu és Diaz,
2008), annak ellenére, hogy a kereskedelmi forgalomban tobb él8, attenualt virust és
inaktivalt virust tartalmazo vakcina is elérhet6. Szamos, a virus biologiajabdl ered6 oka
van, hogy a jelenlegi vakcinak hatékonysaga sok kivannivalét hagynak maguk utan:

e A PRRSV gatolja tdbb, az immunvalasz kivaltasaban fontos gazdafehérje (pl.
1-es tipusu interferonok, TNF-a, MHC | és MHC |II) kifejez6dését (Mateu és Diaz
2008).

e A fertézés soran a virus szerkezeti fehérjéi nem jelennek meg a fert6zott
sejtek plazmamembranjan (Lunney et al., 2016; Mateu és Diaz 2008).

e A PRRSV szerkezeti fehérjéi glikozilaltak. Ez az el6bbi két pontban emlitett
tényezbkkel egyetemben megneheziti a specifikus neutralizalé ellenanyagok
megjelenését és kotddését a virushoz és a fert6zott sejtekhez (Ansari et al.,
2006).

e A nem neutralizalé ellenanyagok ADE-t indukalnak.

e A gyorsan evolvalodé genom (2-es genotipusban legalabb 12 vonal) extrém
antigén variabilitast okoz, aminek kovetkeztében a heterolog torzsek kozos
neutralizalé epitépjainak szama minimalisra csékken.

Az IFN-y valasz és a hozzakothetd virusspecifikus T-sejt aktivitas dontd szerepet
jatszik a PRRSV elleni hatékony immunitas kialakitasaban. Mivel a T-sejt epitdpok nem
csak a strukturalis fehérjeken (M, N, GP3, GP4, GP5), hanem a virus nem strukturalis
fehérjéin (nsp1B, nsp2 nsp5 nsp9, azaz RNS polimeraz és nspl0) is nagy szamban
megtalalhatéak, az O0sszes virusfehérjét expresszald és joval hatékonyabb T-sejtes
immunitast kivaltdé él6, attenualt vakcinak elméletileg sokkal hatékonyabb védelmet
képesek indukalni, mint az inaktivaltak. A tapasztalat és a vizsgalatok eredményei azt
mutatjak, hogy az él6, attenualt vakcinak valéban csokkentik a PRRSV fert6zés
kovetkezményeit. Csokken a vetélések aranya, és a fiatal malacokban véd a betegség
klinikai tinetekben valé megnyilvanulasatél, koéztiuk a testtbmeg-gyarapodas
csokkenésétol, elhullastdl is. Ennek ellenére szamos probléma merdlt fel az élé,
attenualt vakcindk hasznalatanal: i) vakcinazas utan a védelem késleltetve alakul ki,
csak 3-4 hét elteltével lehet kimutatni PRRSV elleni specifikus véd&hatast, ii) a vakcina
altal nyujtott védelem féként genotipus specifikus (vagyis az 1-es genotipusu MLV, az
1-es tipusu vad PRRSV ellen véd), de az is el6fordul, hogy csak szubtipus vagy
torzsspecifikus a védbhatas, iii) ugyanakkor komoly artalmatlansagi probléemak is
jelentkezhetnek a jelenleg alkalmazott élévirusos vakcindk hasznalatakor, mivel

képesek visszanyerni a patogenitasukat és ahelyett, hogy védelmet nyujtananak,
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tovabb sulyosbithatjdk a mar meglevé PRRSV okozta problémat (Charerntantanakul,
2012; Lunney et al., 2016; Mateu és Diaz, 2008).

Az eldlt virust tartalmazé vakcinak ezzel szemben teljesen biztonsagosak, am
hatékonysaguk és a kivaltott hatas reprodukalhatésaga még a jelenleg forgalomban
lévé €éld, attenualt vakcinaknal is kérdésesebb (Scortti et al., 2007; Zuckermann et al.,
2007). Az inaktivalt vakcinakkal oltott, PRRSV-re fogékony kocakban a vakcinazas
altalaban nem akadalyozza meg a heterolég vad virussal torténd fert6zés okozta
szaporodasi zavarokat, és hasonld esetben a novendék allatokban sem akadalyozza
meg teljes mértékben egy vad virus okozta fert6zés kdvetkezményeit. Az inaktivalt
vakcinak hatasa f6éleg a virussal mar fert6zott allatokban érvényesil, melyekben

valoban képes csokkenteni a virusfert6zés kartételét (Charerntantanakul, 2012).
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5. Anyag és médszer

5.1 Diagnosztikai vizsgalatok

Az 6t, PRRSV 9625/2012 fert6zésben elpusztult allat patolégiai, virologiai és
szeroldégiai vizsgalata a Nemzeti Elelmiszerlanc-biztonsagi Hivatal (NEBIH, Budapest)
altal hasznalt protokollokon alapult. A PRRS virus szerolégia vizsgalatahoz, PCR-rel
torténd kimutatasahoz és az ORF5 gén szekvenalasahoz szikséges protokollok és
primerek Dr. Balka Gyula és munkatarsai altal kozolt cikkekbél szarmaznak (Balka et al.,
2008; Balka, 2009).

A fertdzott hizosertésekbdl szarmazé mintakat a leggyakrabban eléforduld sertés
kérokozokra vizsgaltak, hogy kideritsék, mi okozhatta az allatok megbetegedését. A
klasszikus és afrikai sertéspestis, sertés influenzavirus, Aujeszky-betegség virusa,
sertés cirkovirus (PCV-2), Mycoplasma hyopneumoniae, Actinobacillus
pleuropneumoniae, Salmonella choleraesuis, Streptococcus suis kimutatasat a
mintakbol az OIE-World Organisation for Animal Health altal javasolt protokoll szerint
végezték a NEBIH Allat-egészségiigyi Diagnosztikai Igazgatésag (ADI) munkatarsai.

(http://www.oie.int/en/international-standard-setting/terrestrial-manual/access-online/)
5.2 Virustorzsek eredete és a PCR templat el6készitése

A PRRSV-2/Hungary/102/2012-nek elnevezett PRRSV térzs Komarom-
Esztergom megyébél, Acs kdzelében talalhaté 1-es genotipusi PRRSV-vel endémiasan
fert6zott teleprél szarmazott, és a szdvetmintat Dr. Balka Gyula (Allatorvostudomanyi
Egyetem, Patologiai Tanszék) gydjtétte. Az allomanybdl szaporodasi zavart nem
jelentettek, és a virus a fiatal sertések kdzt csak enyhe tlineteket okozott. A masik térzs
(9625/2012) egy fuzesgyarmati (Békés megye) nem vakcinazott, a jarvany kitérése elétt
PRRS mentes hizosertés teleprél szarmazott, a szévetmintat Dr. Kecskeméti Sandor
(NEBIH ADI Debrecen) gy(ijtétte. A négy-6t hénapos allatok megbetegedésének aranya
elérte a 90%-ot, de az elhullasi arany alacsony (0,2%) maradt. A tinetek magas laz és
légz6szervi panaszok formajaban nyilvanultak meg, és néhany allat esetén a hatso
végtagok részleges bénulasat, borben torténd bevérzéseket figyeltek meg.

A PRRSV izolalasat tiidébél és nyirokcsomébél Dr. Hornyak Akos (NEBIH ADI,
Budapest) illetve Dr. Balint Adam (NEBIH ADI Budapest) végezte. 0,5 g-nyi szdvetet,
antibiotikumot és gombaellenes szert tartalmazé PBS-ben (foszfattal pufferolt
sboldatban) Tissue Lyser-rel (Qiagen, Hilden, Németorszag) homogenizaltak. A
sejttérmelék eltavolitasa céljabol a homogenizatumot 5000g-vel 10 percig centrifugaltak.

A fellluszébdl 100 ul-t sertés alveolaris makrofagokat (PAM) tartalmazd tapoldatba
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pipettaztak. A PAM sejteket diagnosztikai célra NEBIH ADI munkatarsai készitették. A
makrofagokat RPMI-1640 nevil tapfolyadékban tartottak, amelyhez 10% magzati
szarvasmarha szérumot (FBS), 100 U/ml penicillint, 200 pg/ml streptomycint és 2 mM L-
glutamint kevertek. A sejteket 5 napig inkubaltak 37°C-os termosztatban 5% CO,
szinten, majd a virust tartalmazé fellluszét —80°C-os mélyhlitében taroltak. Mivel
citopatikus hatast nem figyeltek meg, igy a feliluszéban a virus jelenlétét kvantitativ
reverz transzkripcios PCR-rel (RT-qgPCR) mutattak ki. A viralis RNS-t QlAamp Viral RNA
Mini Kittel (Qiagen, Hilden, Németorszag) vontuk ki a gyarté ajanlasa alapjan, majd
ebbdl a cDNS-t 1 pl-nyi 50 yM Ty—as primer hozzaadasaval Superscript 11l First-Strand
Synthesis System (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) kit segitségével készitettik el a

gyarto utasitasait kdvetve.
5.3 PCR protokoll a viralis genom fragmentek amplifikaciéjahoz

A PRRSV-2/Hungary/102/2012 és a 9625/2012 genomjat o6t, illetve hat
egymassal atfedé darabban sokszorositottuk Phusion Il HotStart PCR (Thermo Fisher
Scientific, Waltham, MA, USA) kittel. A PCR reakcibéelegyek dsszeallitasaban a gyarté
utasitasait kovettik. Pufferként az ugynevezett GC puffert, templatként 2 pl cDNS-t
hasznaltunk, az elegyhez 4%-nyi DMSO-t is hozzaadtunk, hogy csokkentsik a DNS
olvadaspontjat, a végtérfogatot 25 ul-re allitottuk be desztillalt vizzel. Az izolatumok
genotipusanak meghatarozasahoz sokszorositottuk és szekvenaltuk az ORF5 gént. A
genomfragmentek amplifikaciéjahoz szikséges, a 1. és a 2. tablazatban szerepld
primerparokat a Primer3Plus web alapu programmal (Untergasser et al.,, 2007)
terveztilk. A PCR-ek kivitelezése Biometra T professional gradient Thermocycler-ben
(Biometra GmbH, Géttingen, Németorszag) tortént (3 tablazat).

Az elkészilt PCR fragmenteket 0,7%-0s agardz gélen futattuk 100V-on TAE
pufferben (tris-acetat-EDTA puffer), majd a kivagas utan a DNS-t QIAquick Gel
Extraction Kit (Qiagen, Hilden, Németorszag) segitségével tisztitottuk a gyarté ajanlasat
kovetve. A genom végeit 5 RACE System for Rapid Amplification of cDNA Ends, version
2.0 (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) kittel hataroztuk meg.

5.4 Ujgeneracios szekvenalas

A PRRS virusrél szarmazé6 PCR fragmenteket egyenld molaris mennyiségben
osszekevertuk, és templatként hasznaltuk az ujgeneracios szekvenalashoz . A DNS-
fragmentkonyvtarat NEBNext® Fast DNA Fragmentation & Library Prep Set for lon
Torrent (New England Biolabs, Beverly, MA, USA) és lon Torrent Xpress barcode
adapter (Life Technologies, Carlsbad, CA, USA) segitségével Dr. Banyai Krisztian és
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1. tablazat: A 9625/2012 genom amplifikacidéjahoz hasznalt primerek és tapadasi helylk

a szekvencian.

Primer Szekvencia Tapadas helye
PR_EU_15F ATTCCCCCTACATACACGACAC 15-36
PR_AVAC_2477F CTCGGACTCCATGAAAGGAA 2477-2496
PR_EU_4719F CCATGGTGTTCAAATCCTTTTT 4719-4740
PR_AVAC_9300F TGTGGGAGAAACTGAAAAGTCA 9300-9321
PR_AVAC_11818F TAAAATTAGCCAGCTGTTCGTG 11818-11839
PR_AVAC_2902R ATGATAGAGCTGGATTCGGAAA 2902-2881
PR_AVAC_5337R CGGTGTTAAGGCAGGGTTTATG 5337-5316
PR_AVAC_9859R CATAGTCTGATGGGTGGGTGTA 9859-9838

PR_AVAC_12552R
Pr15047R

TTGATGGTTAGCTCGAATGATG
T(24)AATTTCGGTCACATGGTTCCTGC
CTG

12552-12531
15098-15073

2. tablazat: A PRRSV-2/Hungary/102/2012 genom amplifikaciéjahoz hasznalt primerek

és tapadasi helylk a szekvencian.

Primer

Szekvencia

Tapadas helye

PR USA 1F

PR USA 3248F
PR USA 6408F
PR USA 9018F
PR USA 12827F
PR USA 3358R
PR USA 6709R
PR USA 9230R
PR USA 12972R
Pr15 USA 15397R

ATGACGTATAGGTGTTGGCTCTATG
ACTCAGCTCAAGCCATCATCGACTC
GTCTGCGCAAGTTCTGATGATCAGG
GTGACTAAGAGAGGTGGCCTGTCGT
CTTCGAGCTCACGGTGAATTACACG
CAAGCTTAGTCGCATCACATGCCTC
CAGAGAACACTCCATCGCCAACAAG
ATACAGCACGAGGTCGTCCGAATAG
GGAATCCTAGCTCGTCATGATCGTC
GGTTCTCGCCAATTAAATCTCACCC

1-25
3248-3272
6408-6432
9018-9042
12,827-12,851
3334-3358
6685-6709
9206-9230
12,948-12,972
15,373-15,397

3. tablazat: Az PCR programok hémérsékleti paraméterei.

Lépés Hoémérséklet (°C) Id6étartam Ciklusszam
kezdeti denaturacié 98 1 perc 1
denaturacio 98 20 masodperc 35
primer kotédés 54-72 20 masodperc

szintézis 72 5 perc 1
végso szintézis 72 5 perc 1
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munkatarsai (MTA ATK AOTI, Uj kérokozok felderitése témacsoport) készitették el a
gyarté utasitasait kdvetve. Az emulzidés PCR-t és keletkezé ion sphere részecskék (IPS)
tisztitasat OneTouch v1 eszkbzzel és lon OneTouch ES pipettazéd robottal (Life
Technologies, Carlsbad, CA, USA), a gyartotdl vasarolt reagensek (lon OneTouch™
Template Kittel) alkalmazasaval végezték. A szekvenalas 316-os méretli szekvenald
chipen tortént lon Torrent PGM platformon (lon Personal Genome Machine (PGMTM);
Life Technologies, Carlsbad, CA, USA). A szekvenciak illesztését a SegMan Ngen
szoftverrel (Lasergene, Madison, WI, USA) végeztuk.

5.5 Filogenetikai torzsfa-rekonstrukcié médszerei

5.5.1PRRSV-2/Hungary/102/2012

16 darab 1-es genotipusu és 199 darab 2-es genotipusi PRRSV teljes genom
szekvencigjat illesztettlk a PRRSV-2/Hungary/102/2012 (102HU) szekvenciahoz. A
szekvenciakat a génbankbol (GenBank; Altschul et al., 1990) téltéttik le, és a delécidkat
és inzerciokat tartalmazo részeket toroltuk. A végsé adatsor dsszesen 12911 nukleotid
poziciot tartalmazott. Az illesztésiikh6z a Multiple Sequence Comparison by Log-
Expectation (MUSCLE) (Edgar, 2004) algoritmust hasznaltuk a Geneious Pro 6.1.7
szoftverben (Biomatters Ltd., Uj-Zéland). A filogenetikai elemzést a MEGA 6.0
szoftvercsomaggal (Tamura et al., 2013) végeztik el. A teljes genomon alapulé torzsfa-
rekonstrukcio a Tamura—Nei modelljén (Tamura és Nei, 1993) alapuldé maximum
likelihood mddszer segitségével tortént. Az abran legmagasabb log valdszinlséggel
(-266,940) rendelkezd fa szerepel. A térzsfan az agak hossza aranyos az egy
nukleotidra esé szubsztituciok szamaval.

BLASTN keresés alapjan a legnagyobb hasonlésagot az Egyesiilt Allamokbeli és
kanadai izolatumokkal mutatta, igy innen szarmazdé szekvenciakbdl épitettik az ORF5
adatbazist (3. figgelék). Az adatbazisunkat a 2-es genotipus filogenetikai
rendszerezésénél hasznalt térzsekkel is bovitettik (Shi et al., 2010b). Az ORF5
szekvenciakat MUSCLE algoritmussal illesztettik, majd a filogenetikai térzsfan
helyzetiket MEGA 6.0 programmal a Tamura—Nei modellt (Tamura és Nei, 1993)
alkalmazva, maximum likelihood médszer hataroztuk meg. Az elkészllt fa szerkezetét
1000 bootstrap ismétléssel erésitettik meg.

A Recombination Analysis Tools (RAT) (Etherington et al., 2005) programmal
rekombinacios esemeényekre utald valtozasokat kerestuk a genomban. Az inzerciok és
deléciok jelenlétét ugy azonositottuk, hogy a 102HU szekvencigjat VR-2332 és CHN-
JXALl torzsekhez illesztettik MUSCLE algoritmussal. Az N-glikozilaciés helyeket a
NetNGlyc 1.0 Server web utility (http://www.cbs.dtu.dk/services/NetNGlyc/) segitségével
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hataroztuk meg. Az antigénrégiokban tértént mutaciok feltarasahoz a VR-2332, a Ch-l1a
és a NVSL 97-7895 referenciatorzsek szekvencigjat illesztettik a 102HU-hoz (4.

tablazat). Az abrak elkészitéséhez a GeneDoc 2.7 programot (Nicholas és Nicholas,

1997) hasznaltuk.

4, tablazat: A disszertacioban emlitésre keriil6 PRRSV torzsek hivatkozasi szama és

szarmazasi helye

GenBank
hivatkozasi SZam Torzs neve Genotipus Szarmazasi helye
u87392 VR-2332 2-es USA
AY032626 Ch-1a 2-es Kina
AY545985 NVSL 97-7895 2-es USA
EF112445 JXA1 2-es Kina
DQ366650 HU12 2-es Magyarorszag
EF406336 HU21 2-es Magyarorszag
U64932 IAF 93-2616 2-es Kanada
AF303357 Ingelvac MLV 2-es Boehringer, Ingelheim,
Vetmedica (USA)
JX044140 VR-2385 2-es USA
KM514315 PRRSV-2/ 2-es Magyarorszag
Hungary/102/2012
(102HU)
KC522648 36M 2-es Szlovakia
KJ415276 9625/2012 l-e Magyarorszag
KF203132 Olot/1991 l-es Spanyolorszag
GU067771 AmerVac PRRS l-es Laboratorios Hipra
S.A. (Spanyolorszag)
KR296711 HU-14432/2011 l-es Magyarorszag

5.5.2 9625/2012 torzs

A DNS és a fehérje szekvenciak illesztése a MEGA 5.1 szoftverrel (Tamura et al.,

2011) tortént. A filogenetikai torzsfa épitésénél a neighbor-joining algoritmust (Saitou és
Nei 1987) alkalmaztuk Kimura 2-paraméteres modellel (Kimura, 1980). Az elkészult fa
szerkezetét 1000 bootstrap ismétléssel erdsitettiik meg. A teljes genomban eléforduld
rekombinaciok abrazolasahoz SimPlot programot (Lole et al., 1999) hasznaltuk. Az N-

glikozilacids helyeket a NetNGlyc 1.0 Server (http://www.cbs.dtu.dk/services/NetNGlyc/)
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segitségével hataroztuk meg. Az antigénrégidkban tortént mutaciok azonositasahoz a
9625/2012-h6z az Amervac MLV és az Olot/1991 tb6rzs szekvencigjat (4. tablazat)
illesztettik. Az abrak elkészitéséhez a GenDoc 2.7-es programot hasznaltuk (Nicholas
és Nicholas, 1997).

5.6 A FLAG és GFP fuziés konstrukciok létrehozasa

Ha sejten belll akarjuk egy fehérje mikoddését vagy expresszidjat tanulmanyozni,
a vizsgalt fehérjét fuzios fehérjeként, a fluoreszcens GFP-vel 6sszekapcsolva
expresszalhatjuk. Ha GFP-t kék fénnyel gerjesztjuk, akkor zold szinnel fluoreszkal, igy
akar él6 sejtben is nyomon kdvethetjiuk egy vele fuzionaltatott fehérje expresszidjat.
Fuziés konstrukciokat ugy is létrehozhatunk, hogy a vizsgalt fehérje kodolo régiojanak
végeérdl a stop kodont eltavolitjuk, és azonos leolvasasi keretben a fuzios partner (GFP)
start kodonjahoz kapcsoljuk. A nukleokapszid gén mindharom leolvasasi keretét a
pEGFP-N1 vektorban (Takara Bio Inc., Kusatsu, Shiga, Japan) az eGFP riportergénnel
fuzionaltuk. Az expresszids vektor cytomegalovirus (CMV) promotert tartalmazott és
kanamycin rezisztencia gént hordozott. A virus RNS-ét QlAamp Viral RNA Mini Kittel
(Qiagen, Hilden, Németorszag) vontuk ki, majd ebbél T, primerrel cDNS-t készitettlink a
Superscript Il First-Strand Synthesis System (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) kittel a
gyarté ajanlasat kovetve. A cDNS-rél a vizsgalanddé ORF-et tartalmazé inzertet 7-es sg-
figyelembe vétele miatt) a stopkodon el6tti tripletig a 14432/2012 torzsbdl
sokszorositottuk Phusion Hot Start II DNA Polymerase hasznalataval (Thermo Fisher
Scientific, Waltham, Massachusetts, USA) (5. és 6. tablazat). A PCR termékeket a
FastDigest Xhol és BamHI (Thermo Fisher Scientific, Waltham, Massachusetts, USA)
restrikcios enzimekkel emésztettiik, majd T4 DNA Ligase (Thermo Fisher Scientific,
Waltham, Massachusetts, USA) enzimmel a korabban Xhol és BamHI enzimmel
meghasitott pEGFP-N1 vektorokkal egyesitettik. Mindharom inzert elkészitésénél
ugyanazt a forward primert (7F) alkalmaztuk. A harom reverz primer egymastol csak
egy-egy nukleotidban tért el (7r, 7ar és 7ncr), ezzel értik el a fuziés konstrukciékban a
transzlacios keret eltolodasat (7. tablazat).

Mivel az eGFP-t kédol6 szakasz 708 nukleotid hosszusagu, igy méreténél fogva
befolyasolhatja az &tir6dd6 mRNS térszerkezetét, hiszen a vizsgalandé ORF-ek
mindossze 105-159 nukleotid hosszusaguak. A kapott eredményeket 3XFLAG peptiden
(66 nukleotid) alapuld fuzios konstrukcidk létrehozasaval ellendriztik. A fehérje-FLAG
fuziés rendszerek elkészitéséhez a pcDNA3-FLAG plazmidot hasznaltuk. Ez a pcDNA3

(Thermo Fisher Scientific, Waltham, Massachusetts, USA) altalunk médositott valtozata,
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melyben az Xhol és Xbal hely k6zé a 3xFLAG szekvenciajat ligaltuk (aminosavszinten:
DYKDHDGDYKDHDIDYKDDDDK). A 3xFLAG inzertet ugy hoztuk létre, hogy a 3flagF
és 3flagR oligonukleotidok keverékét (7. tablazat) 5 percig 65°C-on tartottuk, majd 3
percre jégre tettik. A nukleokapszid gén (ORF7) mindharom leolvasasi keretét a
pcDNA3-FLAG-ben a 3xFlaghez illesztettik. Az ORF7 gént tartalmazé inzerteket a
BamHI és Xhol enzim hasitéhelye k6zé kldénoztuk. A fehérje-FLAG fuzios konstrukciok
létrehozasahoz ugyanazokat a protokollokat és enzimeket hasznaltuk, mint az eGFP
fuzios rendszerek esetén. Mindharom inzertnél kdzos forward primer (7Ff) alkalmaztunk,
és a harom reverz primer egy-egy nukleotidban (7Rf, 7arf és 7ncrf) tért el egymastol (7.

tablazat).
5.7 Az eGFP-N1 mutacio és ORF7a-GFP fazidés konstukcio

Az eGFP startkodonjat a pEGFP-N1 vektorban a gfp_mut_fw és a gfp_mut_rev
primerpar segitségével (7. tablazat) mutaltattuk (Quick change site directed mutagenesis
(Papworth et al., 1996). A kapott plazmidot p-MeGFPN1-nek neveztik el. Az ORF7a
gént a cDNS-rél az F-gfp-orf7a és R-gfp-orf7a primerparral szaporitottuk fel Phusion Hot
Start 1| DNA Polymerase hasznalataval és a keletkez terméket Xhol és BamHI
restrikcidos enzimmel emésztettik. A kordbban hasitott vektorokat és inzerteket T4 DNA
Ligase enzimmel egyesitettik.

Osszes konstrukciét Marc 145 (Kim et al., 1993) és PT sejttenyészetben
(Bergeron et al., 1993) vizsgaltuk. A sejteket 10% FBS, 100 U/ml penicillint, 100 pg/ml
streptomycint és 1 mM natrium-piruvatot tartalmazé DMEM-ben tartottuk 5% CO,-ban
37°C-o0s termosztatban. A sejteket 24-lyuku sejttenyészté lemezen névesztettik és a
plazmidokat gyarté utasitasat kovetve TurboFect Transfection Reagents (Thermo Fisher

Scientific, Waltham, Massachusetts, USA) segitségével transzfektaltuk.
5.8 A 7ap fehérjék szintézise

A peptideket, az 1-es genotipusu HU-14432/2011 térzs 7ap peptidjét (Hu7ap-t)
(MTSGTTSPRLNAPSACNRSRRLSIKAQELRRFHPAGRSVFRLSLCCR) és egy 2-es
genotipusbdl (WuH4) szarmazé 7ap peptidet (Wu7ap-t) (MTSGITLPLVSGN
CVCRRSRLPSIRVLELVPCQIQGG) a CASLO ApS (Lyngby Denmark) cégtdl 95%-os
tisztasagban rendeltik. A liofilizalt peptideket PBS pufferben oldottuk fel, és
koncentracidjukat 2 mg/ml-re allitottuk be. A Wu7ap peptidnél 10 mg/ml koncentraciéju

oldatot is készittetlink.
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5. tablazat: A PCR reakcitelegy 0sszetétele a Phusion Hot Start I| DNA Polymerase

esetén.

Osszetevok

Térfogat (végkoncentracio)

desztillalt viz

25 pl-re kiegészitve

HF puffer (5x) 5 ul (1x)

dNTP 0,5 pl (200 uM)
primer F 1,2 pl (0,5 uM)
primer R 1,2 pl (0,5 uM)
DNA polimeraz 0,3 pl (0,5 egyséq)
cDNS 1l

6. tablazat: A FLAG és GFP fuziés konstrukciok és ORF7a gén sokszorositasahoz

szikséges PCR program hémérsékleti paraméterei.

Lépés Hémeérséklet (°C) Idétartam Ciklusszam
kezdeti denaturacié 98 30 masodperc 1
denaturacié 98 8 masodperc

primer kotédés 55 20 masodperc 30
szintézis 72 45 masodperc

végso szintézis 72 2 perc 1

7. tablazat: A FLAG és GFP fluzios konstrukcidk létrehozasahoz szikséges primerek,

3XFLAG riportergén primerjei, ORF7a gén sokszorositasahoz és pEGFP-N1 vektorban

az eGFP startkodon mutacidjahoz szikséges primerek listaja.

Primerek Szekvenciajuk

7F GAGGATCCTTAACCTCGTCAAGTATGGCCG

Tr GACTCGAGTGGCGCACTGTATGAGCAA

Tar GACTCGAGITGGCGCACTGTATGAGCAA

7ncr GACTCGAGGGCGCACTGTATGAGCAA

3flagF TCGAGTGACTACAAAGACCATGACGGTGATTATAAAGATCATG
ACATCGACTACAAGGATGACGATGACAAGTAGTGAA

3flagR CTAGTTCACTACTTGTCATCGTCATCCTTGTAGTCGATGTCATG
ATCTTTATAATCACCGTCATGGTCTTTGTAGCAC

TFf GACTCGAGTTAACCTCGTCAAGTATGGCCG

TRf GAGGATCCTGGCGCACTGTATGAGCAA

Tarf GAGGATCCITGGCGCACTGTATGAGCAA

7ncrf GAGGATCCGGCGCACTGTATGAGCAA

gfp_mut_fw CCACCGGTCGCCACCGCGGTGAGCAAGGGCGAG

gfp_mut_rev CTCGCCCTTGCTCACCGCGGTGGCGACCGGTGG

F-gfp-orfra CAACTCGAGATGACATCCGGCACCACCTC

R-gfp-orf7T7a  CAAGGATCCTTGGCGCACTGTATGAGCAACCGGCAGCACAAA

CTC
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5.9 Indirekt immunfluoreszcencia

A sejteket 24-lyuku sejttenyésztd lemezen (Orange Scientific, Braine-I'Alleud
Belgium) novesztettuk. A lemez lyukaiba 12 mm atméréja 0,1 mm vastagsagu
Uveglemezeket helyeztiink, hogy a mikroszkdpos vizsgalatokat megkdnnyitsik. A
sejteket Ugy passzaltuk, hogy masnapra koriilbelil 70%-os (kb. 1,4*10° sejt)
0sszenovést érjenek el, mivel ez el6segiti a hatékony transzfekcidt. A fehérje-FLAG
fuzios vektorokkal transzfektalt sejteket 48 dra elteltével 300 pl 3%-0s formaldehiddel 15
percig fixaltuk, majd kétszer 1 ml IF pufferrel (5 g/l-es BSA/PBS oldatban) mostuk. A
sejteket szobahémeérsékleten 200 pl 1% Triton-X 100 (PBS-ben) oldatban
permeabilizaltuk, negyed ora elteltével kétszer mostuk 6ket, majd hozzaadtuk az 1000-
szeresre higitott 200 pl-nyi elsédleges ellenanyagot és 1 6ran at szobahémérsékleten
inkubaltuk. A FLAG fuziés fehérjék kimutatasahoz az egér anti-FLAG M2 monoklonalis
ellenanyagot hasznaltuk (Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, USA). A mosast kévetéen a
lemezre 200 ul-nyi 1000-szeresre higitott CF594 kecske anti-egér ellenanyag (Biotium
Hayward, California, USA) és Hoechst 33342 magfesték (1 ug/ml) keverékét mértik. Az
elsédleges és masodlagos ellenanyagok higitdsa az ellenanyag higitdé pufferben (4%-os
PBS-ben higitott |16 szérumban 0,3% Triton X-100-zal) tértént. Egy 6ra inkubalas utan IF
pufferrel mostuk, és kiemeltlk a 24-lyuki sejttenyésztébdl az Uveglemezeket. A
targylemezre egy csepp Fluoroshieldet (Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, USA)
cseppentettink, majd az Uveglemezeket sejtekkel lefelé rahelyeztik, és megszaritottuk
Oket. A bemutatott képeket a Zeiss Axio Observer D1 inverz fluoreszcens mikroszképpal

készitettlk, és Zen 2012 programmal szerkesztettik.
5.10 Direkt ELISA

A 7ap peptidet pufferrel (0,1 M NaHCOs;, pH=8) 20 ug/ml-re higitottuk, majd az
ELISA (enzyme linked immunosorbent assay) lemezre (Nunc-Immuno MicroWell 96 well,
Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, USA) 100-100 pl-t pipettaztunk a higitott fehérjébél,
és 4°C-on egész éjszakan at inkubaltuk. Kévetkez6 nap haromszor 200 ul mosopufferrel
(0,5% TWEEN 20 PBS oldatban) mostuk a lemezt, és 200 pl blokkol6é pufferrel (1%
BSA/PBS oldat) egy 6ran at 37°C-on kezeltlk, hogy szabad helyekre torténé aspecifikus
ellenanyag kot6dést megakadalyozzuk. A kulonbozé allatfajokban termeltetett, torma-
peroxidazzal (HRP-vel) jeldlt ellenanyagokbdl 6t 1épésben higitast (500-szorostol 4000-
szeresig) készitettink (8. tablazat), és 100-100 pl-t mértink az Hu7ap-val bevont
lemezre. Negativ kontrollként a blokkold puffert hasznaltuk. Egy 6ran at tarté inkubéacio
utdn haromszor mostuk a lemezt, majd hozzaadtunk 100 pl ABTS (2,2'-Azinobis [3-

ethylbenzothiazoline-6-sulfonic  acid]-diammonium sé) oldatot (Ingenasa, Madrid,
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Spanyolorszag). 20 perc inkubaciét kovetbéen 5%-os natrium-dodecilszulfat (SDS)
oldattal leallitottuk a reakciot, és 410 nm hullamhosszon ELISA olvaséval (ELx800
ELISA plate reader, Dialab GMBH., Ausztria) lemértik a fényelnyelési (optical density,
OD) értékeket. Minden egyes ellenanyag higitasbol harom darabot készitettlink, és a

kapott eredményeket atlagoltuk.
5.11 Indirekt ELISA

A felhasznalt pufferek és az ELISA lemezek el6készitése megegyezett a
kézvetlen ELISA részben targyalt protokollal. A blokkolasa utan, négy PRRSV pozitiv és
egy PRRSV negativ sertés szérumabdl hat lépésben kétszeres higitasi sort (20-
szorostol 640-szeresig) készitettlink, majd ramértliink 100 pl-t a lemezre és egy 6ra
hosszat inkubaltuk. A mosas utan 1000-szeresre higitott nyul anti-sertés 1IgG H&L-HRP-t
mertlnk ra, és egy oran at szobahémérsékleten allni hagytuk. Az eredményt a mosasi
Iépés utan (3-szor mosopufferrel), ABTS szubsztrattal hivtuk eld, és ELISA olvaséval

mértik le az OD értékeket.
5.12 Komplementkotés gatlasi préba

Els6 lépésként egy komplementkotési prébat allitottunk dssze. Egy 96 lyukd ,U”-
alju lemezen 25 pl Veronal pufferben (Idexx laboratories, Westbrook, Maine) 2,5%-ra
higitott, frissen elkészitett mosott juh vorosvértestet 6sszekevertunk 25 yl 2000-szeresre
higitott hemolizinnel (nydl anti-juh voroésvértest 1gG) (Virion/Serion, Wdurzburg,
Németorszag), majd 25 ul tiz lépésben higitott (4%-t6l 0,4%-ig) tengerimalac
komplementet (Virion/Serion, Wirzburg, Németorszag) adtunk hozza. A mintakat 37°C-
on, fél éran at inkubaltuk, majd leolvastuk az eredményt. Minden reakciot és higitast
Veronal pufferben (Idexx laboratories, Westbrook, Maine) végeztiink. Teljes hemolizist
(2%-0s) okozd koncentracional 1%-kal magasabb (3%-0s) komplement koncentraciot
hasznaltunk a komplementkotés gatlasi prébaban, hogy kizarjuk a fals pozitiv
eredményeket. A tesztben a staphylococcus protein A-t (spA-t) alkalmaztunk negativ
kontrollként. Minden fehérjébdl hat Iépésben felezd higitast készitettliink, a peptid
mennyiség a Hu7ap-nal 1,5 ug-rol, a Wu7ap-nal 6 pg-rél, a spA-nal 1,5 pg-rél indult. A
higitott fehérjéket hozzaadtuk a hemolizinhez, és egy 6ran at 37°C-on inkubaltuk. Az egy
ora letelte utan hozzakevertuk az optimalis mennyiségi komplementet és juh
vOrosvértestet, tovabbi 20 percig inkubaltuk 37°C-on, majd kiértékeltik az

eredményeket.
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8. tablazat: A kdzvetlen ELISA tesztben felhasznalt ellenanyagok neve magyarul, és
angolul, valamint a gyart6 cég neve.

Ellenanyag (angol név) Magyar név Gyarté

polyclonal swine anti-

_ poliklonalis sertés anti-nyul DAKO A/S, Glostrup,
rabbit

: : immunoglobulin/HRP Dania
immunoglobulins/HRP
goat anti-pig IgG(H+L)- _ AbD Serotec,
kecske anti-sertés I1gG (H/L) o
HRP Kidlington, UK
- - SouthernBiotech,
goat anti-chicken kecske anti-csirke IgY (H+L)- -
Birmingham,
lgY(H+L)-HRP HRP
Alabama, USA
. . Santa Cruz
mouse anti-rabbit 19G- ) o _
HRP egeér anti-nyul IgG-HRP Biotechnology,
Dallas, Texas, USA
rabbit anti-pig IgG H&L-  nyul anti-sertés IgG H&L- Abcam, Cambridge,
HRP HRP UK

5.13 DNS és RNS gélretardacios teszt

Az RNS probat a nukleokapszid leolvasasi keretéhez fuzionaltatott FLAG fuzids

vektorrdl transzkriptaltuk. A plazmidot el6szér Xbal-gyel linearizaltuk, majd az RNS-t a
TranscriptAid T7 High Yield Transcription Kittel (Thermo Fisher Scientific, Waltham,
Massachusetts, USA) irtuk at a gyarté ajanlasat kdvetve. Az elkészilt RNS-t DNazzal
kezeltik, majd High Pure Viral Nucleic Acid kittel (Roche, Basel, Svajc) tisztitottuk.
A kétszalu DNS létrat a Pvull és Hindlll restrikciés enzimmel emésztett pIRES-AcGFP1
plazmidbal allitottuk  elé. Egyszalu DNS prébaként a PRRS3END
(GGCAGGAACCATGTGACCGAAATTAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAGGGTCGGC
ATGGC) oligonukleotid primert hasznaltuk.

Egyszalu DNS-fehérje tesztben 200 ng-nyi PRRS3END-hez felez6 higitasban (8
pg-tol 0,5 pg-ig) 7ap peptidet adtunk, majd a végtérfogatot pufferrel (4mM MgCI2 0,5 TE
pH=8) 7 pl-re egészitettlk ki. A kétszalu DNS-fehérje tesztben 7 pl végtérfogatban 500
ng emésztett pIRES-AcGFP1 plazmidhoz felezé higitdsban 7ap fehérjét mértiink (Hu7ap
esetén 0,5 pg-tol 0,0625 pg-ig, Wu7ap-nal 2 pg-tél 0,25 pg-ig). Az RNS-fehérje tesztnél
1,3 pyg RNS-hez 1 yl RiboLock RNAse Inhibitort (Thermo Fisher Scientific, Waltham,
Massachusetts) adtunk, majd belemértik a 7ap peptidet felezd higitasban (10 ug-tol
1,25 pg-ig), és a térfogatot 8 pl-re egészitettik ki. Minden mintat 45 percig
szobahdmérsékleten inkubaltuk, majd 4 ul-nyi felvivé puffert (25 mM TrisHCI pH=8 és
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25% glicerin) mértlink bele. A mintakat felvittik 6%-0s nem denaturalé poliakrilamid
gélre, amelyet az Ornstein-Davis altal alkotott protokoll szerint 6ntéttik (Ornstein és
Davis,1964), majd 110V-on Tris-glicin pufferben (25 mM Tris és 192 mM glicin
oldataban) futattuk. A nukleinsavakat GelRed Nucleic Acid Gel Stain-nel (Biotium,
Hayward, California) festettik a gyartéi protokolinak megfeleléen, majd kiértékeltik az

eredményeket.
5.14 Fehérje-fehérje gélretardacios teszt

A tesztet 0,01 M kalium-foszfatot tartalmazo, 75 mM natrium-klorid (pH=7,2)
pufferben allitottuk 6ssze. Két kildonbdzé allatbol szarmazo 1gG-t hasznaltunk, egy egér
monoklonalis 1gG-t és sertés poliklonalis IgG-t. A fragmenteket, a sertés IgG Fc
fragmentet és a sertés IgG (Fab’), fragmentet a Rockland Immunochemicals-tol
(Pennsylvania, USA) szereztik be. 8-10 ug IgG vagy IgG fragmentekhez felezb
higitasban Wu7ap és Hu7ap fehérjét adtunk (legnagyobb 50 ug, a legkisebb hozzaadott
mennyiség 2 ug volt). A végtérfogatot 14 pl-re allitottuk be, majd az ellenanyag és 7ap
keveréket 1 oran at szobahdmeérsékleten inkubaltuk. Az id6 letelte utan hozzaadtunk 6
pl-nyi felvivd puffert, és a mintat 2 6ran at futattuk 120V-on Tris-glicin pufferben, nem
denaturalé poliakrilamid gélen. A gélt 0,1%-os Coomassie Brillant Blue R250-nel
(Thermo Fisher Scientific, Waltham, Massachusetts, USA) festettik, majd

lefényképeztik, és kielemeztik a kapott eredményt.
5.15 Allatok immunizalasa

Két BALB/c egeret kétszer izomba adott 0,2 ml Hu7ap tartalmu emulzidval
immunizaltunk. Az oltdanyagot ugy készitettik el, hogy 70 pl-nyi 20 ug Hu7ap-t
tartalmazé PBS oldatot dsszekevertik 130 pl-nyi paraffinolajat és tiomerzalt tartalmazé
adjuvanssal (Merial, Lyon, France). A két injekcio kdzt két hét telt el. Negativ kontrollnak
egy Hu7ap-hez hasonl6 méret( peptiddel, a K1p-vel
(MEVYHFQMQIVLPWPAIHSGPCPSRRKCCRSPFNLSVW) immunizalt BALB/c egeret
hasznaltunk.

A masik immunizacios kisérletben két darab, 6 hetes koru, igazoltan PRRS mentes
sertésallomanybdl szarmazé magyar nagyfehér malacokat oltottunk 7ap tartalmu
emulzidval. Az oltasokat kétszer vegeztuk, és két oltas kézt mindkét allat esetén 17 nap
telt el. Az egyik malacnal az oltéanyag 20 pg-nyi (160 pl térfogatban) HU7ap és 340 pl
paraffin olaj és tiomerzal keverékébdl (Merial, Lyon, Franciaorszag), a masik allatnal az

oltbanyag 20 pg-nyi (250 pl térfogatban) Hu7ap-bél és 250 pl inkomplett Freud
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adjuvansbol allt. Az allatokat 3 héttel a masodik oltas utan felaldoztuk az Allatvédelmi

Torvénynek megfelelé modon.

5.16 Autoellenanyagok kimutatasa indirekt immunfluoreszcenciaval

Autoellenanyagok kimutatasara indirekt immunfluoreszcenciat alkalmaztunk. 24-
Ilyuku sejttenyészté lemezekre ugy passzaltunk Marc 145 és PT sejteket, hogy az
dsszendvés 24 ora elteltével korilbelil 70%-o0s (kb. 1,4*10° sejt) legyen. Elsédleges
ellenanyagként az immunizalt allatokbdl szarmazé, tébb lépésben (20-szorostol 1000-
szeresig) higitott vérsavét hasznaltuk. Egerekben negativ kontrollként a Kilp-vel
immunizalt allatok savojat, a sertések esetén negativ kontrollként az immunizalas el6tt
levett savot alkalmaztuk. Masodlagos ellenanyagként 1000-szeresre higitott CF594
kecske anti-egér és CF568 kecske anti-diszné 1gG-t (Biotium Hayward, California, USA)
hasznaltuk. Az inkubacié idétartama, a pufferek és a mosasok szama megegyezett a
FLAG konstrukciok kimutatasanal hasznalt protokollal. A bemutatott képeket a Zeiss
Axio Observer D1 inverz fluoreszcens mikroszképpal készitettik, és Zen 2012

programmal szerkesztettik.
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6. Eredmények
6.1 Magyarorszagi PRRSV mintak teljes genom szekvenciajanak elemzése

6.1.1 PRRSV 9625/2012 izolatum eredete és filogenetikai elemzése

A 9625/2012 genomszekvenciaja a teljes genom illesztését kovetéen 15098
nukleotidnak bizonyult. A GenBank adatbazisaba KJ415276.1 azonositoszammal kerult
be. A nukleotid szekvencia 96%-0s egyezést mutatott az Amervac MLV-vel
(vakcinatorzs) és 95%-nyit Olot/1991-vel. A legel6szor izolalt 1-es genotipusu PRRSV-
vel, a Lelystaddal 92%-nyi, az elsé 2-es tipusu torzzsel, a VR-2332-vel 58%-nyi
nukleotid egyezést tapasztaltunk. A legnagyobb egyezést mutatd térzsekhez illesztve,
nem talaltunk deléciot vagy inzerciot a szekvenciaban. Osszesen 613 nukleotidnyi (4%)
kilénbség volt az Amervac MLV és 9625/2012 kozt, ez felveti azt a lehetéséget, hogy a
két virus kozvetlen leszarmazasi kapcsolatban all.

A PRRSV térzsek genomjaban, az utdbbi idében tobb rekombinacios helyet is
azonositottak (Martin-Valls et al., 2014). A SimPlot elemzéssel a rekombinacio
lehetbségét vizsgaltuk a 9625/2012 genomjaban, és ehhez az Amervac MLV, az
Olot/1991, a Lelystad és a VR-2332 tdrzs teljes genomszekvenciajaval hasonlitottuk

Ossze. Az eredményeink alapjan a genom nem tartalmazott rekombinaciot (3. abra).

& | A [ | " v
AW N IUJ\\‘J\ ' K '\ \ Y AR
|

3. abra: 9625/2012 genom SimPlot elemzése. 9625/2012-t a kdvetkez6
térzsekhez hasonlitottuk: Amervac MLV (piros), Olot/1991 (z6ld),
Lelystad (kék) és VR-2332 (szirke). Az Y tengely mutatia a
hasonlésagot (%-ban megadva). Az X-tengelyen a nukleotid pozicidkat
abrazoltuk. A csuszo ablak és a Iépéshossz mérete 200 nukleotid, illetve
20 nukleotid.
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A 9625/2012 helyzetét a filogenetikai torzsfan teljes hossziusagu ORF5
szekvencia alapjan hataroztuk meg. A torzsfa-rekonstrukcié eredménye alapjan az 1-es
genotipuson belil, az 1-es szubtipus ,D” kladjaba tartozott, azonban a kladon belul egy
korabban ismeretlen evollciés agat képviselt (4. abra). A legnagyobb hasonlésagot
Spanyolorszagbdl leirt izolatummal és él6 vakcinaval (MLV-vel) rokon térzsekkel

mutatta, amelyek mar évtizedek o6ta kimutathatok Magyarorszagon (Balka et al., 2008).

EuroPRRSV USA 7] ]

| Lelystad Hollandia "A" Klad
33 99 L Porcilis

2231 Ausztria
S ' e
100 2906-2 Ausztria

9g — 65/2/1991 Spanyolo.’
"C" Klad
Stendal V953 Németo.
Olot/1991 Spanyolo.

| Amervac

93

"D" Klad
53— HU36 Magyaro. e

szubtipus
9625/2012 Magyaro.®

B 4'_— 28639/1998 Dania
100L-32-10/1992 Dania o"Kad 1-es

genotipus

92

03RB1 Thaiféld
"H" Klad

73 |
57 361-4 Dania

R7 2029/1997 Olaszo. ’
_‘ "K" Klad
IT-39 Olaszo.
89
13 2567/1996 Olaszo
"L" Kla
37_‘— IT-13 Olaszo. ad ]
75 Bel-42 Belarusz
L Lena Belarusz | szubtipus
40 Okt 35 Belarusz ] 4-es
szubtipus
Aus Litvania
4‘ 2-es
93 Sid Litvania szubtipus ]
VR-2332 USA 7] 2es
genotipus
o —|
0.05

4. abra: Telies ORF5 génszekvencian alapuld6 PRRSV tdrzsfa-
rekonstrukcié. A rekonstrukciénal a neighbour-joining moddszert
hasznaltuk. A torzsfat a megjelenitéshez a VR-2332 segitségével
gyokereztettik. A bootstrap értékeket a fa elagazasainal tiintettik fel és
1000 mintavételre vonatkoznak (%-ban megadva). A 9625/2012 t6rzs
helyzetét a fan piros ponttal jel6ltik be.
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Az 9625/2012 szarmaztatott aminosav szekvenciajat a legnagyobb egyezést
mutatdé két toérzshdéz, az Amervac MLV-hoz és az Olot/1991-hez illesztettik. Az
eredményeink alapjan az nspl (9% eltérés az aminosavszinten mindkét torzstél) és nps2
fehérie (7% eltérés) tartalmazta a legtdbb aminosav valtozast. A neutralizalod
ellenanyagok hatasat a virus szekvenciajara a harom térzs GP2, GP3, GP4 és GP5
szerkezeti fehérjéinek 6sszehasonlité elemzésével allapitottuk meg, mivel ezek a
fehérjék tartalmazzak a neutralizald ellenanyagok f6 célpontjait.

A GP2 fehérjén két ismert neutralizalé epitop talalhato, az antigénrégid (AR)ss.s
€s az ARy17.128 (Oleksiewicz et al., 2002; Vanhee et al., 2011). Az elébbiben kettd, addig
az utébbiban egy aminosav cserét figyeltink meg. A nem-neutralizalé epitopokban, az
AR1.1,-ben és az ARggi00-ben két-két aminosav valtozast talaltunk, mig az ARzg1012
teliesen konzervativnak bizonyult. A fehérje nem antigénként viselkedd részében
dsszesen 0Ot valtozas tortént (5/A abra).

A GP3-on két neutralizald epitop helyezkedik el (Oleksiewicz et al., 2000; Vanhee
et al.,, 2011). Az ARs365-n kettd, addig az AR,4s256-0n harom darab aminosav cserét
figyeltink meg. A nem neutralizalé epitdopon (AR;q.g3) 0Sszesen egy aminosav valtozas
lokalizalédott (5/B abra).

A GP4-n elhelyezkedd egyetlen ismert B-sejt epitopnak (Meulenberg et al. 1997;
Vanhee et al., 2011), az ARs7.¢s—Nnak a szekvenciaja variabilis, négy darab szubsztituciot
azonositottunk, addig a szekvencia tobbi, nem immunogén részében csak harom
valtozast figyeltink meg (5/C abra).

A GP5-6n egy ismert neutralizalo epitdép (ARqg.35) taldlhatd (Wissink et al., 2003),
amelyen Osszesen egy aminosav cserét észleltink. Ezen kivil még négy epitop
helyezkedik el a fehérjén, ebbdl kettd teljesen konzervalt (ARis1.179, AR1g9.201), Masik
kettd (ARs7.45, AR145.156) €gy-egy darab szubsztituciot tartalmazott (5/D abra). Az Amervac
MLV GP5-jéhez hasonléan harom N-glikozilaciés hely (N37, N46, N53) talalhaté a
9625/2012-n. Az N37 azt jelenti, hogy a fehérje 37. poziciéjaban levé aszparaginhez egy
glikan kapcsolédhat. Az aminosav valtozasok nagy hanyada a GP2, GP3 és GP4
antigénrégidiban tortént, ebbél arra kovetkeztettink, hogy az immunrendszer altal
gyakorolt szelekciés nyomasnak fontos szerepe lehetett a virus szekvenciajanak

valtozasaban.
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5. abra: (A) ORF2, (B) ORF3, (C) ORF4, (D) OR5 szarmaztatott

aminosav szekvenciajanak illesztése. Az antigénrégidk szirkével

vannak jeldlve. Az alahuzassal jelolt szekvencia részek a neutralizald

epitépokat jeldlik.
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6.1.2 PRRSV-2/Hungary/102/2012 torzs genomja és filogenetikai elemzése

A PRRSV-2/Hungary/102/2012 (102HU) szekvenciajanak hossza teljies genom
Osszeillesztését kovetben 15321 nukleotidnak bizonyult. A GenBank adatbazisaba
KM514315 azonositészammal kerilt be. A nem transzlalédé (UTR) 5’ és 3’ végek 189 és
151 nukleotid hosszuak voltak. Az 5° UTR rész a PRRSV DK-2003-2-3 térzs 5 UTR

telies genomszekvencian alapulé dsszehasonlité vizsgalatba 215 darab szekvenciat
vontunk be (6. abra). A genomszekvenciak Osszehasonlitdsa alapjan a 102HU egy
teliesen uj, 2-es genotipusu PRRSV torzs, amely nem mutat kdzeli rokonsagot sem a
VR-2332, sem az Ingelvac PRRSV MLV éI6 vakcina torzzsel (5-0s vonal tagjai). A
legnagyobb szekvenciabeli hasonlésagot a VR-2385 izolatummal mutatta, a két izolatum

kozott 13%-nyi kuldnbséget azonositottunk.

1-es vonal
[ '
5-8s vonal
9-es vonal é
2-es8
genotipus 1-es
genotipus
i 8-as vonal
0.02 {hpPRRS)

6. abra: A telies PRRSV genomszekvencian alapulé, maximum
likelihood modszerrel készilt filogenetikai torzsfa-rekonstrukcié. A
torzsek vonalakba soroldsa Shi et al. (2010b) cikkén alapul. Piros pont
jeldli a PRRSV-2/Hungary/102/2012 torzset. A VR-2332, a VR-2385 és
az Ingelvac PRRSV az 5-6s vonalba tartozik. A hpPRRS az erfsen

patogén kinai térzseket jeldli.
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A teljes ORF5 szekvenciak alapjan felallitott filogenetikai térzsfa a 102HU-t a 2-
es genotipuson belili 2-es vonalba helyezte (7. abra). A t6le legkisebb filogenetikai
tavolsagra levé GenBankbdl gyjtott szekvenciaktol 8-9%-ban tért el. S6tétzold szinnel
jeloltik a 7. abran a 92% egyezést mutaté izoldtumokat. A térzsek tobbségét a 2000-es
évek elején izolaltak az Egyesiilt Allamokban, de azonositottunk koztik egy 91%
egyezést mutatdé 1993-bdol szarmazé kanadai PRRSV-t is, az IAF 93-2616-ot (4.
tablazat). A 102HU-val legalabb 91% egyezést mutatd szekvenciak az 1-es és a 2-es
vonalba tartoztak. Ebbdl arra kdvetkeztettiink, hogy a 102HU a két vonal szétvalasi
pontjahoz kdzel helyezkedhet el a filogenetikai térzsfan.

Az eddig ismert Osszes telies PRRSV szekvenciat bevontuk a rekombinacio
elemzésbe, azonban nem taldltunk arra bizonyitékot, hogy a 102HU tdrzs ismert
szekvenciak rekombinaciojabdl jott volna létre.

A nukleotid szekvencia elemzése utan az izolatumot aminosavszinten vizsgaltuk,
hogy megallapitsuk, milyen egyedi mutacidkat és valtozasokat hordoz (8A abra). A
102HU-val a legnagyobb szekvenciabeli egyezést mutaté VR-2385 az nsp2 régidban
egy 400 nukleotidnal is hosszabb deléciét hordozott. Ez a delécié nem a VR-2385 torzs
egyedi tulajdonsaga, tobb izolatumnal is megfigyelhetd. A régié elemzéséhez olyan
torzseket valasztottunk, amelyek a szekvenciahosszban minimalis eltérést mutattak a
vizsgalt izolatumhoz képest. Az nsp2-ben két deléciot fedeztiink fel; egy 10 aminosavast
és egy 9 aminosavast, amelyek nem talalhatéak meg sem a VR-2332 prototipustérzsben
(314-323 és 795-803 kodzotti aminosavak delécidja tortént), sem a magasan patogén
kinai prototipustorzsben, a JXAl-ben. Ezzel szemben talaltunk egy inzerciot az nsp2-
ben 795. és 803. aminosav poziciok kozott, amely a korabban targyalt masik két torzsbdl
hianyzott (8B és 8C abra).

Osszehasonlitottuk és részletesen elemeztik a glikozilacidban és az
antigénrégidkban térténd aminosav valtozasokat a GP2, GP3, GP4 és GP5 fehérjéken
belil. A referenciatorzseknek a VR-2332-6t, Ch-la-t és az NVSL 97-7895-6t
valasztottuk, mivel az antigénrégidkat érint6 tanulmanyok tobbségét ezen a harom

virustérzson végezték.
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7. dbra: PRRSV-2/Hungary/102/2012 elhelyezkedése (piros folt) a telies ORF5

alapjan készult torzsfa-rekonstrukcion. Soététzold jeldli a 92%

szekvencia

egyezést mutato izolatumokat, vilagoszold mutatja korai kanadai térzseket (91%

egyezés). A bootstrap értékeket a fa elagazasainal tlntettik fel,

és 1000

mintavételre vonatkoznak (%-ban megadva). Kék szini feliratok jeldlik a torzsfa

azon részét,

melyet MEGA programmal dsszesUritettink.
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8. abra: PRRSV-2/Hungary/102/2012 t6rzs inzercidé és delécio
elemzése. Referenciatdrzseknek a 2-es tipusu VR-2332 és a kinai
er6sen patogén JXA-l-et valasztottuk. (A) Teljes genom vazlatos
abrazolasa (B) az nsp2 nukleotid szekvenciajaban talalhaté deléciok és
inzerciok (C) delécidk és inzercidk elhelyezkedése (kék nyilak) az nsp2

aminosav szekvenciajaban.

A GP2 fehérjén legalabb négy darab B-sejt epitép vagy antigénrégié (AR)
lokalizalodik. Az AR4 55 €s  ARixzizs  epitop jellegét mindkét genotipusban
megerf@sitették, addig az ARgz 103, €S az ARyps 217 €pitop tulajdonsagait csak az 1-es
genotipusban vizsgaltak (Lima et al., 2006; Vanhee et al., 2011). Az ARg,_103-ben
egyetlen aminosav csere tortént, addig AR123 135-0n és ARyps 217-€N Nem figyeltiink meg
aminosav valtozast. Az NVSL 97-7895 és a 102HU kdzott az AR4y_ss-ben négy aminosav
poziciéban fedeztunk fel kildnbséget. A GP2-6n két N-glikozilacios hely talalhatd (Das et
al., 2011), bar néhany aminosavnyi kilonbséget megfigyeltink a 102HU-ban a
felismeréhelyen, az N-glikozilacids hely poziciéja minden vizsgalt térzsben megegyezett
(9/A abra).

A GP3 fehérjén legalabb négy, kisérletesen bizonyitott antigénrégié (ARzy 6,
ARs1_105, AR111-125, AR137_159) helyezkedik el (Lima et al., 2006; Zhou et al., 2006; Wang
et al., 2014). Az ARs;_105 legalabb 6t darab egymassal is atfedd B-sejt epitopbdl (ARs; s,
ARg7_78, AR73_g5, ARg1_95, ARg1_105) épul fel. Az aminosav szekvencia 0sszehasonlitas
soran ebben a régidoban minddssze 6t darab aminosav valtozast figyeltink meg. Az
ARz, 460t és AR111_125—0t teljesen konzervativnak talaltuk, a negyedik régio, az AR137_159
variabilisnak bizonyult, négy darab aminosav szubsztituciét azonositottunk benne a
referenciatérzsekhez képest (9/B abra).

Joéllehet, a mutaciok tébbsége nem epitépon lokalizalédik, de az elhelyezkedéslik
mégsem véletlenszerl. A fehérjék ORF-jeinek lokalizalodasat vizsgalva megfigyeltik,
hogy a GP2 transzmembran (TM) régidjat kédold szakasz atfed a GP3 szignalpeptidjét
kédold szekvenciaval, és hasonlé kapcsolat talalhaté a GP3 és a GP4 kozt is. A

mutaciok tdbbsége a GP3-ban a szignalpeptidben és a GP4-gyel atfedd, TM régié utani
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C-terminalis végen talalhatd, valamint az atfedés miatt a GP4 N-terminalis végénél (10.

abra). Hét darab N-glikozilaciés helyet azonositottunk, amelyek elhelyezkedése a

szekvencian megegyezett a referenciatdrzsek N-glikozilacids helyeivel (Das et al., 2011)

(9/B 4bra).
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9. abra: (A) ORF2, (B) ORF3 szarmaztatott aminosav szekvenciajanak

illesztése. Az antigénrégidkat szirkével, az atfedé antigénrégiokat

sotétszurkével jeldltik. A glikozilaciés helyeket alahuazott, félkévér

betltipussal emeltik ki.
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10. abra: Az egymassal atfed6 szerkezeti fehériek ORF-einek vazlatos
abrazolasa (Dokland, 2010). Piros vonalak mutatjdk azokat a helyeket,
ahol a PRRSV-2/Hungary/102/2012 legalabb két referenciatdrzstél eltér.

A szignalpepidet savozottan, a TM hélixet narancsszinnel jeldltik.

A GP4-en a korabbi kutatasok két T-sejt és egy B-sejt epitdpot irtak le. Az ARs;_¢5
egy ismert hipervaridbilis régi6 (Diaz et al., 2009; Lima et al, 2006), a
referenciatorzsekhez képest 6t darab aminosav valtozast figyeltink meg. A kilenc
aminosav hosszusagu T-sejt epitép 7-15-6n (Tce;_15), amely egy f6 hisztokompatibilitasi
komplex (MHC) Il altal felismert régid, harom aminosavnyi eltérést azonositottunk. A
Tceir0-178-ban, amely egy MHC | altal felismert epitdp, a vizsgalt torzs két aminosavban
tért el a referenciatorzsektél. A referenciatérzsekhez képest (Das et al., 2011) a PRRSV-
2/Hungary/102/2012-ben eggyel tdbb, 6sszesen 6t darab N-glikozilaciés helyet talaltunk.
Az 6todik hely az ARs;_g5-n helyezkedett el (11/A abra).

A GP5-6n legalabb hat darab B-sejt epitop lokalizalédik (Lima et al., 2006;
Ostrowski et al., 2002; Plagemann et al., 2002; Thaa et al., 2013; Zhou et al., 2009). Az
N-terminalis végen elhelyezkedd AR; 15 és AR»;_35 Szekvencidja variabilisnak, addig a
tobbi négy régid (ARz7_s1, AR149-156, AR1es-181, AR192-200) konzervativnak bizonyult. Az
utdbbi négy régiéban a PRRSV-2/Hungary/102/2012 legfeljebb egy aminosavban
kilénbdzott a referenciatorzsektdl. A GP5 fehérjén elhelyezkedd harom T-sejt epitop
(Diaz et al., 2009; Vashisht et al., 2008; Mokhtar et al., 2014), a Tcei1s.126, TCEp0_74 €S
Tceis 163 SZekvenciaja konzervalt. A GP5 fehérjén 6t darab potencialis N-glikozilacios
helyet talaltunk. Két hely, az N44 és az N57 az ARs7_s; régidban, a masik harom hely az

erdsen valtozékony AR, 35-On helyezkedett el (11/B abra).
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11. abra: (A) ORF4, (B) OR5 szarmaztatott aminosav szekvenciajanak
illesztése. Az antigénrégiokat szurkével jeldltuk. A Kkisérletesen
megerdsitett glikozilacios helyeket alahuzott, félkdvér betltipussal
emeltik ki, a hipotetikus helyeket alahtzassal mutatjuk. A T-sejt

epitépokat nyitott téglalappal jeloltik.
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6.2 A PRRSV ORF7 alternativ leolvasasi keretérdél leir6dé peptid
immunoldgiai és biokémiai jellemzése
6.2.1 Alternativ ORF-ek azonositasa a genomban

Az ORF Finder tool programmal (Tatusov, T. és Tatusov, R., 2011) 46 darab,
egymastol eltér6 PRRSV térzs nukleotid szekvenciajat vizsgaltuk, hogy a genomban
alternativ ORF-ket azonositsunk. Mindegyik vizsgalatba vont térzsnél az ORF7-en belll
azonositottunk egy alternativ nyitott leolvasasi keretet. A talalt ORF-ek szarmaztatott
aminosav szekvenciait dsszeillesztettilk, hogy tanulmanyozzuk a hipotetikus peptidek
konzervaltsagat. Az elemzésink egy jo6l konzervalt ORF-et tart fel a nukleokapszid
fehérjét kodolé6 ORF7-en belll. Ezt a révid ORF-et, ORF7a-nak neveztik el. Az ORF7a
+2-es leolvasasi keretben helyezkedett el, és telijesen atfedett a nukleokapszid génnel
(12. abra). A rola leirédd potencialis fehérjeterméket 7ap-nek neveztik el, amelynek
szekvencia hosszusaga genotipustdl fuggéen 26 és 53 aminosav kdzott volt, 6t teljesen
konzervalt és tizenkét részlegesen konzervalt aminosavat tartalmazott (13. abra). A
kllénbdzb térzsekrdl leirddd 7ap-k eltérd fizikai-kémiai tulajdonsagokat mutattak,
azonban az dsszesre jellemz8, hogy semleges pH-n a bazikus aminosavak tulsulya miatt

pozitiv toltéssel rendelkeznek.

N fehérje (nukleokapszid)
{ ! l ] 1+1
- ORF7a ORF7

| | 1l | Ll | +2

Ll | L1l 1 | | +3

12. abra: A HU-14432/2011 PRRSV tbérzsben (4. tablazat) a
nukleokapszidot kédolé ORF7 gén harom leolvasasi keretének vazlatos
abrazolasa. A vizsgalt ORF-et sarga szinnel jeldltik. +1 leolvasasi keret

a nukleokapszidot, a +2 leolvasasi keret az ORF7a-t kodolja.

6.2.2 A Tap transzlacidja és lokalizacidéjanak meghatarozasa fuziés

konstrukciokkal

A legegyszerlibb magyarazat az ORF7a konzervaltsagara és a kuldnleges fizikai-
kémiai tulajdonsagaira, hogy fehérje irodik le rola. A 7ap transzlaciéjanak bizonyitasa
céljabol eGFP fuzidés fehérje konstrukcidkat hoztunk létre. Az ORF7 génbdl harom
konstrukciét készitettink (14/A abra), pozitiv kontrollként az N fehérjét az eGFP

leolvasasi keretéhez fuzionaltuk, negativ kontrollként ahhoz a leolvasasi kerethez
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kapcsoltuk az eGFP riportergént, amelyben nincsen ORF (14/B abra). A harmadik
konstrukciénal a hipotetikus 7ap-t kodolé leolvasasi keretet egyesitettik az eGFP
fehérjével. A konstrukcidkat PT sejtbe transzfektaltuk, majd 48 6ra utdan a sejteket
fixaltuk, és mikroszkopos vizsgalattal kiértékeltiik az eredményt. A nukleokapszid-eGFP
fuzids fehérjét kodold pozitiv kontrollnal erételjes zold fluoreszcens jelet tapasztaltunk. A
+2-es leolvasasi kerethez kapcsolt eGFP konstrukcio is pozitivnak bizonyult, az észlelt
fluoreszcens jel intenzitdsa alacsonyabb volt a pozitiv kontrollhoz képest. A negativ

kontrollnal is megfigyeltink egy gyenge zold fluoreszcens jelet (14/C abra).

ek A ko ke A ke e L N S R - B3 ek ek e e e e ok B A K - e he
HKEU16 MTSGTISPRP SAPSACNRFR RLSIKAQELR RFHPVGRSVF RLSSCCRLLI QCA
KNU-07 MTSGITSPRL NVPSACNRSR RLSTKAQELR RFHPVGRSVF RLSSCCRLLI QCA \\
SD01-08 MTSGTTSPKL NAPSACNRSR RLSTKAQELR RFHPAGRSVS RLSLCCRLLI QCA
BJEUOG-1 MTFGIISPTL NAPSVCNRSR RLSIKAQELR RFHPVGRSVF RLSLCCRLLI QCA
NMEUOS-1 MMSGITSPRP SVLFACNRFR RLSIKVLELR RFRPVGRSVF RSSSCCRLII QCA
PAmervac MTFGTTSPRP NVPSACNRSR RLLIKAQELR RFHPAGRSVF RLSSCCRLLI QCA
SHE MTFGTTSPRP NVPSACNRSR RLLIKAQELR RFHPAGRSVF RLSSCCRLLI QCA
Lelystad MTSGTTSPRL NAPSACNRSR RLSTKAQELR RFHPAGRSVF RLSLCCRLLI QCA
HU-14432/2011 MTSGTTSPRL NAPSACNRSR RLSIKAQELR RFHPAGRSVF RLSLCCRLLI QCA
01CcB1 MTSGTTSPRL NAPSACNRSR RLSIKAQELR RFHPAGRSVF RLSLCCRLFI QCA
07v063 MTFGTISPRL SAPSACNRSR RPSIKAQELH RFHPVGRSVF RLSSCCRSLI QCA
IV3140 MMSGTISPRP SAPFACNRSR RLLIKARELR RFHPAGRSVF RLSLCCRLLI QCA
Lena MMSGTTSPEL NVPSVCNRSR QPLIRVQELR RFHPAGRSVF RLSLCCRSII QCA )
Soz-8 MMSGTISHKI NVLFACNRSR PPLTRVQELR RFRTAGRSAF RLSSCCRSIT QCA >> 1-es tipus
obu-1 MMSGTTSPEL NVPFVCNRSR QPLTRVQELR RFHPVGRSVF RLSLCCRSII QCA
Yuz-48 MMSGTTSPKL NVLSACNRSR RPSTRAQELR RFHLAGRSVF RLSLCCRSIT QCA
Zap-41 MMSGTTSPKL NVLFVCNRSR QPSTKAQELR RFHPVGRSVS RLSLCCRSLI QCA
Vos-29 MMSGITSPKL NVLFVCNRSR QPSTKAQELR RFHPAGRSVS RLSLCCRSLI QCA
Aus MTSGITSPRL NVPSVCNRSR QPSIRVQELH RFHPVGRSVF R
Pyrsvac-187 MTFGTTSPRP NVPSACNRSR RLLIKAQELR RFHPAGRSVF RLSSCCRLLI QCA
Upa-13 MTSGTTSPRL NAPFACNRSR RLSIKA
Dzi-64 MTFGTISPRL SVPFACNRSR RPLIKAQELH RFHPVGRLVF RLSLCCRLLI QCA
Che-46 MTFGTTSPKP NVPFACNRSR QPLIKVQELR HFHPVGRSVF RWSSCCRLLI QCA
Vas-3 MTFGITSPQL SVPFVCNRSR QPSIRAQELR RFHPVGRSVF R
Zad-39 MMSGTTSPEL NVPFVCNRSR QPLIRVQELR RFHPAGRSVF RLSLCCRSII QCA //
Sno-6 MTSGIISPQL SVLFVCNRSR QPLIRVPGLH RFHLAGRSAF RWSSCCRLLT QCA
WUH4 MTSGITLPLV SGNCVCRRSR LPSIRVLELV PCQIQGG ‘\
VR-2332 MMSDITLPLV SGNCVCRQSR PPLIKALGLA PCQIQGG
MN30100 MTSDITLPLV SGNCVCRRSR LLLIKALELA PCQIQGG
NVD-JS2-2011  MTSGITLPLV SGNCVCRRSR LPSIRALELV PCQIQGG
NVSL 97-7985  MTSDITLPLV SGNCVCRQSR LPLIKALELA PCRIQGG
CH-1la MTSGITSPLV SGNCVCRRSR LPLTRAPELV PCQIQGG
Hawkeye MTLDITSPLV SGNCVCRQSR LPLTKALELV PCRIQGE
Flagship MTLDITSPLV SGNCVCRQSR LPLTKALELV PCRIQGE
JA-142 MTSGITSPLV SGNCVCRRSR LPLTRALEPV DYQIQVG
Yn-2011 MMSDITLPLV SGNCVCRQSR PPLIKALGLA PCQIQGG >> 2-es tipus
AZMC2 MMSDITLPLV SGNCVCRQSR PPLIKALGLA PCQIQGG
MN184B MTLDITSPLV SGNCVCRQSR LPLTKALELV PCRIQGE
SDSUT3 MTSDITLPLV SGNCVCRQSR LPLIKALELA PCRIQGG
P129 MTSGITSPLV SGNCVCRRSR LPLTRALELV PCQIQGG
17198-6 MTLDITSPLV SGNCVCRLSR LLLIKALELA PCQIQGG
cA MMSDITLPLV SGNCVCRQSR PPLIKALGLA PCQIQGG
05K212 MTSDITLPLV SGNYVCRQSR LPLTKALELA PCQIQGE
PL97-1/LP1 MMSDITLPLV SGNCVCRQSR PPLIKALGLA BCQIQGG
JXwn06-81lc MTSGITLPLV SGNCVCRRSR LPSIRALELV PCQIQGG
s¥-1 MTSGITLPLV SGNCVCRRSR LPSIRALELV PCQIQGG //
R e

13. abra: ORF7a szarmaztatott aminosav szekvencidinak illesztése.
Piros szinnel a konzervalt aminosavak. Kék szinnel részlegesen
konzervalt pozicidk. Lila szin jeldli az 1-es genotipusban, zdld szin a 2-

es genotipusban konzervalt aminosavakat.

51



3

87
+1 (ORF7)
+2 (ORF7a)

T +3

A 1 sg mMRNA7 343l/ C Nukleokapszid-GFP (+1) Tap-GFP (+2) Negativ kontroll (+3)

GFP

. 114
w1 Nukleokapszid i”‘as vagy eGFP

Sejtmag

Nukleokapszid-FLAG (+1) Tap-FLAG (+2) Negativ kontroll (+3)

‘ ‘ g

Ta-GFP Sejtmag Illesztés

Flag
.
e
Hlesztés

Sejtmag
20h

48h

llesztés

14. abra: A 7ap fuzios fehérjék felépitése és transzlacioja. (A) Az sg-
MRNS 7 héarom leolvasasi keretének vazlatos &brazolasa. A
nukleokapszid génjét a 343. nukleotid pozicioban csonkultuk, ahol a
vele atfed6 ORF7a gén végzddik. (B) A 3XFLAG-et és az eGFP-t a
nukleokapszid fehérje 114. aminosavaval egyesitettik. A ripotergéneket
7ap peptid utols6 aminosavaval fuzionaltattuk. (C) eGFP transzlacioja a
fuziés konstrukciokrol és lokalizacidja a PT sejtekben. (D) 3xFlag
transzlacioja a fuzids konstrukcidkrél és lokalizacioja a PT sejtekben. (E)
A 7ap-eGFP fuzids fehérje sejtbeli lokalizacidjanak valtozasa idében

nyomon kovetve. Az id6, a transzfekcid utan eltelt idét mutatja.

A negativ kontrollnal Iatott fluoreszcens jel az eGFP sajat starkodonjardl torténd
iniciaci6 kovetkezménye lehetett. Az eGFP-s konstrukcidkkal kapott eredményt
megerdsitendd, az ORF7 minden leolvasasi keretét 3xFLAG riporterpeptidhez
kapcsoltuk. A kapott plazmidokat PT sejtbe transzfektaltuk, és 48 odra elteltével
kiértékelttk az eredményt. A  FLAG-fuzios fehérije leirodasat indirekt
immunfluoreszcenciaval a +1-es és +2-es leolvasasi keretre tervezett konstrukciénal is
kimutattuk (14/D. abra).

Ahhoz, hogy a 7ap lokalizaci¢jat a sejtekben biztosan fluoreszcens hattér nélkiil
vizsgaljuk, készitettink egy olyan valtozatot a pEGFP-N1 plazmidbdl, amelyben az
eGFP starkodonjat ATG-rél (metionin) GCG-re (alanin) valtoztattuk (M1AeGFP-N1). A

mutaciéo megakadalyozta az eGFP startkodonjanak inicializalasat, igy a negativ kontroll
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esetében nem kaphattunk fluoreszcens jelet. Az ORF7a génjét az elmutaltatott eGFP-
hez kapcsoltuk. 16-20 6raval a transzfekcié utan a 7ap a sejtmagban lokalizalédott, de
48 o6ra mulva az egész sejtben észleltik az 7ap-eGFP fehérje jelenlétét (14/E. abra).
Eredményeink alapjan a 7ap 20 6ra utan sejtmagban lokalizalédik, majd 48 6ra mulva a

sejt citoplazmajaban is kimutathaté.
6.2.3 A 7ap IgG koto képessége és a komplementkotés gatlasa

Ha a fert6zés soran leirédé 7ap immunogén tulajdonsagu, akkor ellene a sertés
szervezetében antitestek termelédhetnek. A PRRSV fert6zésen atesett allatok
szérumabdl szeroldgiai vizsgalatokkal terveztik kimutatni a 7ap elleni antitesteket.

Két egymastol eltéré6 vektorba, a pet28b-be (Merck KgaA, Darmstadt,
Németorszag) és pBAD2TEV-be (Zadori et al., 2001) klonoztuk a HU-14432/2011
torzsbél a 7ap gént. A valasztast az indokolta, hogy rendelkezésunkre allt tobb HU-
14432/2011 a torzzsel fert6zott allat széruma és szekvenciaja 99% egyezést mutat a
referencia Lelystad torzzsel. A létrehozott expresszids vektorokkal Escherichia coli DH5a
sejteket transzformaltunk. Mindkét expresszidés vektorrél leirédé fehérje toxikusnak
bizonyult baktériumokra nézve, a 7ap tisztitasa tObbszori probalkozas ellenére is
sikertelen maradt.

A sikertelen expressziés kisérletek utan a HU-14432/2011-bdl szarmazd 7ap
peptidet kémiai uton megszintetizaltattuk, és ELISA lemezt vontunk be vele. A PRRSV
pozitiv szérumok négy darab, intranazalisan HU-14432/2011 torzzsel fert6zott vemhes
kocatol szarmaztak. Az allatok szérumat INGEZIM PRRS Universal kittel vizsgaltuk és
még 1000-szeres higitasban is pozitiv eredményt adtak. Az indirekt ELISA tesztben az
egyik negativ kontroll egy PRRSV negativ allat széruma volt, a masik az ELISA lemez
azon része, amelyhez nem adtunk elsédleges ellenanyagot. Ezzel ellendriztlik, hogy a
HRP vagy a masodlagos ellenanyag nem I|ép-e kodlcsdnhatasba a 7ap peptiddel.
Eredményeink alapjan nemcsak a PRRSV pozitiv allatok széruma, hanem a PRRSV
negativ mintaval kezelt lyukak is pozitivnak bizonyultak, tovabba szérumot nem
tartalmazé, de masodlagos ellenanyaggal kezelt részek is magas fényelnyelési értéket
(OD) adtak. Ebbél arra kovetkeztettiink, hogy legalabb egy, aspecifikus antigén
felismerdhely taladlhaté a 7ap peptiden, amely fuggetlen az ellenanyag antigénkété
tulajdonsagatol. Ahhoz, hogy a 7ap aspecifikus ellenanyag-koté képességét bizonyitsuk,
tobb kilonbozd allatbol szarmazo 1gG és 7ap kolcsonhatasat vizsgaltuk ELISA teszttel.
Az eredményeink alapjan a Hu7ap erdsen koéti az 6sszes vizsgalt emlésbdl (sertés, egér,

kecske, nyul) szarmazé 1gG-t és ez a kétédés teljesen fuggetlen a HRP-tdl (9. tablazat).
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1000x  2000x  4000x  8000x 1000x 7ap

nélkiil

Kecske anti-csirke IgG-HRP ++ + +/- - -

Kecske anti-sertés 1gG- +++ ++ + + -
HRP

Sertés anti-nyul IgG-HRP i5 & +/- - -

Nyul anti-sertés (Fab’).- ++ + +/- - -
HRP

Egér monoklonalis-HRP ++ + + +/- -

HRP - - - - -

9. tablazat: A kulonbozd allatfajokbdl szarmazd 1gG-k reakcioja a 7ap
fehérjével. Az ELISA tesztben az 1,6-nél nagyobb OD értékeket harom
pluszjellel (+++), az 1,59-0,8 kdzotti értékeket két pluszjellel (++), a 0,79-
0,4 kdzotti OD értéket egy pluszjellel (+) jeldltik. A 0,39-0,2 kozti érékeket
(+/-) jeloltik. A 0,19 alatti értékeket negativnak (-) vettik.

A fehérje-fehérje gél retardacios teszttel terveztilk megerésiteni (Park és Raines
2004) az ELISA-val kapott eredményeket és meghatarozni a 7ap koétéhelyét az IgG
fehérjén. A tesztbe egy 2-es genotipusbdl (WuH4) szarmazdé 7ap peptidet (Wu7ap) is
bevontunk. Semleges pH-n mind a Hu7ap és a Wu7ap pozitivan toltott (izoelektromos
pontja az elébbinek 11,7 az utébbinak 9,3), emiatt, ellentétben az IgG-vel és annak
fragmentjeivel, nativ (nem denaturald) koralmények kdzott nem fut bele a gélbe, hanem
a pufferben a negativ elektréda felé vandorol. A pozitivan téltétt 7ap és az IgG és annak
fragmentjei kdzotti kdlcsdnhatas azt eredményezheti, hogy a kialakult komplex a
megndvekedett méret és a csdkkend negativ toltdéttség miatt nem tud a gélbe 1épni.

Az eredményeink azt mutattak, hogy 4 ug-nyi a Hu7ap-bél és 20 ug-nyi a Wu7ap-
bdl teljesen blokkolta 10 ug monoklonalis egér IgG futasat a gélben. Hasonld hatast 10
ug poliklondlis sertés IgG esetében 8 ug Hu7ap és 40 ug Wu7ap ért el. (15/A és 15/D
abra). Kotéhelyének azonositdsahoz a 7ap kdlcsdnhatasait vizsgaltuk kulénb6zé 1gG
fragmentekkel (az 19G (Fab’), és az 1IgG Fc). A nagy mennyiségben (50 pg) hozzaadott
7ap sem blokkolta teljesen a sertés poliklonalis 1gG (Fab’), gélben futasat (15/B és 15/E
abra), mig 16 ug Hu7ap és 32 ug Wu7ap gatolta 10 pg sertés poliklonalis 1IgG Fc gélbe
lépését (15/C és 15/F). Ezek a kisérletek azt mutatték, hogy a 7ap peptidek genotipustdl
flggetlenll képesek a sertés poliklonalis és az egér monoklonalis ellenanyag kotésére,

és a f6 kotdhely az IgG Fc részén talalhato.
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15. abra: Ellenanyag-7ap retardacios teszt. (A) Monoklonalis IgG és 7ap
kélcsbnhatasa. 1-3. sav a negativ kontroll. 1. sav: 10 ug 19G; 2. sav:80 g
BSA; 3. sav: IgG+BSA; 4-7. sav: 10 ug egér IlgG+Hu7ap felezd higitasban
(16 pg, 8 pg, 4pg és 2 ug).

(B) Poliklonalis sertés IgG (Fab’),-Hu7ap koélcsdénhatasa. 1. sav: 8 ug IgG
(Fab),; 2-4. sav: 8 ug IgG (Fab’),+ Hu7ap felezd higitasban (32 ug, 16 ug,
8 Hg).

(C) Poliklonalis sertés IgG Fc rész-Hu7ap kdlcsdnhatasa. 1. sav: 10 ug 1gG
Fc; 2-5. sav: 10 ug IgG Fc+Hu7ap felez higitasban (16 ug, 8 ug, 4 ug, 2
Hg).

(D) Poliklonalis sertés IgG-Wu7ap kolcsbnhatasa. 1. sav: 10 pg 1gG; 2-4.
sav: 10 yg IgG+ Wu7ap felezd higitasban (20 ug, 10 ug, 5 pg).

(E) Poliklonalis sertés IgG (Fab’),-Wu7ap kélcsonhatasa. 1. sav: 10 pg I1gG
(Fab’),; 2-4. sav: 10 ug IgG (Fab’),+ Wu7ap felez6 higitasban (50 ug, 25
Mg, 12,5 ug).

(F) Poliklonalis sertés IgG Fc rész-Wu7ap kdlcsénhatasa. 1. sav: 8 ug 1gG
Fc; 2-5. sav: 8 pg IgG Fc+Hu7ap felez6 higitasban (32 ug, 16 ug, 8 ug, 4
Hg).
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Ujabb kisérleteket terveztiink, hogy az IgG Fc rész szerepét megerdsitsik. A
staphylococcus protein A (SpA) fehérje az Fc részt a CH3 doménnél kéti, addig a
komplement rendszer tagjanak, a C1q fehérjének a kotéhelye a CH2 és CH3 domén
kozti részen lokalizalodik. Kompetitiv ELISA tesztben nagy mennyiségben hozzaadott
7ap fehérje sem gatolta az spA-HRP koétédését a poliklonalis sertés IgG Fc-hez, am
amikor nyul anti-vorosvértest 19G-hez (hemolizinhez) HU7ap-t és Wu7ap-t adtunk, a
Hu7ap gatolta a komplement fehérjék altal kivaltott a hemolizist. Ennek magyarazata az
lehet, hogy a Hu7ap megakadalyozhatta a C1q koétédését az Fc részhez, igy a
komplement rendszer nem tudott aktivalodni, és a vorosvértestek épen maradtak.
Eredményeink alapjan a Hu7ap az IgG CH2 doménjaval 1ép interakcidba, és a kdtéhelye

részben vagy teljesen atfedhet a C1q-jéval.
6.2.4 A 7ap nukleinsav koté tulajdonsaga

Az 1gG kot tulajdonsaggal nem magyarazhaté a peptid baktériumokra gyakorolt
toxikus hatasa. Ha a tapoldathoz adtuk a 7ap peptidet, sem a baktériumokra, sem az
eukariéta sejtekre nem gyakorolt kedvezétlen hatast, de ha 7ap-t egy plazmidba
kédoltuk és ezzel baktériumokat transzformaltuk, akkor a sejtek elpusztultak. A 7ap-hez
hasonldéan a nukleinsavkoté fehérjék is pozitivan toltottek sejten belll. Azt gondoltuk,
hogy a nukleinsavhoz val6é kotédés okozhatta a baktérium sejtek pusztulasat. Ahhoz,
hogy ezt a hipotézist igazoljuk, nukleinsav-7ap gél retardacios tesztet végeztink.

A 250 ng HU7ap fehérje 0,5 pg duplaszala DNS, 5 ug Hu7ap 1,3 pg egyszalu
RNS és 1 ug a Hu7ap peptid 200 ng egyszalu DNS futasat gatolta a gélben. Wu7ap-nal
is hasonldé eredményeket kaptunk, de a Wu7ap affinitdsa nukleinsavhoz alacsonyabb
volt: 1ug Wu7ap peptid 0,5 ug kétszali DNS, 10 ug peptid 1,3 pg egyszalu RNS és 8 ug
Wu7ap 200 ng egyszalu DNS gélbe I1épését akadalyozta meg (16. abra).

A fenti adatokbdl kiszamoltuk a nukleinsavak és a peptidek molaris téltés aranyat
(Fried, 1989). Ezt az aranyt ugy kaptuk meg, hogy a nukleinsav 6sszes negativ toltését
osztottuk 7ap peptidek Osszes pozitiv toltésével a reakcidelegyben. A Hu7ap és
duplaszalu DNS esetén ez az arany 3,65-nek, addig a Hu7ap és egyszalu RNS kozt az
arany alacsonyabbnak, 0,5-nek bizonyult. A legkisebb affinitast (0,34) a Hu7ap az
egyszalu DNS-hez mutatta. A molaris toltésaranyok a Wu7ap-nal kovetkez&képp
alakultak: Wu7ap és kétszalu DNS kozott 0,5, Wu7ap és egyszalu RNS kozott 0,37 volt.
Legalacsonyabb affinitassal (0,07) a Wu7ap az egyszalu DNS-t kototte. Az
eredményekbdl azt kovetkeztetést vontuk le, hogy a genotipustdl figgetlentl a 7ap
legnagyobb affinitdssal a duplaszalu DNS-t kéti, legkisebb affinitassal az egyszalu DNS-
t.
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16. abra: Nukleinsav-7ap gél retardacios teszt. (A) RNS és 7ap
kblcsbnhatasa. 1. sav: 1,3 ug RNS; 2-5.: 1,3 ug RNS+Hu7ap felezb
higitasban (10 pg, 5 g, 2.5 pug, 14g); 6-9, 1,3 uyg RNS+Wu7ap felezb

higitasban (10 ug, 5 ug, 2.5 ug, 14g).

(B) Kétszalu DNS és 7ap kolcsbnhatasa. 1. sav: 0,5 ug DNS; 2-5. sav: 0,5
Mg DNA+Hu7ap felezd higitasban (0,5 pg, 0,25 ug 0,125 ug, 0,0625 pg); 6-
9. sav: 0,5 yg DNS+Wu7ap felez6 higitasban (2 ug, 1 ug, 0,5 pg, 0,25 pg).
(C) Egyszalu DNS és 7ap kdlcsOnhatasa. 1. sav: 0,2 ug DNA; 2-5. sav: 0,2
Mg DNS+Hu7ap felezé higitasban (8 pg, 2 ug 1 ug, 0,5 pg); 6-9. sav: 0,2 ug
DNA+Wu7ap felezé higitasban (8 pg, 2 ug 1 ug, 0,5 ug).

6.2.5 Sejtmag elleni antitestek indukcioja

A Hu7ap jelenlétét a PRRSV-vel fert6zott Marc 145 sejtekben 7ap-vel immunizalt
allatok szérumaval terveztik bizonyitani. Két egeret és két PRRSV negativ sertést
oltottunk be peptidet tartalmazoé oltéanyaggal, majd az immunizalt allatok vérsavéjat
szerologiai vizsgalatokkal teszteltik. ELISA teszttel nem sikerult kimutatnunk
kuldénbséget az immunizalt és nem immunizalt allatok szérumai kézt. Marc 145 sejteket
transzfektaltuk  Hu7ap-eGFP  fuziés fehérje  konstrukcidkkal, azonban az
immunfluoreszcencias vizsgalat soran egyik allat széruma se reagalt a Hu7ap-eGFP-vel.
Az eredményeink alapjan az immunizalt allatok széruma a sejtmagokkal (anti-nuklearis
antitestek (ANA)) reagalt és ez a reakcio a két allatfajban eltért egymastél (17. abra). Az
inkomplett Freud adjuvanssal immunizalt sertésben alacsonyabb ANA titer alakult ki,

mint tiomerzal tartalmu adjuvanssal immunizaltban (el6bbi allat széruma 40-szeres
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higitasig, az utdbbi allaté 200-szoros higitasig mutatta az ANA jelenlétét). A
sertésszérum a nem osztédd sejtek magjaban egy ugy nevezett finom foltos festédést
okozott, és nem reagalt az osztddo sejtek kromoszémaival. Ez a fajta festédés azt
valoszindsiti, hogy a sertésekben Ro és La ribonukleoproteinek ellen termelédhettek
antitestek (Buchner et al., 2014). A K1p kontroll peptiddel immunizalt egerekben nem
keletkeztek anti-nuklearis antitestek, viszont a 7ap-vel immunizalt mindkét egérben még
200-szoros szérumhigitas esetén is kimutathaté maradt. Az immunizalt egerek széruma
az osztodo sejtek kromoszémajat festette, amely duplaszald DNS-k6t6é ellenanyagok
jelenlétére utalhat (18. abra) (Buchner et al., 2014).

Vérsavo+masodlagos Ea. Hoechst 33342 lllesztés

Sertés 7ap
immunizalas el6tt

Sertés 7ap
immunizalas utan

Egér 7ap
immunizalas

Egér K1p
immunizalas

17. abra: Sejtmag elleni antitestek a 7ap-vel immunizalt sertések és
egerek vérsavojaban. Sertéseknél, ugyanabbdl az allatbdl immunizalas
elétt és utan szérumot vettink. Egereknél, az egyik egeret a 7ap-vel,

mig a masik egeret K1p-immunizaltuk.
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Sertés 7ap immunizalas utan

Egér 7ap immunizalas utan

Vérsavo+Masodlagos Ea. lllesztés (Hoechst, ellenanyag festés)

18. abra: 100-szoros nagyitasban abrazoltuk az anti-nuklearis
antitesteket tartalmazé szérummal kezelt Marc 145 sejteket. Mig sertés
szérum nem festette az osztédd sejtek magjait, addig az egér
szérumban az ANA erfsen Kkototte az osztdédd sejtmagban a
kromoszdmakat (nyilakkal mutatva).
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7. Megbeszélés

7.1 PRRSV 9625/2012 torzs jellemzése

A PRRSV két genotipusa kozt a nukleotid szekvenciaban akar 30-45%-nyi
kulonbség is lehet (Hanada et al., 2005). Egy tanulmany alapjan a PRRSV az egyik
leggyorsabban mutalédd RNS virus, mutaciés ratdja akar az évi 4,7-9,8x1072
/nukleotidot is elérheti (Hanada et al., 2005; Jenkins et al., 2002). Jdéllehet ennél
konzervativabb becslések a mutacios ratat évi 1,8 és 7x107%/nukleotid kézé helyezik
(Forsberg, 2005; Chang et al., 2002), de még ez alapjan is a PRRSV az egyik
legvaltozékonyabb RNS virus. A gyakorlatban ez azt jelenti, hogy évente 0,5-1%-nyit is
valtozhat egy adott nukleotid szekvencia a terepen (Prieto et al., 2009), vagyis 4%-nyi
kilénbség a 9625/2012 és az Amervac MLV genomja kozt 4-8 évnyi valtozasnak
feleltetheté meg. 2004 o6ta tobb, Amervac MLV-vel 98-99%-nyi nukleotid egyezést
mutato torzset izolaltak Magyarorszagon talalhato sertéstelepekrél (Balka et al., 2008). A
korabbi megfigyelésekhez képest a 9625/2012-ben nagyobb genetikai kilonbséget
tapasztaltunk. A nagy szekvencialis eltérés legvaldsziniibb magyarazata az lehet, hogy
az izolatum egy olyan 2004 és 2008 kozt Magyarorszagra kerllt Amervac vagy egy
Olot/1991-gyel rokon térzs leszarmazottja, amely 2012-ig észrevétlen maradt. Persze azt
sem lehet kizarni, hogy 2012-ben hurcoltak be Magyarorszagra egy ismeretlen forrasbél.

A szarmaztatott aminosav szekvencia elemzés viszonylag nagy eltérést (9% és
7%) tart fel az nsp1 és nsp2 régidban a 9625/2012 és a referenciatorzsek kozott. Ennek
az lehet az oka, hogy ez a két fehérje fontos szerepet jatszik a veleszlletett
immunvalasz egyik fontos részének, az 1-es tipusu interferon (IFN-a és f3) szintézisének
€s szignalizacios utvonalanak a gatlasaban (Chen et al., 2010), raadasul az nsp2-ben
nagyszamu (hat darab) B-sejt epitop is lokalizalédik (Yan et al., 2007). Az nsp2-re
jellemzé, hogy egy genotipuson belll is jelentds szekvencialis eltérések és kilénb6zé
hosszusagu deléciok fordulnak eld, amelyek befolyasolhatjdk az adott torzs
patogenitasat (Allende et al., 1999; Choi et al 2014; Gauger et al., 2012; Ostrowski et al.,
2002).

Mivel a GP2, GP3, GP4 és GP5 fehérje antigénrégiéi a neutralizalé6 hatasu
ellenanyagok f6 célpontjai kézé tartoznak (Vanhee et al., 2011), igy megvizsgaltuk,
milyen eltéréseket hordoznak az aminosav szekvencidban a feltételezett kiindulasi
torzsekhez (Amervac MLV és Olot/1991) képest.

Mig a GP2 fehérjén a neutralizalé hatasu epitopok két egyedi aminosav cserét
tartalmaztak, addig a nem a neutralizalékon 6sszesen négy valtozast figyeltink meg (5/A

abra). A szekvencia tébbi részén 6t kiilénbség volt, ebbdl az 6thdl két aminosav valtozas
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ARz3 4g-t6l upstream iranyba helyezkedett el, igy elképzelhet6, hogy ez a két aminosav is
az epitdp része (Oleksiewicz et al., 2002). Mivel az aminosav valtozasok tébbsége az
antigénrégidkban talalhato, igy azt gondoltuk, hogy a mutaciék az immunszelekcié miatt
bekdvetkezé antigénsodrédas vagy ,antigén drift” kovetkezményei. Az epitdopokban a
rokon torzsekhez, az Amervac MLV-hez és Olot/1991-hez képest tortént valtozasok
lehet6vé tehetik, hogy a neutralizald ellenanyagok hatékonysaga csokkenjen. Az ilyen
tipusu valtozatossagra valé hajlamot korabban is megfigyeltek Magyarorszagrél izolalt
PRRSV torzseknél (Balka et al., 2008).

A GP3 fehérje ARsz 63 €S ARyogs epitdpjardl régota ugy gondoljak, hogy fontos
szerepet jatszhat a virus és a sejt kdzti kdlcsénhatasban (Oleksiewicz et al., 2002;
Cancel-Tirado et al., 2004). Ezt a feltételezést bizonyitja, hogy az ARs3 ¢ ellen termel6dd
antitestek neutralizalé hatasuak (Vanhee et al.,, 2011). Az ARs3es—ban, ARzpgs—ban
tortént harom aminosav csere, és a masik neutralizalé epitdpon (AR245.256) felfedezett
harom mutacié létrejottében az immunrendszer altal gyakorolt szelekcids nyomasnak
lehetett szerepe. A GP3 fehérjén talalhaté 14 mutacidobdél 6 darab az ismert
antigénrégiodkra esik.

A GP4 egyetlen epitépjaban (Vanhee et al., 2011; Meulenberg et al., 1997), az
ARs7.65-ben harom aminosav valtozast talaltunk. Ez megerésiti azt, hogy az epitop
ellenanyag-kozvetitette szelekciés nyomas alatt all (Costers et al., 2010). Tovabbi
vizsgalatok sziikségesek annak bizonyitasara, hogy az ARs;gs.ben tortént mutaciok
megakadalyozzak a keresztreakcid kialakulasat a vakcinazasott vagy egy Olot/1991-
szerl PRRSV fert6zésen atesett sertésekben.

Az 1l-es genotipusi PRRS virusokban a GP5-6n talalhatd AR.q.35 epitéppal
szemben termel8dd antitestek neutralizalé hatasuak (Wissink et al., 2003), azonban
ellentétben a 2-es genotipussal, a downstream iranyban levé AR3z745 ellen termel6dd
ellenanyag nem rendelkezik neutralizalé képeséggel (Ostrowski et al., 2002; Vanhee et
al.,, 2011; Breedam et al.,, 2011). A két epitdop hatara kozoétt, 36-38-as aminosav
poziciokban szubsztituciék lokalizalédnak, igy az antigénrégié kozelsége miatt
feltételezzik, hogy erre a harom aminosavra is szelekcios nyomast gyakorolhat az
immunrendszer.

A sertésallomanyban a 9625/2012-es térzs komoly klinikai tlnetekkel jard
fertbzést okozott. A fert6zott teleprél szarmazd szérummintakbdl és az elpusztult
allatokbdl a PRRSV mellett szeroldgiai vizsgalatokkal Mycoplasma hyopneumoniae
jelenlétét is kimutattak. Am mas baktériumra, klasszikus és afrikai sertéspestisre, sertés
influenzavirusra, Aujeszky-betegség virusara a mintak negativnak bizonyultak. A két
korokoz6, PRRSV és Mycoplasma hyopneumoniae egyuttes jelenléte sokkal komolyabb

tuneteket okoz, sulyosbitjak a kialakul6 tudégyulladast (Thacker et al., 1999).
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7.2 PRRSV-2/Hungary/102/2012 torzs jellemzése

A 2-es tipust PRRSV térzsek féleg Eszak-Amerikaban fordulnak elé (Kvisgaard
et al., 2013). Eurdpabdl izolalt térzsek harom csoportba sorolhatéak: az elsé csoportba
tartoznak azok a szekvenciak, amelyek ORF5-je 95%-nal nagyobb egyezést mutat az
Ingelvac PRRS MLV-vel, masodik csoportba azokat az izolatumokat soroljak,
amelyeknél nem egyértelm(, hogy kozvetlen leszarmazasi kapcsolatban lennének a
vakcinatérzzsel, mivel az ORF5 egyezés mértéke 91-95% kozoétt van. A harmadik
csoportba tartozoknal az ORF5 szekvencia legalabb 12%-ban eltér a vakcinatorzstél. A
PRRSV-2/Hungary/102/2012 (102HU) a harmadik csoportba tartozik: ez az els6
Europabdl szarmazo teljes nukleotid szekvencia, amely nem mutat rokoni kapcsolatot az
Ingelvac vakcinatorzzsel. A GenBankban elérhet teljes szekvenciakhoz hasonlitva
13%-nyi kilonbséget figyeltink meg, amely megerésiti a vizsgalt torzs egyedi jellegét.

A 102HU teljes ORF5 szekvenciajaval végzett filogenetikai vizsgalatok
eredményei alapjan a 2-es genotipus 2-es vonalaba sorolhaté, de nagy hasonlésagot
mutat toébb 1-es vonalu szekvenciaval is. A legnhagyobb egyezést a teljes ORF5
szekvenciakbdl felallitott torzsfan 2000-es években izolalt amerikai és kanadai torzsekkel
mutatta. Az 1-es és a 2-es vonal Kanadabdl szarmazik, 1990 évek elején izolaltak 6ket
elészor és innen terjedt az Egyesiilt Allamok északi és kdzépsd részeire (Brar et al.,
2011; Shi et al., 2010a; Shi et al., 2010b). Ebbél azt feltételezzik, hogy 102HU 6&se
Kelet-Eurdpaba 10-15 évvel ezelbtt kerllhetett be, am megbizhatd szallitmanyozasi
adatok hianyaban nem lehet azonositani a fertézés forrasat. A behurcolas utan
elszigetelten fejlédhetett, és csak 2005-ben mutattdk ki Komarom megyében két
sertésteleprél (HU12 és HU21 ORF5 szekvenciak (4. tablazat)). Az egyik teleprdl 2012-
ben izolaltuk a virust (102HU-t) és szekvenaltuk a teljes genomjat. A harom izolatum
k6zott az ORF5 egyik legvaltozékonyabb régidjaban minddéssze 3%-nyi eltérést talaltunk
nukleotidszinten, és 1%-nyi eltérést aminosavszinten. A gyorsan valtozé
fehérjedoménban torténd viszonylag lassu valtozas arra utalhatott, hogy az 1-es
genotipusu MLV-vel torténé vakcinazas valdszinlleg nem gyakorolt jelentés szelektiv
nyomast a 2-es genotipusu térzsekre, igy kozel hét évig valtozatlan maradt a
sertésallomanyban.

A magyar hatarhoz kdzel, Szlovakidban talalhaté komaromi jarasboél egy 102HU-
vel nagy egyezést mutatd torzset izolaltak (Jackova et al., 2013). A részleges ORF5
szekvencia (36M torzs, 4. tablazat) nukleotidszinten 95%-nyi, aminosavszinten 97%-nyi
hasonlosagot mutatott 102HU-vel. A hatar kozelsége elképzelhetévé teszi, hogy
Szlovakiabol kerult hozzank a virus, de a forditottja is lehetséges. A nagyfoku

hasonlésag a szlovak és a magyar izolatumok kozott, és minden mas eurdpai
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szekvenciatél valdé hatarozott eltérés meger6siti azt a feltételezést, hogy egy kozds
forrasbdél szarmaznak.

A JAX1 és VR-2332 referenciatdrzsekhez illesztetttk a 102HU nukleotid és a
szarmaztatott aminosav szekvenciait. A nsp2 fehérje nukleotid szekvenciajaban tobb
egyedi deléciét és inzerciot talaltunk. Ellenérzott koriimények kozott végzett kisérletek
szilkségesek annak megallapitasahoz, hogy az nsp2-ben tortént valtozasok okoznak-e
kuldnbséget a referenciatérzsekhez képest a patogenitasban, a szévettropizmusban
vagy a nbvekedeési sebességben.

A GP2 fehérje antigénrégidi viszonylag konzervativak. Azt gondoljuk, hogy a
fehérje olyan funkcionalis részeiben talalhatok, amelyek az aminosav-sorrendben torténé
valtozasokat nem, vagy csak kis mértékben toleraljak. A mutaciok tobbségét az N-
terminalison (GP2;4) és a C-terminalison (GP2,40 056) figyeltik meg. Az N-terminalis
szignalpeptidként funkcional, és tartalmaz egy hidroféb részt (GP2,7.4), amely a
szignalpeptidet a membranba horgonyozza (Dokland, 2010). Az d&sszes PRRSV
glikoprotein N-termindlis régidjanak (GP3,.3, GP4,,, és GP5;3) szekvencijgja
valtozékony, am mivel szignalpeptidként funkcionalnak, a fizikai-kémiai tulajdonsagaik
er6sen konzervaltak (Das et al., 2011; Thaa et al., 2013; Meulenberg, 2000; Kim et al.,
2013).

A GP3 epitépok — az AR137_159 kivételével — kevés mutaciot tartalmaznak: ennek
magyarazata hasonld lehet, mint a GP2-nél. A GP4-en az ARs_¢s egy kilondsen
valtozékony epitép. Az 1-es genotipusu PRRSV fert6zésben az ellene termel6d6
ellenanyagok bizonyitottan neutralizal6 hatasuak. Costers és munkatarsai (2010)
megfigyelték, hogy in vitro koérilmények koézt az epitép érzékeny monoklonalis
ellenanyag altal indukalt immunszelekciéra. Azt gondoljuk, ez magyarazatot adhat az
altalunk is megfigyelt variabilitasra. A GP3 konzervalt C-terminalis transzmembran
régioja (GP31g1-197) atfed a GP4 varidbilis N-terminalis részével. A transzmembran (TM)
régiot és a T-sejt epitdpot (Tce7-15) is tartalmazoé szignalpeptidet ugyanaz a nukleotid
szekvencia kédolja. Hasonléan atfedd szekvencia figyelheté meg a GP2 konzervalt C-
terminalis része és a GP3 szignalpeptidjét is tartalmazd variabilis N-terminalis kozott. A
fehérje TM régidja konzervativ, am a vele atfedd fehérje szignalpeptidje hipervariabilis,
mutaciokban gazdag. A szekvencia valtozatossag ellenére a szignalpeptid funkcid
fennmarad. Erre az a magyarazat, hogy az aminosav 6sszetétel tag hatarok kozott
valtozhat. A funkcidhoz az sziikséges, hogy a peptid elején pozitivan t6ltétt aminosavak,
uténa egy hidroféb rész, a végén pedig egy polaris régioé legyen, amely tartalmazza a
szignalpeptiddz hasitohelyét. Ezeknek a feltételeknek rengeteg aminosavsorrend
megfelel. A transzmembran régié szekvenciaja is tag hatarok kozott valtozhatna, TM

hélix funkcio (hélix hidroféb aminosavakkal) nem indokolja konzervaltsagot, mivel ennek
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létrejottéhez az szikséges, hogy a hélix elején és végén triptofan vagy pozitivan toltott
aminosavak legyenek, és a hélixben a hidrofobicitas optimalis legyen. Feltételezéslink
alapjan a TM hélix konzervaciéja egy eddig ismeretlen, jarulékos funkcié (példaul
fehérje-fehérje interakcio) kdvetkezménye lehet. A 102HU GP4 fehérjéje az ARs;_¢s-ben
eggyel tobb glikozilacios helyet (N57) tartalmaz a referenciatdérzsekhez képest (Das et
al., 2011). Egy neutralizal6 epitdp glikozilacioja csokkenti a fehérje immunogenitasat, és
megakadalyozhatja a gyors é€s hatékony immunvalasz létrejottét: ezt a jelenséget hivjak
»glycan shieldnek”.

A GP5 fehérje lehasadd szignalpeptidjének része az ARiis. Az ARy7.3s
valoszinileg ,csali epitépként” funkcionalhat, szekvencigja gyorsan valtozik, és az ellene
termel6dé ellenanyagnak nincs neutralizald hatasa. Csali epitépoknak nevezzik a
virusfehérjék azon részeit, amely ellen koran kialakul erés immunvalasz, am a
virusfert6zés ellen nem ad védelmet, csak eltereli az immunvalaszt fontosabb,
neutralizalé epitopokrdl. Friss kutatasi eredmények azt mutatjak, hogy ez az epitdp csak
a GP5 fehérjék nagyon kis hanyadaban fordul el6, tébbségben a szignalpeptiddel egyutt
lehasad (Ostrowski et al., 2002; Thaa et al., 2013). Egy masik tanulmany kimutatta, hogy
ugyanezen az epitopon a 32, 33 és 34 poziciéban levd aminosavak erds pozitiv
szelekcié alatt allnak (Delisle et al., 2012). Pozitiv szelekcids nyomas altalaban azokra
az aminosavakra hat, amelyek hozzajarulnak a virus reprodukciés sikeréhez. A 102HU
harom lehetséges glikozilaciés hellyel (N30, az N34 és az N35) rendelkezik AR»;_35-ben.
Az N34-es helyrél bizonyitottak NVSL 97-7895 torzsben, hogy glikozilalodik (Delisle et
al., 2012). Az egymashoz valé kozelség miatt kialakuld térbeli gatlas elég
valészinltlenné teszi a PRRSV-2/Hungary/102/2012-ban, hogy mindharom helyhez a
GP5 fehérjén egy glikan kapcsolédna. A N30, az N34 és az N35 kivil még két
konzervalt N-glikozilacios hely (N44 és N51) taladlhaté a GP5-6n, és ez az 6t hely egy
nagyon ritka glikozilaciés mintazatot alkot, amely 2-es genotipusu PRRSV-k csak 1%-
aban talalhaté meg (Delisle et al., 2012). Egy korabbi tanulmany megmutatta, hogy a
VR-2332 térzs GP5 fehérjéjén a glikozilacié kilénbdz6 kombinacidkban toérténik, igy
kllénbdzb glikoformak jonnek létre (Thaa et al., 2013). Azt gondoljuk, hogy a PRRSV-
2/Hungary/102/2012 esetén is hasonléan torténhet glikozilacié. Mivel az ORF5a atfed
ezzel a régioval, igy nem lehet teljesen kizarni annak lehet6séget, hogy a mintazat az
ORF5a-n bellli valtozasok eredménye (Robinson et al., 2013).

Mivel a GP4-ben és a GP5-ben az aminosav valtozasok tobbsége az
szerepet jatszhatott az immunrendszer altal gyakorolt szelekciés nyomas. A 2000-es
évek elején egy gyors ndvekedési fazist figyeltek meg a 2-es genotipusu toérzsek

diverzitasaban (Shi et al., 2010b). A 2005-ben és 2012-ben izolalt magyarorszagi 2-es
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tipusu mintak koézoétt a gyorsan valtozd6 ORF5 ektodomén szekvenciajaban
aminosavszinten alig 1%-nyi kilonbséget talaltunk. A megfigyelések arra utalhatnak,
hogy a vizsgalt torzs evollucioja két fazisban tortént. A korai idészakban gyorsan
valtozott, mivel féleg 2-es genotipusu torzsek vették kortl. Amikor Eurdpaba kertiilt,
lelassulhatott az evoluciés valtozas, mert az eurdpai sertéstelepeken a vakcinazas a

leggyakrabban el6forduld, 1-es genotipusu PRRSV térzsek ellen iranyult.
7.3 ORF7a-rol atirodo fehérje jellemzése

A PRRSV genomban a magas mutacios rata ellenére tobb olyan nukleotid
szekvencia talalhato, amely egynél tobb fehérjét kodol. Az ORF2b teljesen atfed az
ORF2a-val és az ORF5 és ORFb5a esetén is hasonlé atfedés tapasztalhatd (Wu et al.,
2001; Firth et al.,, 2011). 46 darab egymastdl szekvenciaban kulénb6z6 PRRSV
genomjat illesztettiik 6ssze, és a nukleokapszid génen (ORF7) belll egy konzervalt
ORF-et (ORF7a) fedeztink fel. Az ORF7 régiéra tervezett eGFP és Flag fuzids
konstrukcidkkal megerésitettik a transzlaciot az ORF7-tel atfed6 ORF7a-rol. A
kilénb6z6 PRRSV toérzsekben az ORF7a metioninja konzervalt poziciéban helyezkedik
el, igy azt gondoljuk, hogy az 6sszes PRRSV térzsben megtorténhet a 7ap atirasa.

Nukleokapszid génnel atfed6 alternativ ORF-ek jelenlétét tobb viruscsaladban
bizonyitottak. A Flaviviridae csaladba tartozé Hepatitis C virusnal az Alternate Reading
Frame Protein (ARFP) a Core fehérjével fed at. Az ARFP a plasmacytoid dendritikus
sejtekben apoptdzist indukal (Samrat et al., 2014), emellett gatolja az INF-a és IL-10
termel6dését, igy immunszuppressziv hatassal is rendelkezik (Xu et al., 2014). Nemcsak
a Hepatitis C-ben, hanem a Nidovirales rendbe, a Betacoronavirus nemzetségbe sorolt
SARS virus (Meier et al., 2006), szarvasmarha koronavirus (Senanayake és Brian,
1997) és egér hepatitis virus (MHV) (Fischer et al., 1997) nukleokapszid génjében is
talaltak olyan alternativ ORF-et, amelyrél fehérje irddik at. A MHV virus ugynevezett 1-es
proteinje egy szerkezeti fehérje, melynek hidnya csokkenti a virus novekedését a
sejttenyészetben (Fischer et al, 1997), a SARS virus ORF-9B peptidje a
mitokondriumban lokalizalodik, kéti a PCBP2-t és AlP4-et, igy képes autofagiat
indukalni, és csdkkenteni a sejt interferon valaszat (Shi et al., 2014). Habar az alternativ
ORF-ekrdl leirodd fehérjék funkcidja még a rokon virusokban is meglehetésen eltérd
lehet, de mindre jellemz6, hogy el6segiti a virus terjedését, akar kozvetlenul, mint egy
viralis fehérje, vagy kdzvetetten, mint immunszuppressziv hatasu jarulékos fehérje.

A PRRSV 7ap biokémiai jellegzetességei immunszuppressziv tulajdonsagra
utalnak. A 7ap képes kotddni az emlés IgG Fc részéhez és gatolni a komplement

aktivaciot. A komplement aktivacio klasszikus utvonalanak elsé komponense a C1q
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komplex. A globularis feje az antitest CH2 doménjéhez kotdédik. A Clg szamos olyan
bazikus tulajdonsagu aminosavat tartalmaz (7 arginin, 1-1 lizin és hisztidin), amelyek

feladata az IgG Fc részével valé kolcsbnhatas (Schneider és Zacharias, 2012.). A

B114 B129

feltételezések szerint IgG felismerésében az Arg és az Arg aminosav jatszik
fontos szerepet (Marqués et al., 1993). Azt gondoljuk, hogy a nagyszamu arginin a 7ap-
ben lehetéveé teszi CH2 doménhez val6 kapcsolodast, igy gatolva az Fc rész és C1q
kozti kdlcsdnhatast.

Tdbb virustdrzsben (Poxviridae, Retroviridae, Herpesviridae) fedeztek fel mar
olyan virdlis fehérjéket, amelyek a komplement fehérjékkel kdlcsonhatva gatoltak a
virusneutralizaciot (Hulo et al., 2011a). Tébb virusfajban (HCV, HHV-5, MCMV) talaltak
Fc receptor-szer(i fehérjéket, amelyek 19G Fc részéhez kotdédve megakadalyozta az Fc
receptortdl fliggd aktivaciot (Hulo et al., 2011b). Tudomasunk szerint a PRRSV 7ap az
elsé olyan leirt virusfehérje, amely a komplement aktivaciét az 1IgG Fc részhez vald
kozvetlen kétédéssel gatolja. Jelenleg nem vilagos, hogy fertézés soran a 7ap mikor és
hogyan |ép kolcsonhatasban az IgG-vel. Fluorometrias mérésekkel nem sikerult
bizonyitani 7ap-eGFP fehérje in vitro szekrécidjat. Elképzelhetének tartjuk, hogy in vivo
korilmények kozott a 7ap a fert6zott makrofagokbdl szekretalddik vagy a lizalodott
sejtekbdl kerdl a sejt kozotti térbe.

A T7ap nemcsak ellenanyagot kot, hanem a nukleinsavakkal is képes
kolcsOnhatasba lépni. A tobbszords pozitiv toltés hordozasa nem magyarazza a
nukleinsav kotd tulajdonsagat, mivel tébb olyan bazikus fehérje létezik, amely pozitiv
toltései ellenére sem kotédik nukleinsavhoz (Bousarghin et al., 2003). Azt gondoljuk,
hogy a 7ap fehérje nukleinsav kété képessége a funkcidjanak kdvetkezménye, és nem a
pozitiv t6ltésébdl eredd jarulékos tulajdonsag. Elméletiinket az is tamogatja, hogy két
egymastol eltéré aminosav szekvencigju 7ap peptid is rendelkezett erés duplaszalu
DNS- és RNS-kétd tulajdonsaggal. Feltételezésinket tovabb erdsiti az a tanulmany,
amelyben egy emberi papillomavirusban (HPV-ben) talalhatd pozitivan toltétt, de a 7ap-
nél gyengébb DNS-kété tulajdonsaggal rendelkezé fehérje képes volt a DNS-t
megvedeni a DNaz hatasatol, igy lehetévé tette a transzfekciét COS-7 sejtekbe
(Bousarghin et al., 2003).

A T7ap lokalizaciobol tobb lehetséges funkciot lehet feltételezni. Az egyik
lehetéség, hogy a sejtmagban egyltimiikddve a nukleokapszid fehérjével zavarja az
mRNS normadlis transzkripcidjat és processzalodasat (You et al., 2008). Am azt is
elképzelhetbnek tartjuk, hogy a sejtmagbdl a sejtplazmaba kerllve kdlcsdnhatasba lép
MRNS-ekkel és befolyasolja a fehérjék transzlaciojat. A nukleinsavakon kivil a sejtben
talalhatd fehérjékkel vald interakciot sem lehet kizarni. A legtobb fehérje sejten beldl

negativ toltéssel rendelkezik (Schwartz et al., 2001), am a velik kdlcsbnhatasba keruld
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szabalyz6 fehérjék sokszor révidek és bazikus tulajdonsaguak (Kiraga et al., 2007). A
HIV-1-ben a Tat egy transzkripciot befolyasold nukleinsav koté fehérje, amely a 7ap-hez
hasonléan rovid és bazikus. Ujabb kutatasok megallapitottak, hogy nemcsak nukleinsav
koté tulajdonsaggal rendelkezik, hanem egy argininben kilénésen gazdag résznek
készdnhetben a citoplazmaban talalhatd IkB-a fehérjéhez is képes koétédni (Vitagliano et
al., 2011).

Az immunizacié soran kulonféle adjuvansokat hasznaltunk és kilonb6zd
allatfajokat, sertéseket és egereket oltottunk. A Hu7ap-vel immunizalt allatok
szérumaban nem mutattunk ki 7ap-vel szemben specifikusan termel6dé ellenanyagot.
Az eredmény nem volt teljesen varatlan, az immunizacio kisméreti viralis fehérjék ellen
gyakran jar sikertelenll (Betakova et al., 2000; Zadori et al., 2005; Celis, 2002). A
szérumok tesztelése soran az Osszes immunizalt allat vérsavojabodl sejtmag elleni
autoantitesteket mutattunk ki, autoantitestek jelenlétét PRRSV fertézés utan mar
korabban is leirtak (Lemke et al., 2004). Feltételezésiink szerint a 7ap idézheti el6, vagy
legalabbis részben felelés lehet az autoantigének elleni immuntolerancia
meggyenguléséért. A limfocitak érése soran mindig képz&dnek olyan sejtek (autoreaktiv
limfocitak), amelyek sajat fehérjét, nukleinsavat (autoantigéneket) ismernek fel. Az
egészséges szervezetben tobb olyan mechanizmus talalhaté, amely megakadalyozza az
autoantigének elleni immunreakcié kialakulasat. Tobb, pozitivan toltétt viralis és
bakterialis fehérjérél bebizonyitottak (Hausmann et al., 1999; Quaratino et al., 1995;
Wucherpfennig és Strominger, 1995), hogy aminosav szekvencidban téle eltérd,
pozitivan toltétt emberi autoantigénekre (mylein bazikus fehérje, ribonukleoprotein
komplexek Ro és La, valamint C1q komplement fehérje) hasonlit (Stoyanova et al.,
2012; Routsias és Tzioufas, 2010; Mameli et al., 2014), igy autoreaktiv T- és B-sejteket
képes aktivalni (Wucherpfennig és Strominger, 1995; Sospedra et al., 2005; Vaughan et
al., 1995). Néha el6fordul, hogy az autoantigén és autoantitestek termelését kivaltd
fehérje kozti keresztreakciot nem lehet észlelni (Vaughan et al., 1995), valészinileg ez
tortént a Hu7ap esetében is. Egyik lehetséges magyarazat erre, hogy a Hu7ap
onmagaban nem immunogén, de hozzakotddik a fertézés soran elpusztult sejtekbdl,
vagy az immunizacié esetén a mechanikai sérllés, és az adjuvans okozta nekrézis,
apoptozis soran kiszabadult DNS-hez és nukleoproteinekhez. Normal esetben az
elpusztult sejtek maradvanyait a szervezet belsé tisztitdé mechanizmusa gyorsan
eltiinteti, igy a DNS vagy a nukleoprotein specifikus B-sejtek nem tudnak aktivalédni. Am
ha tisztité mechanizmust kozvetitd szérum amyloid P és C reaktiv protein valami miatt
nem tudja ellatni feladatat, példaul a Hu7ap hozzajuk koét6dott, akkor lehetséges lesz az
autoreaktiv B-sejtek aktivalodasa (Mold et al., 2001; Bickerstaff et al., 1999; Du Clos,
1996).
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A PRRSV-ben az evolucié soran tébb olyan mechanizmus alakult ki, amely képes
befolyasolni a szervezet virus elleni valaszat, és lassitani hatékony immunvalasz
kialakulasat. A 7ap lokalizacidja és kulénleges immunoldgiai tulajdonsagai azt mutatjak,
hogy a fehérjének fontos szerepe lehet a gyors és hatékony immunvalasz elkerilésében.
Tovabbi in vitro és in vivo vizsgalatok sziikségesek, hogy jobban megértsik a virus

életciklusaban betoltott szerepét.
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8.

Uj tudomanyos eredmények

. Meghataroztuk és elemeztik a 9625/2012 izolatum teljes genomszekvenciajat,

valamint a filogenetikai helyét.

. PRRSV-2/Hungary/102/2012 szekvenciaja az elsé olyan 2-es genotipusu teljes

genom Eurépaban, amely nem Ingelvac MLV eredetd.

. PRRSV-ben a GP2 és a GP3 fehérje transzmembran doménjait ugyanazok a

nukleotid szekvencidk koédoljak, mint a GP3 és GP4 szignalpeptidjeit. A
transzmembran régié konzervalt, am a vele atfed6 szignalpeptid minden esetben

hipervariabilis.

. Bioinformatikai modszerekkel bizonyitottuk egy Uj ORF jelenlétét (ORF7a) a virus

genomjaban, és fuzidés konstrukcidkkal igazoltuk, hogy az ORF7a-rél fehérjetermék

irodik le.

. Az ORF7a egy rovid, erésen pozitiv t6ltésl peptidet kédol (7ap). A PRRSV 1-es és

2-es genotipusabdl szarmazé 7ap IgG, DNS- és RNS-k6td kepességgel rendelkezik,

a 7ap kétéhelye az IgG-n az Fc rész CH2 doménjan talalhato.

. Az 1-es genotipusbdl szarmazé 7ap fehérje az egérben és a sertésben képes

sejtmag ellenes autoantitestek termelését indukalni.
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12. Fuggelék

12.1 ORF7a megorzottségének vizsgalatahoz felhasznalt szekvenciak

génbanki azonosité szamai

Torzs neve Génbanki azonosito Torzs neve Génbanki
szam azonositoé szam

HKEU-16 EU076704 Sno-6 DQ324714
KNU-07 FJ349261 Aus AF438362
Lelystad M96262 Vas-3 DQ324723
HU-14432/2011 KR296711 Upa-13 DQ324721
0i1CB1 DQ864705 WUH4 JQ326271
Amervac GU067771 NVD-JS2-2011 JQ715698
SHE GQ461593 Ch-1a AY032626
Psyrsvac-187 DQ324712 P129 AF494042
BJEUO061 GU047344 JA-142 AF396842
V3140 DQ355822 VR-2332 U87392.3

07v063 GU737264 Yn-2011 JX857698
Dzi-64 DQ324706 CA FJ194950

Che-64 DQ324703 A2CM2 JQ087873
Lena JF802085 MN3010 EF536000
Zad-39 DQ324733 97-7985 AF325691
Obu-1 DQ324707 SDSU73 EF442775
Yuz-48 DQ324728 17198-6 EF442776
Zap-41 DQ324734 Hawkeye EF532815
Vos-29 DQ324725 Flagship EF532804
Soz-8 DQ324720 MN184B DQ176020
NMEUO09-1 GU047345 05K212 EF441810
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12.2 9625/2012 filogenetikai vizsgalatahoz felhasznalt szekvenciak

génbanki azonosité szamai

Torzs neve Génbanki Torzs neve Génbanki azonosité
azonositészam szam

EuroPRRSV AY3666525 O03RB1 AY297124
Lelystad M96262 361-4 AY035915
Porcilis AF378819 2029/1997 AY035930
2231 AY875859 IT-39 AY739995
2906-2 AY875862 2567/1996 AY035932
65/2/1991 AY035936 IT-13 AY739969
Stendal V953 JN651728 Bel-24 DQ324669
Olot/1991 KF203132 Lena JF802085
AmerVac DQ324668 Okt-35 DQ324677
HU36 EF406351 Aus AF438362
28639/1998 AY035912 Sid DQ324682
32-10/1992 AY035913 VR-2332 U87392.3
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12.3 PRRSV-2/Hungary/102/2012 filogenetikai vizsgalatahoz felhasznalt

szekvenciak génbanki azonosité szamai

Torzs neve Génbanki Torzs neve Génbanki Torzs neve Génbanki
azonosité szam azonositészam azonosité szam
PRRSV- KM514315 PRRSV2/India | KP283449 PAS8 AF176348
2/Hungary/1 na/XwW083/201
02/2012 0
GD-2011 PRRSV2/India | KP283458 MLV AF159149
na/Xwo092/201 ResPRRS
KC527830 3
10-10QN JQ663556 NC16845 HQ699067 PRRSV2/Ind | KP300940
iana/XW096/
2011
JX JX317649 2000-5424 EU556160 PRRSV2/Ind | KP283452
iana/XWo086/
2011/0ORF5
10-Lws8-1 JQ663568 17198-6 AY656989 FJ-1 AY881994
09HEB JF268679 MN30100 EF536000 QY2010 JQ743666
07QN JF268673 PRRSV2/India | KP283448 SH1211 KF678434
na/XW082/200
8
09HUN1 GU168567 PRRSV2/India | KP283434 02-01676 DQ480117
na/XW068/200
8
JXAl EF112445 XW0012 KF724405 AY641474 AY641474
NVDC-JS2- | JQ715698 XwW0014 KF724406 PRRSV2/Ind | KP283454
2011 iana/XWo088/
2007
SRV07 JX512910 XWO007 KF724403 PRRSV2/Ind | KP283459
iana/XW093/
2013
NVDC-GD2- | JQ715697 AF066384 AF066384 PRRSV2/Ind | KP283444
2011 iana/XWQo78/
2013
HK4 KF287134 Neb-1 EU755263 PRRSV2/Ind | KP283432
iana/XW066/
2008
HB-1 AY150312 XW0019 KF724407 FF4 After EF532809
GD3 GU269541 NADC-8 AF396835 PRRSV2/Ind | KP283430
iana/XWo063/
2007
SHB EU864232 LMY DQ473474 98-3298 DQ306877
Em2007/ EU262603 ISU-P EF532816 02SP3 AY297118
CH-1a AY032626 PRRSV01 AF176424 PRRSV2/Ind | KP283423
iana/XW056/
2012
PRRSV2/Ind | KP283417 Hz-31 KC445138 PRRSV2/Ind | KP283455
iana/XWO050/ iana/XWo089/
2013/ 2011
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QUAL2 EF536002 NADC30 JN654459 DK-2004-2-1 | KC862585
After
Torzs neve Génbanki Torzs neve Génbanki Torzs neve |Génbanki
azonosité szam azonosité szam lazonosité szam
SDSU-73 JN654458 PRRSV2/India | KP283429 PRRSV2/Ind | KP283447
na/XW062/200 iana/XWo081/
6 2013
XW008 KF724404 DK-2010-10-4- | KC862583 AB175710 AB175710
1
JA142/ AY424271 PRRSV2/Mich | KP283460 PRRSV2/Ind | KP283421
igan/XWQ094/2 iana/XW054/
006 2012/0ORF5
NADC 20 JX069953 PRRSV2/India | KP283419 PRRSV2/Ind | KP283450
na/XWo052/201 iana/XWo084/
2 2011
98-6470-1 AF339493 Hawkeye4 EF532812 PRRSV2/Ind | KP283442
After iana/XwWo76/
2012
PRRSV2/Ind | KP283446 Hawkeye7 EF532815 PRRSV0045 | DQ494260
jana/XWo80/ Before 64_Kanada
2013
2000-52502 EU556180 MN184A DQ176019 K05-0050 JQ656133
Del-Korea
PRRSV2/Ind | KP283422 Biss After EF532802 PRRSV0045 | DQ494262
Iana/XW055/ 66 Kanada_
2012/ORF5 2002
PRRSV2/Illi KP283418 Lewis After EF532817 PRRSV0091 | DQ475481
nois/XWo051/ 4 USA_MN
2011 2001
PRRSV2/Ind | KP283438 CA-2 KF555450 PRRSV0065 | DQ475274
iana/XWO072/ 5 USA MN
2011 2000
PRRSV2/Ind | KP283433 PRRSV2/India | KP283436 PRRSV0002 | DQ476341
iana/XWO067/ na/XWo70/200 017_USA_M
2008 9 N_2003
PRRSV2/Ind | KP283426 PRRSV2/India | KP283435 PRRSV0098 | DQ475539
iana/XW059/ na/XW069/200 8_USA_MN
2006/0ORF5 9 2001
PRRSV2/Mi KP283461 PRRSV2/Mich | KP283456 IAF 93- U64932
ggglsz%toa#gv igan/XWo090/2 2616_Kanad
RF5 011 a 1993
PRRSV2/Ind | KP283428 Minnesota3 KP283412 PRRSV0072 | EU757719
iana/XWO061/ 07 USA IA
Abltis 2004
98-31701-1 AF339494 XW003 KF724401 PRRSV0015 | DQ476003
56_USA_ M
N_2002
Minnesota- KP283407 XWO009 KF724402 IAF 94-287 U64934
11A
Minnesotal KP283405 Minnesota4 KP283411 PRRSV2000 | EU759413
5 247 USA N
C_2007
JA1262 KF724400 Minnesota? KP283409 PRRSV0035 | DQ477597
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50 _ USA M
0O_1999
HENAN-HEB KJ143621 Minnesotab KP283410 Hawkeye2 EF532811
Before
Torzs neve Génbanki Torzs neve Génbanki Torzs neve [Génbanki
azonosité szam azonosité szam lazonosité szam
Minnesota9 KP283408 XWO001 KF632717 PRRSV2/Ind | KP283420
iana/XW053/
2012
PRRSV2/Ind | KP283427 Minnesotal6 KP283404 PRRSV2/Ind | KP283451
iana/XW060/ iana/XW085/
2006/0ORF5 2011
PRRSV2/Ind | KP283431 PRRSV2/India | KP283437 PRRSV2/Ind | KP283441
iana/XwWo64/ na/XW071/201 iana/XWo075/
2007/0ORF5 0 2011
PRRSV2/Ind | KP283431 PRRSV2/lllino | KP283439 Minnesotal KP283414
iana/XWo065/ iS/XW073/201
2007/ORF5 1
Hawkeye4 EF532813 PRRSV2/Mich | KP283440 PRRSV2/Ind | KP283453
Before igan/Xwo74/2 iana/XW087/
011 2013
Ingelvac DQ988080 PRRSV2/India | KP283445
ATP na/XW079/201
3/ORF5
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