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Roviditések jegyzéke

A: adenin / alanin

BAC: bakterialis mesterséges kromoszoma (bacterial artifical chromosome)
BHK: 0jsziilott horesdg vese (baby hamster kidney)
C: citozin / cisztein

cDNS: komplementer DNS

CMV: cytomegalovirus

CNS: kozponti idegrendszer (cetral nervous system)
CPCV: Cacipacore virus

CPE: citopatogén hatés (cytopathogen effect)
DNS: dezoxiribonukleinsav

E: glutaminsav

ELISA: enzyme linked immunosorbent assay
ER: endoplazmatikus retikulum

FBS: fotalis borjusavo (fetal bovine serum)

G: guanin / glicin

H: hisztidin

HAG: hemagglutinacio gatlasi proba

JEV: a Japan encephalitis virus

KOUV: Koutango virus

L: leucin

MEM: minimum essential medium
MVEV:Murray Valley encephalitis virus

NS: nemstrukturalis (nonstructural)

nt: nukleotid

RdRp: RNS dependens RNS polimeraz

+ssRNS: pozitiv irdnyitottsagli szimplaszala RNS
P: prolin

PBS: foszfatpuffer (phosphate buffered saline)
PCR: polimeraz lancreakcio

PRNT: plakk redukcios neutralizacids teszt

RNS: ribonukleinsav



RT: reverz transzkripciod

S: szerin

SLEV:St.Louis encephalitis virus

T: timin

TLR: toll-like receptor

Tm: olvadasi hdmérséklet (melting temperature)
TNF: tumor nekrézis faktor (tumor necrosis factor)
U: uracil

USUV: Usutu virus

UTR: nemkodol6 régio (untranslated region)

Vero: afrikai z6ld majom vese epithel (African green monkey kidney epithel)
WNV: West Nile virus, nyugat-nilusi virus
YAOV: Yaoundo virus



1. Bevezetés

A nyugat-nilusi virust az elsd leirdsat kovetd idokben nem tekintették jelentOs
korokozonak, hiszen az esetek tobbségében a fertdzés tiinetmentes maradt (MONINI, et al.,
2010) vagy enyhe lefolyasu, influenzaszert tiinetetekkel jaro, lazas megbetegedést okozott
(HUBALEK és HALOUZKA, 1999; ROSSI, et al., 2010). A késébbickben a nyugat-nilusi
virus szamos - halalos aldozatokat is koveteld - agyveldgyulladassal jar6 megbetegedést
okozott emberekben és lovakban, igy a koérokozd egyre inkdbb az orvosi és allatorvosi
érdeklédés kozéppontjaba keriilt (MONINI, et al., 2010).

Egy évtizeddel ezeldttig Afrikan kiviil csak az egyes genetikai vonalhoz tartozo
torzseket talaltak meg, azonban 2004-ben Magyarorszagon is igazoltak egy, a kettes genetikai
vonalhoz tartozé virustorzs jelenlétét (BAKONYI, et al, 2006). A kettes genetikai vonal
eurdpai megjelenésével sziikségessé valt a virus ide tartozo torzseinek alapos vizsgalata is,
hiszen a kettes genetikai vonalba tartozd torzsek jelentds eltéréseket mutatnak az egyes
genetikai vonal torzseihez képest pathogenitasukat, elsésorban neuroinvazivitasukat tekintve.

Vizsgalatunk célja egy, a nyugat-nilusi virus kettes genetikai vonaldhoz tartozo, teljes
hosszlisagu fert6zd klon létrehozdsa, majd ezt kdvetéen - a virus genetikai anyaganak
modositasaval - olyan virulencia markerek vizsgalata volt, amelyek irodalmi adatok alapjan
az egyes genetikai vonalhoz tartozd6 WNV torzsekben attenudlodashoz vezettek in vitro,
illetve in vivo. A kivélasztott virulencia markerek magyarorszagi izolatumokban valo

azonositasa utan hat kiilonb6z6 molekularis klon felépitését €s jellemzését tliztiik ki célul.



2. Irodalmi attekintés

2.1. Torténet, elterjedés

A nyugat-nilusi virust (West Nile virus, WNV) els6ként Uganda West Nile
tartomanyaban, 1937-ben Smithburn és munkatarsai izolaltdk egy lazas tiineteket mutatod
6slakos n6 vérébol. Kiillonbozo allatfajok egyedeit mesterségesen fertézték a virussal, és ezt
kovetben megbetegedést tapasztaltak a fert6zott egerekben és Rhesus majmokban (ez
utobbiakban agyveldgyulladas alakult ki), ugyanakkor a kisérletbe bevont tengerimalacok,
nyulak, stindk és Cercopithecus majmok tiinetmentesek maradtak. Az érintett egerek
szérumabol specifikus ellenanyagokat tudtak kimutatni, melyeket virus neutralizacios proba
segitségével vizsgalva immunoldgiai rokonsagot fedeztek fel a WNV ¢és a japan encephalitis
virus kozott (SMITHBURN, et al., 1940). A kovetkezd évtizedekben a WNV jelenlétét az
Ovilag jelentds részén leirtak: Afrikaban, a Kozel-Keleten, Azsia és Eurdpa szamos pontjan
¢s Ausztralidban is (Kunjin virus szubtipus) (GOULD ¢és FIKRIG, 2004). Az 1950-es évek
elején Egyiptomban emberekbdl, madarakbol, lovakbdl és szunyogokbdl is izolaltdk
(HUBALEK és HALOUZKA, 1999), és a Nilus-delta teriiletén a humén populaciénak
kb.40%-at szeropozitivnak talaltak WNV ellenanyagokra nézve (RAPPOLE, et al., 2000). A
nyugat nilusi virus eurdpai jelenlétét 1958-ban igazoltdk eldszor, amikor Albanidban két
ember vérében talaltak specifikus WNV ellenanyagokat. 1963-ban magat a korokozoét is
sikeriilt izoldlni emberekbdl és szinyogokbol a Rhone-deltdban (Camargue tartomany,
Franciaorszag), valamint emberekbdl és Hyalomma marginatum kullancsokbol a Volga-
deltaban. A kovetkezd években a virus jelenlétét Eurdpa szamos orszagaban kimutattak
(HUBALEK és HALOUZKA, 1999). A nyugat nilusi virus az 1990-es évek végén az
Ujvilagban is leirdsra keriilt: 1999 augusztusanak végén Queens északi részének egyik
korhdzaban egy fert6z0 betegségekre specializalodott orvos figyelt fel két idds,
meningoencephalitiszes paciensre, majd értesitette a New York-i Egészségligyi
Minisztériumot. Ezt kovetden hat hasonld esetet taldltak a kornyezd korhézakban. A
haematologiai vizsgéalatok és a liquormintdk vizsgalata alapjan virusos megbetegedést
allapitottak meg a meningoencephalitis hatterében, mind a nyolc paciensnél. ELISA vizsgalat
segitségével az 0sszes mintat pozitivnak talaltak St.Louis encephalitis virus ellenanyagokra. A
klinikai tiinetek, a laboratériumi vizsgalatok és a jarvanytani viszonyok (a St.Louis
encephalitis enzootias Eszak-Amerikaban) alapjan az eseteket egy St.Louis encephalitis
jarvanynak vélték. Az emberi megbetegedésekkel egy idoben szamos amerikai rovidesiirti

varju  (Corvus brachyrhynchos) elhullasat tapasztaltdk New York-szerte, és tomeges



megbetegedést észleltek a Bronx Zoo egzotikus madarainak kérében (NASH, et al., 2001;
BRAULT, et al.,, 2007). Az elhullott madarak koérbonctani vizsgalata sordn encephalitist
diagnosztizaltak, de a tetemekbdl vett mintdkat negativnak taldltak az elterjedt
madarpathogénekre nézve (NASH, et al., 2001). Kezdetben nem feltételeztek kapcsolatot a
madarak elhulldsa és az emberi megbetegedések kozott, mivel a St.Louis encephalitis
altalaban nem jar fatalis kovetkezményekkel madarakban. A késdbbiekben sikeriilt izolalni a
WNV-t a madartetemekbdl. A humén esetek tovabbi szerologiai és virologiai vizsgélataval
bebizonyosodott, hogy mind az emberi megbetegedések, mind a madarak korében tapasztalt
elhullasok hatterében a WNV all (NASH, et al., 2001; BRAULT, et al., 2007). Els6
yjvilagbeli felbukkanasat kovetéen az amerikai kontinens egyre nagyobb részén irtdk le a
WNV jelenlétét. 2003 végére mar 48 amerikai tagallamban kimutattak a virus jelenlétét.
Kanadéaban 2001-ben madarakbdl, 2002-ben pedig emberekbdl is izolaltak a virust. 2002-ben
virusneutralizacids proba segitségével WNV ellenanyagokat mutattak ki Jamaicdban ¢és a
Dominikai Ko6ztarsasagban madarakbol, valamint Mexikoban lovakbodl. Ezt kovetden egy

emberi megbetegedést is leirtak a Karib-térségben (GOULD ¢s FIKRIG, 2004).

2.2. Terjedési modok, gazdak

A nyugat-nilusi 14z korokozoja az arthropode-borne virusok (arbovirusok) kozé
tartozik, vagyis a gerinces gazdak kozotti atvitelében az izeltlabu vektorok kulcsfontossaguak.
A WNV legfontosabb vektorai a Culex szinyogok, de a korokozo jelen van tobbek kozott az
Anopheles, Aedes, Coquillettidia és Ochlerotatus fajokban is (GOULD és FIKRIG, 2004).
Eddig vilagszerte tobb mint 70 kiilonb6zd szinyogfajbdl sikeriilt izolalni a WNV-t, de csak
egy résziikknek tulajdonitanak jelentoséget vektorként. Egy szinyog akkor lehet kompetens
biologiai vektor, ha képes megfertdzédni a virussal, a virus el tud benne szaporodni és a
szunyog a nyalmirigyében hordozott korokozot at tudja adni a fogékony gazdanak
(CASTILLO-OLIVARES ¢s WOOD, 2004; MONINI, et al., 2010). A szunyogban torténd
replikacid, valamint a nyalmirigybe vald behatolds idétartamét jelentésen befolyasolja a
kornyezeti hdmérséklet és paratartalom: meleg idében a folyamat nagyjabodl két hetet vesz
igénybe. A vektorok szaporoddsara, aktivitdsdra is nagy hatdssal vannak a kornyezeti
koriilmények, igy a mérsékelt égovi teriileteken a nyugat nilusi laz jarvanyok kifejezett
szezonalitast mutatnak (CASTILLO-OLIVARES és WOOD, 2004). A legtobb eset juliustol
szeptemberig figyelhetd meg, amely egybeesik a szinyogok maximalis aktivitdsdnak

idészakaval (HUBALEK és HALOUZKA, 1999).



A virus a természetben sylvaticus (enzootids, exoanthropicus) ciklus formajaban
marad fenn, melynek kialakitdsdban vadmadarak és ornithophil szinyogok (Cx.univittatus,
Cx.tarsalis, Cx.modestus) vesznek részt. Emellett egy urban (epizooticus, synanthropicus)
ciklus is létezik, amelyben az emberi kornyezetben él6 madarak €s olyan szinyogok
szerepelnek, melyek madarakon és emldsokon egyarant tudnak taplalkozni (Cx.pipiens
pipiens, Cx.quinquefasciatus)(HUBALEK és HALOUZKA, 1999; MONINI, et al., 2010). A
Cx.pipens két formdja (pipiens és molestus) valamint a Cx.quinquefasciatus kozeli rokon
fajok (a Cx.pipiens komplex tagjai). Ezen fajok a mérsékelt és a tropusi égdvben egyarant
elterjedtek, a varosi és a vidéki kornyezetben is. A Cx.pipenst elsésorban ornithophil
(madarakon taplalkozo) szinyognak tartottak, igy leginkabb a sylvaticus ciklus fenntartasdban
tulajdonitottak neki kiemelt jelentdséget. Az utobbi években az Egyesiilt Allamokban leirtak a
Cx.pipens két formajanak intenziv hibridizacidjat és megallapitottak, hogy az olyan hibridek,
amelyek 6sei kozott tobb a molestus, szivesebben taplalkoznak embereken vagy egyéb
emldsokon. Ezen eredmények ismeretében a kutatok egyre inkdbb gy gondoljak, hogy a
Cx.pipiens fontos ,bridge vector”, vagyis jelentés szerepe van a nyugat-nilusi laz
koérokozdjanak madarakrol emberekre (és mas emldsokre) torténd - atvitelében
(FARAJOLLAHI, et al., 2011). A WNV vertikalis terjedését (a koérokozonak a fert6zott
néstény szinyogbol az utddaiba torténd atjutasat) szamos szinyogfaj esetében igazoltak
(GODDARD, et al., 2003). Tovabba a WNV-t sikeriilt kimutatni hibernalédott szinyogokbol
is, ami bizonyitja, hogy a korokozo képes attelelni a fertdzott vektorokban (CALISTRI, et al.,
2010; FARAJOLLAHI, et al., 2011; HAYES, et al., 2005). A WNV-t megtalaltdk mar
ovantagokban ¢és kullancsokban is. Laboratoriumi koriilmények kozott az dvantagok kozé
tartozo Argas arboreus képes volt atvinni a WNV-t csirkékre, illetve kiilonb6z6é Ornithodoros
fajok egereket tudtak fertézni. Az Amblyomma, Dermacentor ¢és Ixodes kullancsok
fertdzddtek ugyan a virussal, de a késdbbi vérszivas alkalméaval nem oltottak at a korokozot a
fogékony gazdakba. Igy valésziniitlen, hogy az dvantagok és a kullancsok jelentés szerepet
jatszananak a virus atvitelében (HAYES, et al., 2005).

A WNV elsédleges gazdai a madarak. Szemben a ludalakuakkal (Anseriformes) és a
harkalyalaktiakkal  (Piciformes) a  verébalakuak (Passeriformes), a lilealaktak
(Charadriiformes), a bagolyalakiuak (Strigiformes) és a solyomalakuak (Falconiformes)
amplifikacids gazdak, vagyis benniik a virus elég magas titert ér el ahhoz, hogy a rajtuk vért
szivo szinyogok fertézédjenek (HAYES, et al., 2005). Europaban és az Egyesiilt Allamokban
egyarant a hazi verébnek (Passer domesticus) tulajdonitanak fontos szerepet a virus

jarvanymenetében, hiszen ez a madar nagy szamban ¢l az emberi kornyezetben (CASTILLO-
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OLIVARES és WOOD, 2004). A madarak altalaban tiinetmentes hordozok, de a kozel-keleti
¢s a New York-i West Nile encephalitis jarvanyok idején szamos madar elhullasat figyelték
meg (LANGEVIN, et al., 2005), tovabba 2003 nyaran Magyarorszdgon 14%-o0s mortalitast
tapasztaltak hathetes hazi ludak (Anser anser domesticus) kozott, valamint egy évvel késobb -
szintén Magyarorszagon - egy héja hullott el a WNV 4altal eldidézett idegrendszeri
megbetegedésben (BAKONYI, et al.,, 2006). Amerikai révidesorli varjakban (Corvus
brachyrhyncos) a WNV bizonyos tdrzsei magas szintli virémiat és nagyaranyu elhullast
okoznak (BRAULT, et al., 2004). Ezen madarak ,sentinel fajként” hasznalhatok a WNV
aktivitdsanak vizsgalata soran, kOszonhetden a virus iranti magas fogékonysdguknak és
annak, hogy nagy szamban ¢élnek az emberek kozvetlen kornyezetében (BRAULT, et al,
2007).

Szamos emlds, hiille és kétélti fogékony a természetes ¢s kisérletes WNV
fertézésekre, de a tobbségiik (az ember €s a 16 is) csak alkalmi, véletlenszert, ,,dead-end”
gazda, vagyis benniik a virus titere nem ér el kelléen magas értéket ahhoz, hogy a rajtuk vért
szivd szinyogok fertézédjenek (MONINI, et al., 2010; ROSSI, et al., 2010). Azonban
bizonyos ragcsalo, nyal, mokus fajok, a mississippi aligator (Alligator mississippiensis) €s a
kacagd béka (Rana ridibunda) is kompetens rezervoarnak bizonyult (HAYES, et al., 2005;
MONINI, et al., 2010).

A WNV terjedésében a vandormadaraknak fontos szerepet tulajdonitanak: a madarak
az afrikai teleldhelyeken fert6zodhetnek, majd tavasszal visszatérnek Europaba és igy
behurcolhatjak a korokozot a kontinensre. A varosok kozelében talalhatd vizes éléhelyek
lehetdséget teremtenek a vandormadarak, a vektorok €s a helyi telepiiléseken €16 madarak
talalkozasara. A madarak aprilisi, méajusi megérkezését kdvetden a szinyogok fertézodnek,
benniik a virus amplifikdlodik, majd bekeriil a helyi - az emberi telepililéseken is nagy
ciklus is kialakul. Mindezek eredményeként nyar végén vagy Osz elején kialakulnak a
jarvanyok az emberek és a lovak korében. Ezt az elméletet tdmasztja ala az a megfigyelés,
hogy a jarvanyok leggyakrabban folyotorkolatok, lapok, arterek kozelében, juliustol
szeptemberig jelentkeznek (HUBALEK és HALOUZKA, 1999; HAYES, et al., 2005;
MONINI, et al., 2010).

Tobb feltételezett valasz is van arra a kérdésre, hogy a WNV hogyan keriilt be az
Egyesiilt Allamokba. Behurcolhattak allatkerteknek, allatkereskedéseknek szallitott vagy az
Atlanti-6ceant atrepiild madarak, repiilégépeken megbujo szinyogok is (GOULD, 2003).

Ezek koziil a vandormadarakkal kapcsolatos elméletet tartjak a legkevésbé valoszinlinek,
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hiszen az eurazsiai madarak f6 telel6helye Nyugat-Afrikdban van, igy ezek a madarak
legnagyobb valosziniiséggel a virusnak a nyugat-afrikai formdjat hurcolhattak volna be az
amerikai kontinensre, ugyanakkor a New York-i jarvanyokat okozo virustorzs egy kozel-
keleti torzzsel mutat szoros genetikai rokonsagot. Ez utdbbi pedig jelentdsen eltér a nyugat-
afrikai torzstdl (RAPPOLE, et al., 2000).

A WNYV fennmaradasaban ¢€s terjedésében tehat a szinyogoknak kulcsszerepe van, de
léteznek egyéb, a szunyogoktol fiiggetlen atviteli utak is. 2002-ben egy, a masodik
trimeszterben jar6 varandos nd fert6z0dott a West Nile virussal, és intrauterin modon atadta a
korokozot a gyermekének, aki stulyos agyi rendellenességekkel sziiletett. Az 1jsziilott
szérumabol ¢és cerebrospinalis folyadékabol WNV - specifikus ellenanyagokat tudtak
kimutatni. Szintén 2002-ben anyatejjel, vératomlesztéssel ¢és szervatiiltetéssel torténd
fertézéseket is leirtak (GOULD ¢és FIKRIG, 2004; KRAMER, et al., 2007). A WNV

lehetséges terjedési modjait €s gazdait az 1. abra mutatja.

j L S /\m :>
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1. abra A nyugat-nilusi virus lehetséges terjedési modjai és gazdai

dead-end gazdak

2.3. Nagyobb jarvanyok

Az els6 nagyobb nyugat-nilusi 1az jarvanyt 1957-ben irtak le Izraelben. Ekkor 419
emberi megbetegedést allapitottak meg. 12 esetben encephalitis is kialakult, és 4 ember
belehalt a fert6zésbe (SOLOMON, et al., 2003). Ezt kovetden 1962 és 1965 kozott a
franciaorszadgi Camargue tartomanyban, a Rhone-delta vidékén 14 human esetet regisztraltak,
valamint kozel 80 16nal encephalitis alakult ki. Egy ember meghalt, a lovak kozott pedig 25-
30%-o0s mortalitast tapasztaltak (CASTILLO-OLIVARES és WOOD, 2004). 1974-ben D¢l-
Afrikdban kozel 18000 emberi megbetegedés tortént, de ennek a jarvanynak nem voltak
halalos aldozatai (SOLOMON, et al., 2003). 1994-ben Algériaban 50 human esetet irtak le,
melybdl 12 neuroinvaziv volt, és a jarvanynak 8 haldlos aldozata volt (CALISTRI, et al.,
2010). 1996-ban Bukarestben és kornyékén 835 megbetegedést regisztraltak, 352 embernél
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tapasztaltak idegrendszeri tiineteket, 17-en életiiket vesztették a jarvanyban (SOLOMON, et
al., 2003; CALISTRI, et al., 2010). 1998-ban Olaszorszagban 14 l6nal idegrendszeri tiineteket
jelentkeztek, 6 allat elhullott. A jarvany korzetében tartott lovak kozott 58%-os
szeropozitivitast tapasztaltak. Emberi megbetegedést ekkor nem irtak le (CASTILLO-
OLIVARES ¢s WOOD, 2004; CALISTRI, et al., 2010). 1998 és 2000 kozott Izraelben 417
szerologiailag igazolt humén esetet dokumentaltak, és 75 16nal encephalitist allapitottak meg.
A jarvanyban 33 ember életét vesztette, 15 16 elpusztult. Ekkor - szokatlan modon - a madarak
kozott is nagy pusztitdst végzett a virus: tobb szaz hazilid (Anser anser domesticus) is
elhullott (CASTILLO-OLIVARES ¢és WOOD, 2004). 1999-ben Volgograd térségében 826
ember esetében irtak le nyugat nilusi lazat, ekkor 40-en vesztették életiiket (CALISTRI, et al.,
2010). Ebben az évben volt az elsd jarvany az Amerikai Egyesiilt Allamokban: New York
térségében 619 human megbetegedést regisztraltak, ebbdl 62 esetben szerologiai vizsgalattal
is igazoltdk a nyugat nilusi virus fertdzést, heten meghaltak. 20 16nal alakult ki encephalitis,
szamos amerikai rovidestirti varja (Corvus brachyrhynchos) és allatkerti madar is elhullott.
2000-ben Camargue tartomanyban 131 16nal alakultak ki idegrendszeri tiinetek (NASH, et al,
2001; CASTILLO-OLIVARES ¢és WOOD, 2004; BRAULT, et al., 2007). 2002-ben az
Egyesiilt Allamokban alakult ki az eddigi legnagyobb encephalitis jarvany: 4156
szerologiailag igazolt emberi megbetegedést dokumentaltak, 2946 esetben jelentkeztek
idegrendszeri tiinetek, 284-en meghaltak. 15000 I6nal alakult ki encephalitis, 16500 madar
elhullott (CASTILLO-OLIVARES ¢és WOOD, 2004; ROSSI, et al., 2010). Ugyanebben az
évben Izraelben 233 szeroldgiai vizsgalattal is igazolt emberi megbetegedést tapasztaltak, 33-
an meghaltak (SOLOMON, et al., 2003). A kovetkezé évben az Egyesiilt Allamokban 9862
human esetet irtak le, 2866 paciensnél idegrendszeri tlinetek is kialakultak, 264-en életiiket
vesztették a jarvanyban. Kozel 4000 16nal encephalitis jelentkezett (ROSSI, et al., 2010).
2008-ban Olaszorszagban 794 szeropozitiv lovat talaltak, 32-nél klinikai tiinetek is
jelentkeztek, 5 éllat elhullott. 9 human esetet is leirtak ekkor, amelybdl 4 neuroinvazivnak
bizonyult (CALISTRI, et al., 2010). Gordgorszagban 2010-ben okozott eldszér emberi
megbetegedést a nyugat-nilusi virus: 191 idegrendszeri érintettséggel is jard esetet irtak le,
ebbdl 77-et szeroldgiai vizsgalattal is aldtamasztottak. A jarvanyban 32-en életiiket vesztették
(PAPA, et al., 2011). Toérokorszagban 2010-ben 47 esetet dokumentéltak (12 szeroldgiailag is
igazolt), amelybdl 40 neuroinvaziv volt. Ekkor tizen haltak meg (KALAYCIOGLU, et al.,
2012). Eszak-Olaszorszagban 2012-ben 13 szeroldgiailag is igazolt human esetet
regisztraltak: 6t betegnél idegrendszeri tlinetek jelentkeztek, harom embernél lazas tiineteket

észleltek, és 6t WNV pozitiv vérdonort is talaltak (BARZON, et al., 2012).
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2.4. A nyugat-nilusi virus Magyarorszagon

Az elmult 40 évben Magyarorszagon, ¢és mas kozép-eurdpai orszdgokban
(Ausztridban, Csehorszagban, Szlovékidban) is kimutattak specifikus WNV elleni
ellenanyagokat emberekbdl és egyéb gerinces gazdakbol, valamint szamos virustorzset
izolaltak sziinyogokbol, ragcsalokbol és vandormadarakbol (BAKONYI, et al., 2005),
azonban 2003 el6tt nem tapasztaltak klinikai tlineteket sem allatokban, sem emberekben
(BAKONYTI, et al., 2006). 2003 nyaranak végén egy hathetes hazilud-allomanyban (Anser
anser domesticus) zajlo encephalitis jarvany sordn 14%-os mortalitdst tapasztaltak.
Korszovettani eljarassal, szeroldgiai vizsgalatokkal €s reverz transzkripciot kovetd polimeraz
lancreakcios (RT-PCR) modszerrel WNVftertdzest allapitottak meg (circovirus tarsfertdzéssel)
az elhullasok hatterében. A teljes genom szekvencia meghatarozésa és a filogenetikai analizis
alapjan a ludakbol szdrmaz6 izolatum nagyfoku hasonldsdgot mutatott az 1998-ban Izraelben
illetve az 1999-ben az Egyesiilt Allamokban talalt, az la genetikai csoportba tartozo
virustorzsekkel. Ugyanebben az id6ben 14 human WNV encephalitis illetve meningitis esetet
is leirtak Magyarorszdgon (BAKONYI, et al.,, 2006). 2004 augusztusaban Magyarorszag
délkeleti részén talaltak két fertdzott, idegrendszeri tiineteket mutatd héjat (Accipiter gentilis).
Itt is korszovettani vizsgalattal és RT-PCR modszerrel igazoltdk a WNV jelenlétét. A
szekvenalast kovetden megallapitottak, hogy a héjabol szarmazd izoldtum az 1937-ben,
Ugandéban talalt torzzsel mutat szoros rokonsagot, vagyis a kettes genetikai vonalba tartozik.
Ez volt az els6 olyan eset, melyben a lineage2 jelenlétét Europaban igazoltak. Ezt megel6zden
a kettes genetikai vonalat csak Afrikdban és Madagaszkaron talaltdk meg (BAKONY], et al,
2006). 2005-ben négy héjabol, egy karvalybol (Accipiter nisus) és egy elhullott juhbol is
kimutattdk a lineage2-be tartoz6 korokozot ugyanazon a teriileten, ami arra enged
kovetkeztetni, hogy a korokozo6 a fertdzott szanyogokban attelelhet (BAKONYI, et al., 2006).
2007-ben Kelet-Magyarorszagon a kettes genetikai vonalba tartozo virust talaltak héjakbol,
héaziludakbol, kék vércsékbdl (Falco vespertinus) és egy 10bol szarmazo mintakban is. Ezt
kovetden minden évben orszagszerte kimutattdk a lineage2 virus jelenlétét kiilonbozo
elhullott madarakbdl, szanyogokbdl, és klinikai tiineteket mutatod lovakbol is (KUTASI, et al.,
2011; BAKONYT, et al., 2013).

2.5. A virus szerkezete és életciklusa
A WNV virionja 45-50 nm atmérdjii. Kiviilrél burok (envelope) boritja, ezen beliil
helyezkedik el a nukleokapszid. A burok tulajdonképpen egy gazdasejt eredetii kettds lipid

membran, amelybe két viralis glikoprotein van bedgyazva, az 53 kDa-os E-protein és a 8 kDa-



os M protein. Az E-proteinnek sokféle szerepe van: antigén, hemagglutinin, valamint a virus
gazdasejthez kotddést medialdé molekula is (PETERSEN és ROEHRIG, 2001). A 30-35 nm-
es, ikozaéder szimmetriaji nukleokapszid egy 12 kDa-os kapszid proteinbdl és egy 11
kilobazis hosszusagl, pozitiv irdnyitottsagl szimplaszala RNS-bdl (+ssRNS) all. Az 5° végen
egy 96 nukleotid hosszusagli UTR talalhatd, ezt kdveti a 10302 nukleotid hosszsagu nyitott
leolvasasi keret, amely a polyproteint kddold szakasz, majd a 3° vég eldtt egy Gjabb, 621
nukleotidbdl all6 UTR. A kodold szakasz harom strukturfehérje, valamint hét nemstrukturalis
fehérje génjét tartalmazza. A virion felépitésében szerepet jatszo struktarfehérjék a C (kapszid
fehérje), az E (envelope) és a 18-20 kDa-os prM (prekurzor membran protein), melynek
késObbi enzimatikus hasitasaval keletkezik a burok membranjaba integralt, 8 kDa-os M-
protein. A nemstrukturalis (NS) fehérjék - NS1, NS2A, NS2B, NS3, NS4A, NS4B ¢és NS5 -
nélkiilozhetetlenek a sikeres replikaciohoz. Az NS1 a fert6zott sejtek felszinén expresszalodo
glikoprotein, melynek az immunrendszer elleni elrejtézésben van szerepe. Az NS2A részt
vesz a virus Osszeéplilésében, valamint az IFN promoterének aktivitasat gatolja. Az NS2B a
viralis NS3 protedz kofaktora. Az NS3 gén kiilonféle enzimeket kddol, gy mint trypsin-like
szerin protedz, RNA trifoszfatdz, NTPaz és helikdz. Az NS4A gatolja az interferon
szignalizaciot, illetve az endoplazmatikus retikulum (ER) moddositasaval eldsegiti a
replikacios domének bedgyazodasat. Az NS4B fehérjének kritikus szerepe van a sejt
antivirdlis valaszanak blokkoldsaban, interferon antagonistaként viselkedik (MUNOZ-
JORDAN, et al., 2005). Az NS5 fehérje egyrészt metiltranszferaz aktivitassal rendelkezik (az
57 vég metilezésével kialakitja a metilsapkat), masrészt pedig RNS-dependens RNS-
polimerdz (RdRp) (PETERSENés ROEHRIG, 2001; ROSSI, et al., 2010). A 3’UTR régio
specialis harmadlagos szerkezettel rendelkezik, amely fontos szabalyozo funkcidt tolt be a
virus replikdciojaban és Osszeépiilésében (BRINTON, et al.,, 2002).A WNV genomjanak

vazlata a 2. abran lathato.

UTR

5'

Ns1 NS2A

2. abra A nyugat-nilusi virus genomjanak felépitése
A WNV ¢letciklusanak - mint a 3. dbran is lathato - négy {6 adllomasa van: adszorpcid
¢s penetracio, transzlacio, replikacid, végiil pedig Osszeépiilés és kiszabadulas. A virus
receptor-medidlt endocitézissal jut be a gazdasejtbe, de az <érintett receptorok még
ismeretlenek. A gazdasejtbe keriilve a virus endoszomékba transzportalodik, amely
kompartmentek savassaganak hatdsara az E-proteinben olyan konformaciovaltozasok
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kovetkeznek be, melyek eredményeképpen a viralis és az endoszomalis membran fizional, és
igy a nukleokapszid a citoplazmaba jut. A citoplazméban a kapszid és az RNS disszocial. A
viralis +ssRNS szerkezete az mRNS-éhez hasonlo, igy a gazdasejt mechanizmusait és
enzimeit felhasznalva zajlik rdla a policisztronos transzlacio, vagyis a kodold régiorol
egyetlen precursor polipeptid keletkezik, amely a késdbbiekben érési folyamaton esik at,
vagyis cellularis és virdlis protedzok hatasara tiz - strukturélis és nemstrukturélis - fehérjére
valik szét. Ezzel parhuzamosan - szintén a citoplazmaban - zajlik a replikacio, a virdlis
proteinek altal megalapozott specialis doméneken, viralis eredetli RNS-dependens RNS-
polimeraz (RdRp) segitségével. Az RdRp a +ssRNS-t kiegésziti duplaszaliva, amely
replikaciés intermedier kettévalik, majd a levalo -ssRNS egésziil ki duplaszalava, végiil ez is
szétvalik. A folyamat sokszor ismétlodik. A keletkezd -ssRNS-ek templatként szolgalnak a
RdRp szamara a kovetkezd ciklusban, a +ssRNS-ek pedig bekapcsoldédnak a transzlacidba.
Végil a keletkezd +ssRNS-ek ¢és a struktirfehérjék az ER-ba jutnak, ahol megtorténik a virus
Osszeépiilése, majd az ER-Golgi-apparatus szekrécids uton az utdédvirionok exocitozissal vagy
bimbozassal elhagyjak a gazdasejtet, mikozben atesnek az utolsd érési fazisokon is

(CASTILLO-OLIVARES és WOOD, 2004; ROSSI, et al., 2010).
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3. abra A nyugat-nilusi virus életciklusa
2.6. Filogenetika

A nyugat-nilusi virus a Flaviviridae csaladon beliili Flavivirus nemzetség tagja.
Haemagglutinaci6é gatlasi és keresztneutralizacios probak alapjan a Japan encephalitis virus

szerokomplexbe soroljak, melynek tovabbi - a 4. dbran is lathato - tagjai a Japan encephalitis
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virus (JEV), a St.Louis encephalitis virus (SLEV), a Murray Valley encephalitis virus
(MVEV), az Usutu virus (USUV), a Yaoundo virus (YAOV), a Cacipacore virus (CPCV),
valamint a Koutango virus (KOUV).

- '50-60-as évek Europa, Afrika

1a | 150 a5 évek Afrika
SLEV - '90-es évek Eurépa
lineage 1 - '90-es évek vége Izrael, USA, 2003. Magyarorszag
1b - -
T 4
USUV 1é - :
YAOV
CPCV lineage 2
{ - Afrika, Madagaszkar, 2004. Magyarorszag |
KOUvV
lineage 3
WAV ;— Rabensburg virus ("97 Csehorszég_)]
lineage 4
:- Rus98 ('98 a Kaukazus észak-nyugati része)l
lineage S
g - indiai izolatumol
lineage 6
{ -malajziai izolitumok |
lineage 7
$ - spanyol izolétumokl

4. abra A nyugat-nilusi virus genetikai vonalai és a Japan encephalitis virus
szerokomplex tagjai.

JEV- Japan encephalitis virus, SLEV - St.Louis encephalitis virus, MVEV - Murray Valley encephalitis
virus, USUV - Usutu virus, YAOV - Yaoundo virus, CPCV - Cacipacore virus, KOUV - Koutango virus

Az egyes WNV torzsek jelentds kiillonbségeket mutatnak mind a nukleinsav, mind az
aminosav-szekvenciak tekintetében. Az E-proteint kodold gén egy 225 nukleotid hosszusagu
szakaszanak szekvenalasa alapjan a WNV torzseket két genetikai vonalba soroltdk, melyek
kozott hozzavetdlegesen 75% nukleotid-azonossagot talaltak. A lineage 1-be sorolt torzseket a
vilag szdmos pontjan izolaltdk, a lineage 2-be tartozo tdrzseket azonban 2004-ig csak
Afrikdban és Madagaszkaron talaltdk meg, mig 2004-ben két Magyarorszagon elhullott
héjabol is ehhez a genetikai vonalhoz tartozé virust sikeriilt azonositani (LANCIOTTI, et al.,
2002; BAKONYT, et al., 2006). A lineage 1-en beliil harom clade-et kiilonitenek el: 1a, 1b és
Ic. Az la-n belil eurodpai, afrikai és amerikai térzsek is vannak, az 1b clade az ausztréliai

Kunjin virustorzset, az 1c pedig indiai izolatumokat tartalmaz (LANCIOTTI, et al., 2002;
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BAKONYI, et al.,, 2005).Az utobbi években taldlt Gjabb torzsek filogenetikai vizsgalata
alapjan felmertilt legalabb 6t tovabbi genetikai vonal létezése is. A lineage 3-ba az 1997-ben
Csehorszagban Culex pipiens szunyogokbol izolalt Rabensburg virust (RabV-97-103), a
lineage 4-be a Kaukdzus észak-nyugati részén 1998-ban Dermacentor reticulatus
kullancsokbdl izolalt Rus98 virust (LEIV-Krnd88-190), a lineage 5-be indiai, mig a lineage 6-
ba malajziai, a lineage 7-be pedig spanyol izolatumokat soroltak(BAKONYT, et al., 2005;
BONDRE, et al., 2007; MACKENZIE és WILLIAMS, 2009; VAZQUEZ, et al., 2010). A

WNYV eddig azonositott genetikai vonalait a 4. dbra szemlélteti.

2.7. Klinikai tiinetek

A nyugat-nilusi virus altal eldidézett klinikai tiineteket leginkabb emberekben,
lovakban és madarakban tanulmanyoztak részletesen, hiszen ezen ¢€l6lények korében fordul
eld a legtobb megbetegedés. A WNV-sal fertdzott embereknek csupan 20-40%-a mutat
klinikai tiineteket, leggyakrabban 6nlimitalé nyugat-nilusi laz formdjaban. Miutdn a fert6zott
szinyog beoltja a virust a szervezetbe, 2-14 nap hosszusagu lappangasi idészak kovetkezik.
Ezutan jelennek meg az influenzaszerli megbetegedésre jellemzd tiinetek. Idegrendszeri
megbetegedés csak a fertdzott emberek kevesebb, mint egy szazalékdban alakul ki
(KRAMER, et al., 2007). Ebbdl a szempontbdl a novekvd életkor a {6 kockazati tényezd
(MONINI, et al., 2010), pl. a 2002-ben az Egyesiilt Allamokban lezajlott jarvany esetén a
WNYV okozta agyveldgyulladasban meghalt betegek atlagéletkora 79 év volt (GOULD, 2003).
Ugyanakkor nagyobb az esély az idegrendszert érintdé megbetegedés kialakulasara
szervatiiltetésen atesett személyekben, cukorbetegekben, magas-vérnyomas betegségben vagy
rosszindulati daganatokban szenveddknél. Egerekben a sulyos idegrendszeri megbetegedések
iranti genetikai hajlamot is kimutattak (a 2’-5’-oligoadenilat-szintetdz hianya), de emberekben
ezt nem sikeriilt igazolni (HAYES, et al., 2005). A neuroinvaziv megbetegedések alapvetden
harom formaban jelentkezhetnek: meningitis, encephalitis vagy akut petyhiidt bénulés
(KRAMER, et al., 2007). Az idegrendszeri tiinetek altalaban 1-7 nappal az influenzaszer(i
megbetegedés kialakulasat kovetden jelentkeznek (GOULD, 2003). Meningitis esetén a laz
mellett az agyhartya-irritacié tipikus jelei figyelhetok meg: fejfajas, a nyakizmok ¢és a tarko
merevsége, photophobia (KRAMER, et al., 2007). Az encephalitis legjellemz6bb tiinetei a
disorientacié, a tudatzavar, a remegés, az ataxia, az Onkéntelen mozgisok ¢és a
parkinsonismus. Az influenzaszerli és az idegrendszeri megbetegedéseken kiviil a fertdzott
emberekben ritkan egyéb korképek is kialakulhatnak: myositis, rhabdomyolysis, myocarditis,

hepatitis, pancreatitis, orchitis, chorioretinitis, uveitis, vitritis. Emberek esetében a WNV altal
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eldidézett megbetegedések kimenetele jelentés egyedi valtozatossdgot mutat, de
altalanossagban elmondhatd, hogy az agyveldgyulladassal jard esetekben stlyosabb
komplikaciok alakulnak ki, és magasabb a mortalitds, mint az agyhdartyagyulladasban
szenvedd pacienseknél. Az agytorzs, illetve a gerincveld bizonyos teriileteinek érintettsége
estén a rekeszizom ¢és a bordakdzi izmok bénulasa is bekdvetkezhet, amely 1égzési
elégtelenséghez és halalhoz vezethet (HAYES, et al., 2005). A bénult betegek egy része hetek
alatt teljesen felépiil, mig masok tobb honapig toloszékhez kotottek (KRAMER, et al., 2007).
A nyugat-nilusi lazban szenvedd, de idegrendszeri tlineteket nem mutatdé embereknél a
gyogyulasi 1d6 atlagosan 7-10 nap (MONINI, et al., 2010). Az emberekhez hasonldéan a
lovakban is tiinetmentes marad a legtobb WNV fert6zés (NIELSEN, et al., 2008), viszont az
idegrendszeri tiinetek kialakuldsdnak nagyobb a valdszintisége (10%), mint emberekben (1%),
¢s az idegrendszeri tiinetekben megnyilvanulé sulyos betegség 40% koriili elhullashoz vezet
(WARD, et al., 2006). A betegség a szunyogcsipést kovetd 3-15 napos inkubécios id6 utan
lazas altalanos tiinetekkel (a 14z nem feltétlen tiinet lovak esetében- OIE Manual) és
gyengeséggel kezdddik. A gerincveld-karosodésra visszavezethetd idegrendszeri tiinetek 1-2
héttel az elsddleges tiinetek utan jelentkeznek ataxia, egy-vagy kétoldali (legtobbszor a hatso
labakat érintd) paresis, esetleg négylab paralysis formajaban, gyakran bor talérzékenységgel,
izommerevséggel vagy izomremegéssel kisérve (WEESE, et al., 2003; WARD, et al., 2004).
Bizonyos esetekben az agyi érintettségre utalo tiinetek is megjelennek: dysmetria, mentalis
zavarok, aluszékonysag, hyperexcitatio, agresszio, hyperaesthesia. A VII., IX., XII. agyidegek
¢érintettsége miatt kialakulhat facialis-bénulés, a nyelv 16gasa, dysphagia is. A megbetegedett
lovak egy része spontan elhullik, de gyakori az eutanazia is. A haldlozési rata a 2000-es
Egyesiilt Allamokbeli jarvany esetén 38%, ugyanebben az évben a franciaorszagi jarvanyban
57,1%, mig az 1998-as olaszorszagi jarvanyban 42% volt (CASTILLO-OLIVARES ¢s
WOOD, 2004). Madarak esetében jelentds faji eltéréseket tapasztalhatunk a WNV iranti
fogékonysagot, a virus patogenitasat, és igy a klinikai tlinetek jelenlétét, valamint a fertézés
kimenetelét érintden. Vannak alacsony fogékonysaghi fajok (pl. hazitytk) és magas
fogékonysagu fajok (pl. varjufélék csaladja). A WNV patogenitasat eddig tobb mint 57
madarfajban dokumentaltdk. A klinikai tiinetek kialakuldsanak oka a kdzponti idegrendszer és
egyéb szervek (maj, 1ép, vese, sziv) fertézédése. Altaldban a virus beoltasat kovetd 6todik
napon jelentkeznek a nem specifikus tiinetek: depressio, anorexia, dehidratio, csapzott
tollazat, vonaglds, ataxia, rendellenes fejtartas, remegés, inkoordinalt repiilés, paresis,
disorientatio. Ragadozd madarakban jellemzé a vaksagig fokoz6do latdsromlds, az

idegrendszeri tiinetek, tollfejlédési zavarok kialakuldsa, valamint az élettartam csokkenése. A
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magas fogékonysagot mutatdé madarfajokban az elhullds gyakran a klinikai tlinetek
jelentkezését kovetd 24 oran beliil jelentkezik. A fatalis kimenetel sokszor nem a virusfertézés
altal eldidézett szervi elvaltozdsok kozvetlen kovetkezménye, hanem kiilonféle bakterialis,

gombds, parazitas tarsfertézések hatasa (GAMINO és HOFLE, 2013).

2.8. Patogenezis

Nehéz a nyugat-nilusi virus patogenezisének pontos folyamatat megismerni, hiszen a
kiilonféle torzsek virulenciajaban jelentds kiilonbségek lehetnek, sok a tiinetmentes fert6zés,
valamint a korfejlédés modjat a gazdafaj is befolyasolja: fontos eltérések vannak az emberek,
a lovak, a madarak illetve a kisérleti allatok (egerek, patkanyok, horcsogok) kozott is.
Altalanossagban elmondhat6, hogy a virus a fertézott szinyog nyalaval jut a szervezetbe,
majd a beoltds helyén kezd replikdlodni a bor Langerhans sejtjeiben (dendriticus sejtek),
amelyekkel a lokalis nyirokcsomokon keresztiil a nyirokaramba, onnan pedig a vérbe jut,
vagyis kialakul az (emberekben és lovakban altalaban alacsony szintii) elsédleges virémia. A
virémia soran a virus a kiilonféle szervekbe (1ép, mdj, vesék) jut, ahol tovabbi amplifikécio
zajlik (KRAMER, et al.,, 2007; ROSSI, et al., 2010). Madarakban mar a szinyogcsipést
kovetden 30-45 perccel is sikeriilt a virust detektalni a periférias vérbol, tehat ezen allatokban
nem feltétleniil sziikséges az els6dleges viraemiat megeldz6 helyi virusszaporodas (GAMINO
és HOFLE, 2013).

Az idegrendszerbe vald bejutds modja egyeldre ismeretlen, alapvetéen harom
feltételezés van ezzel kapcsolatban: passziv transzport a vér-agy gaton at, annak
karosodasaval vagy karosodasa nélkiil, a vér-agy gaton vald aktiv atjutas, illetve retrograd
terjedés a periférias idegek axonjai mentén (KRAMER, et al., 2007; ROSSI, et al., 2010;
GAMINO és HOFLE, 2013). A vér-agy gaton valo passziv transzportot egérkisérletek alapjan
feltételezik: a magas szinti virémia kialakulasa eldsegiti a vér-agy gat karosodasat, és ezaltal
a virusnak a kozponti idegrendszerbe vald bejutdsat, ugyanakkor a magas virustiter
onmagaban nem prediszponalja a neuroinvazivitast. A vér-agy gat karosoddsa nélkiil is
bejuthat a virus a kdzponti idegrendszerbe, melyhez a gazda valaszreakcidi is hozzajarulnak:
WNV-sal kisérletesen fertdzott egerekben azt tapasztaltak, hogy megndtt az agyban a TLR-3
kifejez0dése, €s ezen keresztiil a TNF-a mennyisége is, amely kapillaris-szivargashoz, tehat a
vér-agy gat ateresztd képességének novekedéséhez vezetett. Ugyanakkor nem minden lethalis
egérfertdzésben tapasztaltak emelkedett permeabilitast, sot horcsogokben a megndvekedett
permeabilitds nem feltétleniil okozott WNV-indukalt elhulldst. Azokban az allatokban

(egerek, madarak), amelyek vérében a virus magas titert képes elérni, a virus vér-agy gaton
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valé 4tjutdsa joval nagyobb mértékli, mint pl. lovakban és emberben, ahol a virémia
jelentdsen kisebb mértékii. Ez esetben a CNS-be vald bejutasban a periférids neuronok
mentén torténd retrograd virustranszportnak lehet fontos szerepe (CASTILLO-OLIVARES és
WOOD, 2004; KRAMER, et al., 2007; ROSSI, et al., 2010). Madarakban feltételezik a vér-
agy gaton keresztiili aktiv atjutdst is: ezen allatokban immunhisztokémiai moddszerekkel
sikeriilt az endothel sejtekben WNV-antigéneket detektalni (GAMINO és HOFLE, 2013).

A WNV perzisztalhat is a fert6zott szervezetben. Kisérletesen fertézott horcsdogokben
¢s majmokban a klinikai gyodgyulast kdvetéen 6t honappal is sikeriilt WNV-t illetve viralis
antigéneket kimutatni az agyszovetbol. Ezen feliill a horcsogok egy részében kronikus
vesefertdzést észleltek: a virus nyolc honapon keresztiil {iriilt a vizelettel. Ezt a jelenséget
emberekben is leirtdk: a virdlis RNS hat évvel a fert6z6dést kovetden kimutathatd volt a
vizeletbdl (MONINI, et al., 2010). Madarakban virus tartosan megtelepedhet a vesén és az
agyon kiviil a 1épben, a bérben valamint a szemben is (GAMINO és HOFLE, 2013).

2.9. Patologia

Madarakban a WNV-ra széles sejti €s szdveti tropizmus jellemzd, igy a kérbonctani
kép is rendkiviil valtozatos. A nem jellegzetes, makroszkoposan megfigyelhetd elvaltozasok
(lesovanyodas, dehydratio, testszerte jelentkezd vérzések, splenomegalia, hepatomegalia, a
myocardium sapadtsadga, halvany foltok jelenléte a majban, a 1épben, a vesében, cerebralis
atrophia és malatia) azokban a fajokban alakulnak ki, amelyek viszonylag hosszabb ideig
(akar honapokig) talélik a fertézést (pl. szalagos bagoly, Strix varia), azonban a magas
fogékonysaga fajokban (pl. a verébalakuak rendje) - a sokszor peracut médon bekdvetkezd
elhullas miatt - erre nincs id6. Mikroszképos laesiok viszont minden elhullott madéarban
megfigyelhetdk, els6sorban a CNS-ben, de egyéb szervekben is vannak celluldris szintii
elvaltozasok. Ezek egyrészt a virus kozvetlen karositd hatasa miatt jonnek létre, mésrészt a
gazdaszervezet immunvalasza is fontos szerepet jatszik a kialakuldsukban. A kozponti
idegrendszerben  limpho-plasmo-histiocytds =~ meningoencephalitis  jelei  lathatoak:
perivascularis  infiltratratio, gliosis, gliahegek. Immunhisztokémiai modszerekkel
virusantigéneket tudtak kimutatni az idegsejtekbdl, a gliasejtekbdl, a gyulladasos sejtekbdl,
valamint az endothelsejtekbdl is. Ragadoz6 madarakban a szem és a periférias idegrendszer is
¢rintett lehet: jellemzOd a limpho-plasmo-histiocytds infiltraci6 a retindban, valamint a
proventriculdris és a ventricularis ganglionokban, tovabb4 a retinasejtek necrosisa (€s
esetleges mineralizacidja). A WNV fertdzes esetén a legtobb madarban a szivben, a majban, a

vesékben, a 1épben és egyéb lymphoid szervekben, valamint az emésztotraktusban, a tiidoben
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és a vazizmokban is vannak korszdvettani elvaltozasok (GAMINO és HOFLE, 2013). A
madarakkal szemben lovakban nem alakulnak ki szignifikans elvaltozasok az extraneuralis
szovetekben, csak a kozponti idegrendszer érintett. A vezetd elvaltozasok enyhébb-sulyosabb
mértékli  polioencephalomyelitis perivasculdris lymphocytds beszlirddéssel, gliasejtes
gocokkal, esetleg neurophagiaval és vérzésekkel. Elsdsorban az agytorzs és a bazilis
ganglionok érintettek, illetve sokszor talalhatd elvaltozas a gerincveld ventralis szarvdban az
agyeki, keresztcsonti és hati szakaszaiban (CANTILE, et al., 2001), de 1étrejohetnek a kisagy
¢s az agykéreg teriiletén is (CASTILLO-OLIVARES ¢és WOOD, 2004). Emberekben
encephalitis, meningitis €s poliomyelitis is kialakulhat (ez utobbi all az akut petyhtiidt bénulas
hatterében). ElsOsorban a thalamus, az agytorzs illetve a kisagy teriiletén alakul ki
perivascularis limphocytads-macrophagos besziirddés, az astrocytdk szelektiv proliferacidja,
necrosis, valamint poliomyelitis esetén a gerincveldeliilsd szarvaban taldlhaté motoros

neuronok destrukcioja €s a teriilet gyulladasos sejtes infiltracioja (KRAMER, et al., 2007).

2.10. Immunitas

WNV fertdzés esetén a replikdcido ¢és a szétterjedés megakadalyozasaban a
velesziiletett €s a szerzett immunitasnak is fontos szerepe van. Az immunrendszer sejtes és
humordlis részének megfeleld milkddése is nélkiilozhetetlen a virus elleni sikeres
védekezéshez. A fo végrehajté mechanizmusok: a citotoxikus T-sejtek, a virusneutralizalo
ellenanyagok, a nem neutralizalé ellenanyag-valasz, valamint az ellenanyag-dependens sejt
kozvetitette citotoxicitds (CASTILLO-OLIVARES ¢és WOOD, 2004). A humoralis
immunvalasz kontrollalja a periférian torténd virusszaporodast, a T-sejtek pedig a kdzponti
idegrendszerbe bejutott virust pusztitjdk el. Ezt tdmasztja ala, hogy T-sejt deficiencias
paciensekben gyakrabban alakulnak ki neuroinvaziv, illetve haldlos megbetegedések
(MONINI, et al.,, 2010). A neutralizal6 ellenanyagok nagy része a virus struktiralis E-
proteintjét ismeri fel, de a NS1-protein elleni ellenanyagok is protektivek a WNV ellen. Az
NS3 és NS5 fehérjék ellen is kialakul ellenanyag valasz, de ennek a szerepe még ismeretlen.
Az immundominans E-proteinnek 3 doménje van (DI., DII., DIIL.), melyeken legalabb
tizenkét epitopot azonositottak. /n vitro vizsgalatok soran azt tapasztaltak, hogy a DIlI-hoz
kotddo ellenanyagnak van a legerdsebb neutralizalo hatasa, ugyanakkor a virus neutralizacioja
egy Osszetett jelenség, tobbféle ellenanyag egyiittes jelenléte sziikséges hozza. Az ellenanyag
a virushoz vald kotddéssel neutralizalhatja a virust direkt modon, pl. az internalizacidhoz

sziikséges receptorok blokkolasaval. A neutralizacié indirekt Gton is végbemehet, vagyis az
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ellenanyag kotddése gatolja azokat a konforméci6 valtozasokat, melyek a dekapszidacidhoz

¢s a citoplazmaba vald penetraciohoz sziikségesek (MONINI, et al., 2010).

2.11. Diagnosztika

A definitiv diagnozis felallitisdhoz nélkiilozhetetlen kiilonféle laboratoriumi tesztek
elvégzése, hiszen a klinikai tlinetek, a korbonctani és korszovettani elvaltozasok sem
patognomikusak. A laboratoriumi vizsgalatok altalaban vérszérumbol vagy liquorbol
torténnek. Direkt modszerekkel magat a virust vagy annak nukleinsavat, indirekt
modszerekkel a virus ellen termelt ellenanyagokat lehet kimutatni. Jol alkalmazhat6
klasszikus virologiai mddszer a virusizolds, majd ezt kovetden a virus meghatarozdsa WNV-
specifikus monoclonalis ellenanyagokkal vagy RT-PCR-rel (GOULD, 2003). A RT-PCR az
idegrendszeri tlinetek jelentkezésekor, a sokszor alacsony szintli virémia esetén is eredményre
vezethet (HAYES, et al., 2005). A szeroldgiai vizsgalatok, mint a HAG vagy az ELISA nem
elég specifikusak: sok a lehetséges keresztreakcio mas flavivirusokkal (JEV, MVEV, SLEV,
USUV). A PRNT esetén kevesebb a keresztreakcid, savopar-vizsgalatokkal és a szoba jovo
keresztreagald virusokkal torténd szimultan titralassal eredményre vezethet a diagndzisban
(GOULD, 2003; MONINI, et al., 2010). Lovak esetében a lazas altalanos tiinetekkel indul6
betegség soran a virus a rovid virémia miatt 4altaldban az idegrendszeri tiinetek
megjelenésekor mar vérbol direkt mdédon nem mutathatéd ki, ilyen esetben a vér szerologiai
vizsgalata soran indirekt médon igazolhato a fertézottség. A vizsgalatra elérhetd IgM illetve
IgG kimutatasara alkalmas ELISA is, tehat a friss fertdzottség is megallapithatd. IgM tipust
ellenanyagok a fert6zddést kovetd 7 nap alatt megjelennek, 2-3 honapig kimutathatok, mig a
késobb, 10. nap koril megjelend IgG tipusu ellenanyagok 1-3 évig is perzisztalhatnak a
vérben. Ha kordn felmeriil a gyani WNV okozta megbetegedésre, cerebrospinalis folyadékbol
RT-PCR vizsgalattal esély lehet a virus direkt kimutatdsara. Elhullott allatbol féként az
agyvelobdl (agytorzs, nagyagy), gerincvelébdl lehet virust kimutatni RT-PCR reakcioval,

illetve az idegszdvetekbdl immunhisztokémiai modszerekkel is.
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3. Anyag és modszer

3.1.A kiindulasi virus elszaporitasa

A kiindulési virus egy Magyarorszagon 2010-ben izolalt, kettes genetikai vonalhoz
tartoz0 WNV volt. A virust egy idegrendszeri tiineteket mutatd 16 agyvelejébdl izolaltuk,
miutdn az Ull6i Nagyallat Klinikan elpusztult. A szekvencia analizis sordn kideriilt, hogy az
izolalt virus a Magyarorszagon 2004-6ta cirkulalé WNV torzsekre nagymértékben hasonlito,
magas patogenitasu torzs. A virus elszaporitasa Afrikai z6ld majom vese epithel (Vero)
sejteken tortént. A sejtvonal a NEBIH ADI szovettenyésztd laboratoriumaban,
szovettenyésztd palackban fenntartott egyrétegli sejtkultura volt. Tépfolyadékként Eagle’s
MEM szovetfenntartd folyadékot hasznéltunk (Sigma-Aldrich, Saint Louis, MO, USA),
kiegészitve 10% kolosztrummentes fotalis borjusavoval (FBS), 0,3 mg/ml glutaminnal, 100
U/ml penicillinnel, 0,1 mg/ml streptomycinnel és 0,25 pg/ml amphotericin B-vel, (Sigma-
Aldrich). Négy nappal az egyrétegli szovettenyészet fertézése utan, a maximalis citopatogén
hatas elérésekor a palackok haromszori fagyasztidsa és olvasztdsa tortént, majd alacsony
fordulatszamu centrifugalds (1000 x g) 20 percig, a szovettormelek és a feliilluszoban marado
virus elkiilonitéséhez. Végiil a feliiliszo tovabbi ultracentrifugalasaval (50000 x g, 8 6ra) a

virust pelletizaltuk €s kis mennyiségii fosztatpufferben (PBS) vettiik fel.

3.2. RNS kivonas és komplementer DNS (¢cDNS) szintézis

Az RNS kivonasat az ultracentrifugalt virus szuszpenziébol QIAamp Viral RNA Mini
Kit-tel (QIAGEN, Hilden, Germany) végeztiik, a gyartd utasitasai szerint. Az egyszala cDNS
eldallitasa SuperScript III First-Strand Synthesis System (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA)
reverz transzkripcios rendszerrel €s genomspecifikus primerekkel tortént (3°XbaSaclIR illetve

3°30bR).

3.3. Plazmid és kompetens sejtek

A pBeloBAC TGE (Wang et al., 1997) plazmidot L. Enjuanes (Centro Nacional de
Biotecnologia, Department of Molecular and Cell Biology, Madrid, Spain) bocsatotta
rendelkezésiinkre, amelyet Balint és munkatarsai (BALINT, et al., 2012) egy a 3’ jarulékos
szekvenciak utdni Xhol restrikcids enzim vagohely torlésével, valamint egy Sfil, Sfol, BstBI,
Clal, BamHI, Xhol, AsiSI, AvrIl és Sacll restrikciés enzim vagohelyeket tartalmazé
tobbszords klonozo hely (multiple cloning site) beépitésével moddositottak, igy létrehozva a
pBeloBAC FP, bakteridlis mesterséges kromoszoma (BAC) vektort. Megfeleld mennyiségii
plazmidot Max Efficiency DH10B kompetens Escherichia coli baktériumok (Invitrogen)
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tette a plazmidot felvett baktériumok szelektiv ndvekedését, mivel a pBeloBAC FP
tartalmazott kloramfenikol rezisztenciaért felelds szakaszt. A kompetens sejtekbdl a
transzformaciot kovetden egy €jszakan at tartdo novekedés utan QIAGEN Large Construct Kit
(QIAGEN) segitségével nyertiik ki a kiindulasi, illetve a klonozasi 1épések soran eldallitott

rekombinans plazmidokat (6. abra).

3.4. A teljes hosszusagu duplaszala DNS eléallitasa fzios PCR-ek alkalmazasaval

Az 5. abran is lathatd moddszer lényege a virus teljes genomjat lefedd, egymassal
atfedé polimerdz lancreakciok termékeibdl felépiild fuziés PCR-ek sorozata. A polimeraz
lancreakciokhoz az elsd tadblazatban feltiintetett genomspecifikus primereken kiviil Phusion
Hot Start High-Fidelity DNS polimerazt (Finnzymes, Espoo, Finland) alkalmaztunk, amely
enzim nagyon kis hibaszazalékkal dolgozik ¢és kifejezetten alkalmas hosszit DNS szakaszok
felerdsitéséhez. A genomspecifikus primereket a PrimerSelect (Lasergene, WI, USA)
programmal terveztiik és ellendriztiik.

1. tablazat Genomspecifikus primerek

NEV NUKLEOTID SORREND
1F GAGCTCGTTTAGTGAACCGTAGTAGTTCGCCTGTGTGAGC
T7F ATGGCCCGGGCGGCCTAATACGACTCACTATAGAGTAGTTCGCCTGTGTGAGCT
1FRC GCTCACACAGGCGAACTACTACGGTTCACTAAACGAGCTC
4750F CACACACTATGGCACACCACTAAGG
5314R CCTCAGACATCTCAGCAGCAACGAC
5426R GACATCAGCCTGTGTGTGAGAGTGG
8190F AGACTGGCTGCACAGAGGACCTAAG
9175R GGTCTTCATTGAGGAATCCGAGAGC
3’25bR AGATCCTGTGTTCTAGCACCACCAG
3'30bR AGATCCTGTGTTCTAGCACCACCAGCCACC
3' XBASaclIR ATCCGCGGTCTAGAGATCCTGTGTTCTAGCACCACAG

Az els6é 1épés a CMV (cytomegalovirus) promoter szekvencia kinyerése volt a
pBeloBAC FP plazmidbol PCR-el (5’SFIIF*1FRC). Ezutan genomspecifikus primerek
segitségével (1F*5426R) a virus elsé 5426 nukleotidjanak felerdsitése kovetkezett, ugyancsak
PCR-el. Az elébb emlitett két PCR termékbdl fuizios PCR-el allitottuk el6 az I-es Fragmentet,
kihasznalva hogy 1F és 1FRC egymas reverz komplementerei voltak. A reakcidhoz 5’SFI1F
és 5314R oligokat és a kovetkezd protokollt hasznaltuk: 98°C 30 masodpercig; majd 30
30 masodpercig az annealinghez ¢és 72°C 3 percig az extenzidhoz; végiil 72°C 7 perc a végsd
lancépiiléshez. A specifikus primereket az elsé négy ciklus lefutasa utdn adtuk a reakcidhoz,

ezzel eldsegitve a részben egymast atfedd templat Osszetapadasat. Ezzel egy idoben egy
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alternativ I-es Fragmentet is eldallitottunk egy specialis forward primer segitségével, amely a
virus 5° végének ¢és a T7 bakteriofdg promoternek a szekvencidjat tartalmazta. A
tovabbiakban a virus kozépsd kortilbeliil 4500, illetve utolso koriilbeliil 3000 nukleotidjanak
felerdsitése soran jott 1étre a Il-es és Ill-as Fragment (4750F*9175R; 8190F*3°25bR). A
masodik fiziés PCR soran az egymast részben atfedd I-es és Il-es Fragment Osszeillesztése
kovetkezett, igy létrehozva Fragment [+1I-t. A reakcidhoz 5’SFI1F /T7F és 9175R oligdkat és
a fent emlitett protokollt hasznaltuk, 4 perc extenzioval. A teljes hosszisdgi komplementer
DNS eldallitasanak utols6 1épése Fragment I+II és Fragment III &sszekapcsolasa volt,
ugyancsak fuzios PCR segitségével. A reakcio az el6zokben leirthoz hasonldéan folyt, de
ciklusonként 7 perc extenzioval, valamint 5’SFI1F /T7F és 3°30bR primerek felhasznalasaval.
Valamennyi fragment és a végsd teljes hosszisagh ds DNS elkiilonitése agardz gél
elektroforézissel, majd tisztitdsa a 0,8%—os gélbél QIAquick Gel Extraction Kit-tel
(QIAGEN) tortént.

UTR

s 3
PCR termékek:
@ MRS |T ragment II.|
4750F x 9175R
E ragment Il].l
Fuziés PCR-ek: 8190F x 3'30bR

- 5’SfilF x 5314R

4785F x 9175R

8547F x 3'25bR
1.Faziés PCR
2.Fuziés PCR
G 3.Fiziés PCR

[Fragment L G
- [teljes hossziisagi ds DNS |

Alternativ Fragment 1.
(T7 bakteriofgag promoter

S. abra A teljes hossziisagi DNS eléallitasa fuziés PCR-ek alkalmazasaval

3.5. A teljes hosszusagu fert6zo klon eloallitasa hagyomanyos klonozasi 1épések altal

A 6. abra segitségével szemléltetett modszer lényege a virus teljes genomjat
tartalmazé dupla szala DNS -pBelobac FP- alacsony kopiaszamu plazmidba val6 beépitése.

A virus teljes genomjat lefedd, egymast atfedé6 PCR termékek (Fragment I, II és III)
eloallitasa az elobbiekben leirtak szerint tortént. A Ill-as Fragment esetében reverz primerként

egy olyan specialis oligonukleotidot alkalmaztunk, amely a virus 3’ végének nukleotidjait,
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valamint két extra restrikcids enzimvagohely (XBal és Sacll) szekvenciajat is tartalmazta. Az
I-es Fragmentet csak a CMV promoterrel kapcsoltuk Ossze, in vitro transzkripcid ebben az
esetben nem tortént.

A klonozaési 1épések a kovetkezOk szerint torténtek. Elsd 1épésben Fragment IIl-at és
pBeloBac FP-t emésztettiik Avrll és Sacll restrikcios enzimekkel, majd az agardz gélen
szétvalasztott és tisztitott, ragadds véggel rendelkezd fragmenteket T4 DNA Ligdz enzimmel
(Invitrogen Life Technologies), ligalassal illesztettiik Ossze, igy eldallitva CMV-WNV-3
rekombinans plazmidot. A kovetkezd 1€péshez sziikséges mennyiségi CMV-WNV-3
plazmidot DH10B kompetens Escherichia coli baktériumokban szaporitottuk fel, majd
QIAGEN Large Construct Kit (QIAGEN) segitségével nyertiik ki tiszta, koncentralt
formaban. Masodik 1épésben a Fragment II beillesztése kovetkezett az elébbi plazmidba
(WNV-3) ligalassal, BstBI ¢és Avrll restrikcios enzimes emésztés utan. Az igy eldallitott
rekombinans plazmid a CMV-WNV-3-2 elnevezést kapta. Az utolsd 1épésben keriilt sor
Fragment 1 és WNV-3-2 emésztésére Sfil és BstBI restrikcidos enzimekkel, hogy ligalassal
valod Osszeillesztésiik kovetkeztében 1étrej6jjon CMV-WNV-3-2-1, teljes hosszusagu klon.

BlstBl Avrll Sacll

5148 11
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\
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6. abra A teljes hosszisagi duplaszala DNS eldallitasa hagyomanyos klonozasi 1épések
altal

Az 0Osszes eléallitott rekombinans plazmid a kompetens baktériumokban stabilnak
mutatkozott, toxicitasra utald jel nem volt lathato. A restrikcids enzimes emésztések illetve a
klénozas egyéb Iépései a standard protokollok alapjan torténtek (SAMBROOK et al., 2001).

Valamennyi rekombinans plazmid szekvencidjat restrikcids enzimes térképezéssel (7.

abra) és polimeraz lancreakciok termékeinek szekvencia analizisével ellendriztiik.
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7. abra Restrikcids enzimes térképezés.

Balrél jobbra: NS4B-102 klén: intakt plazmid, NS4B-249 klon: intakt plazmid, NS4B-102 klén: BstBI-el
emésztett, NS4B-249 klon: BstBI-el emésztett, NS4B-102 klon: Sfil-el emésztett, NS4B-249 klon: Sfil-el
emésztett, NS4B-102 klon: Sfil-el és Xbal-el emésztett, NS4B-249 klon: Sfil-el Xbal-el emésztett

3.6. Szekvencia analizis

A kiindulési virus és az elkésziilt klonozott virus teljes genomszekvencidjat ABI Prism
Big Dye Terminator cycle szekvendlo kit (Perkin-Elmer) felhasznalasdval automata ABI
Prism 310 szekvenaldo berendezéssel (Perkin-Elmer) hatdroztuk meg. A klonozéds soran
Phusion Hot Start High-Fidelity DNS polimerdzzal (Finnzymes, Espoo, Finland) eldallitott
atfedd PCR termékek nukleotid sorrendjét BigDye V3.1 Terminator Sequencing Kit (Applied
Biosystems, Foster City, CA, USA) és automata ABI 377 DNS szekvenald berendezés
(Applied Biosystems) segitségével ellendriztik. A szekvencidk elemzéséhez ¢és
Osszehasonlitasahoz a SeqMan és MegAlign programokat (Lasergene, Madison, WI, USA)
hasznaltuk.

3.7. Pontmutaciok létrehozasa a WNV genomban

Az irodalmi adatok alapjan kivalasztott potencialis virulencia markerek azonositasa
utan a teljes genom szekvencia ismeretében kijeloltik a mutagenezis 10kuszait, ¢és
meghataroztuk az aminosav valtoztatdsokhoz sziikséges nukleotid cseréket. A muticiokat
tartalmazo primereket az Integrated DNA Technologies (IDT) OligoAnalyzer programjaval
ellendriztiik. A mutaciok és a genomban elfoglalt helyiik a kdvetkezok voltak: Csy 3T az NS1
fehérje génben (PasoL), Gs3613C az NS2A fehérje génben (AjoP), Csis7A az NS3 fehérje
génben(Py49H), és harom mutacié az NS4B fehérje génben: CCr03031GG (P33G), G7223C
(C102S) és A7664G (E249G). A mutaciok helye a 8. abran lathato.

A pontmutaciokat PCR alapu mutagenezissel illesztettik a genomba, olyan
komplementer forward és reverz primerek segitségével, amelyek tartalmaztdk a kivant
nukleotid eltérést. A mutans fragmenteket két darabban allitottuk eld, egyrészt az adott

fragment 5 végérdl induld forward primer és a modositast tartalmazo reverz primer, masrészt
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a modositott forward primer és az adott fragment 3° végérdl induld reverz primer kozotti
szekvenciak felerdsitésével polimerdz lancreakcid soran. A két terméket agar6z gélbdl valo
tisztitast kovetden fuzios PCR-el illesztettiik Ossze, igy létrehozva az 1), kivant mutaciot
tartalmazo fragmentet. Ezutdan WNV-3-2-1 rekombinans plazmidbdl a mutacié pozicidjatol
figgben Fragment I illetve Fragment II kivdgasa kovetkezett restrikcids enzimekkel. A
cserélni kivant fragment és a rekombinans plazmid tisztitdsa agardz gél elektroforézis utdn
QIAquick Gel Extraction Kit-tel (QIAGEN) tortént, majd az ujonnan szintetizalt, modositott
szekvenciaval rendelkezé Fragment I-et vagy II-0t a tiszitott, ragadds végli plazmidba

ligalassal illesztettiik.

WNV: 11.014 bp
PBeloBac plazmid: 7507 bp
fragment L. fragment II. fragment III.
Sacll Avrll Sacll Sacll XBal Sacll

4640 3148 7469 7756 8914
5 6000 7000 8000

000 9000 10.000 11.000
"'130—31\‘ 7664 |o.0n g
NS4B.38|[NS4B.249 3190F  91TER
!Ty
7500F=DVF (1F2a) ‘\\ng"’l

Sl 7o61F-SHIF

kék: primerek (F-forward, R-reverse)

zéld: viltoztatisi helyek (mutdciés pontok)
piros: restrikciés enzimek hasitasi helvei

|
-~ T 3000

4000

8. abra CMV-WNV-3-2-1, teljes hosszusagu fert6zo klon a pontmutaciokat tartalmazo
genomszakaszokkal

3.8. Transzkripcio

A CMV-WNV-3-2-1 teljes hosszusagu fert6z6 klon in vivo transzkripcidjahoz négy
mikrogramm duplaszala DNS-t transzfektaltunk BKH-21 sejtekbe Turbofect in vitro
transzfekcids reagens segitségével (Thermo Scientific). A transzfekcid elétt a CMV klonbol
expresszids kazettdt vagtunk ki Sfil és Xbal restrikcids enzimes emésztéssel, majd Mung
Bean nukledzzal kezeltiik az egyszalu ragadds vég eltavolitasahoz. Az emésztések utan az
expresszios kazettdt és az egyéb termékeket 0,8%-os agar6z gélen -elektroforézissel
valasztottuk szét (10. abra), €s a kazettat a transzfekcio el6tt QIAquick Gel Extraction Kittel
(QIAGEN) tisztitottuk. A négy mikrogramm DNS-t Turbofect reagennsel valo 20 perces
inkubacid utdn szovettenyésztd lemezen 24 6raja ndvekedd, koriilbeliil 60%-ban Osszefliggd
BHK-21 sejtekhez adtuk. Ezutan a lemezeket 37°C-on inkubaltuk 4 6ran keresztiil, majd a

feliiluszot eltavolitottuk, és friss 10% borjusavot tartalmazé Dulbecco's Modified Eagle
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Medium (Sigma-Aldrich, Saint Louis, MO, USA) tapfolyadékot mértiink a sejtekre.
Transzkripci6 in vivo, a CMV promoter koézremiikodésével a BHK-21 sejtekben tortént.
Lathato citopatogén hatas (CPE) 48-96 oraval a transzfekcié utan jelent meg. Az itt leirt

modszert a 9. abra szemlélteti.

\\, - el Mung Bean nukleaz
Xbal 0,8% agaroéz gél elektroforézis
- W T QIAquick Gel Extraction Kit )

/ I\‘ Kkodol6 szakasz /
Sfil " é | )
Xbal

— expressziés kazettal
CMV-WNV Kl6én expresszios Kazetta expresszios kazetta
| urbofect reagens

11 i I ] P ﬂ
O O O ) O O Q ]

TRANSZKRIPCIO HK-2
inkubdcié (4h, 37°C) inkubécié (20 min)
TRANSZFEKCIO

=]
-

9. abra Az in vivo transzKkripcio

10. abra Expresszios kazettak emésztése Sfil és Xbal restrikcios enzimekkel
Balrdl jobbra: NS4B-38 klon, NS4B-102 klon, NS4B-249 klon
A T7-WNV klon in vitro transzkripcidjdhoz a mMESSAGE mMACHINE T7 Kit-et
(Ambion) hasznaltuk, a gyartd utasitasai szerint. Az in vitro atirt, szintetikus cap-el ellatott
RNS transzfekcidja az in vivo modszernél leirttal megegyezden folyt. Citopatogén hatast 48-

72 oraval a transzfekcid utan tapasztaltunk.
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4. Eredmények

4.1. A nyugat-nilusi virus teljes hosszusagu fert6z6 klonjanak eloallitasa

A genetikailag modositott virusok 1étrehozasahoz ¢és kifejezéséhez valasztott
modszereink alapja a +ssRNS virus genomjabol eldallitott teljes hossziisagi komplementer
DNS BHK-21 sejtekbe tortént transzfekcid utani in vivo, illetve T7 RNS polimeraz altali in
vitro traszkripcidja, majd életre keltése.

A klonozasi stratégia kivalasztasakor figyelembe vettiik a kiindulasi lineage 2-es
WNYV izolatum genomjaban eredetileg is el6fordulo restrikcids enzim vagohelyeket, illetve a
pBeloBAC FP kiindulasi plazmid tobbszords klonozé helyének vagohelyeit. A fragmentek
hosszusagat ez, és a polimerdz lancreakciokban vald konnyebb kezelhetdség, tovabba a
véltoztatni kivant részek elhelyezkedése hatarozta meg. Igy a III. Fragment esetén Sacll és
Avrll, a II. Fragmentnél Avrll és BstBI, az I-es Fragment kialakitasanal pedig BstBI és Sfil
restrikcids enzimeket hasznaltunk. A klonozasi sorrend, azaz a III — II — I Fragmentek sorban
torténd beillesztése a pBeloBAC FP plazmidba nem volt véletlen, ugyanis a Sacll restrikcios
enzim a tervezett klénozashoz hasznaland6 16kuszon kiviil még harom helyen (162, 7469,
7756. nt), az Avrll restrikcios enzim pedig még egy helyen (4640.nt) bevagott a kiindulasi
WNV genomba. Ahhoz, hogy az egyes fragmentek beillesztésénél a restrikcios enzimek ne
hasitsak fol az extra vagohelyeken is a genomot, a III — II — I Fragment sorrend betartasa
elengedhetetlen volt.

A virus 3’ végének kialakitdsara egy specialis primert terveztiink, amely a
klonozashoz sziikséges Sacll restrikcidos enzim vagohelyén kiviil egy Xbal vagohelyet is
tartalmazott. Ez azért volt sziikséges, mert a WNV nem rendelkezik poli A farokkal, viszont
utolsoé nukleotidjai nagyon konzervativak. 3' XBASaclIR primer nukleotid szekvencidja ugy
lett kialakitva, hogy pontosan a virus 3” végének utols6 nukleotidja mogott vagja el a ds DNS-
t az expresszids kazetta CMV-WNV-3-2-1 plazmidbol torténd kivagasa soran. A levagott
szakasz a pirossal jelolt, az alahuzott az Xbal vagashely szekvencidja:
ATCCGCGGTCTAGAGATCCTGTGTTCTAGCACCACAG.

A mutéaciokat tartalmazo primerek tervezése esetében a valtoztatni kivant lokusz
elhelyezddése adott volt, igy az olvadasi homérséklet (Tm) ¢és a GC szédzalék tervezésénél
ezeket figyelembe kellett venni. A kivanalmak a kdvetkezOk voltak: a mutacid kortilbeliil a
primer kdzepén helyezkedjen el, a primer hossza lehetdleg ne 1épje tul az 45-50 nukleotidot,
hajtti strukturdk ne alakuljanak ki, a GC szdzalék maximum 52% legyen, az olvadasi

hémérséklet pedig 65°C alatt maradjon. A minimum 40 nukleotid hosszisag a fiziés PCR-
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ekhez sziikséges, ugyanis a templatok ezeken a szakaszokon komplementerei egymdésnak, az
els6 4 PCR ciklus alatt itt tapadnak Ossze. A primerek tulajdonsdgait a 2. tdblazat foglalja
0ssze. A reverz parok ugyanezen tulajdonsdgokkal rendelkeznek, mivel a forward primerek
reverz komplementerei. Lathatd, hogy minden oligd esetében a Tm 65°C folotti érték volt, st
a 102NS4B primer esetében a Tm 75°C f6lé emelkedett. Ugyanezen primer mutatta a
legrosszabb GC%-ot is, tovabba a GC% ¢és a Tm tovabbi emelkedésének megakadalyozéasa
miatt 54 nukleotidnal nem lehetett rovidebbre tervezni.

A polimeraz lancreakciok sordan végiil minden oligd6 miikoddképesnek bizonyult, a

standard protokollok 1ényeges valtoztatasa nélkiil.

2. tablazat Mutacidés primerek tulajdonsagai

piros: mutaciot tartalmazo triplet

név nukleotid sorrend hossz | GC | Tm
(nt) % | (°0)

NS1-F CATCACCTTGGCAGGACTCAGAAGCAATCATAACAGGAGACC 42 50,0 | 66,8
NS2A-F TTCGCAAGAGGTGGACGCCCAAGATCAGCATTCCAGCTATCA 42 52,4 | 69,6
NS3-F GGTACCAAACCTCAGCAGTGCACAGAGAGCACAGTGGAAATGA 43 51,2 | 68,6
38NS4B-F TTCTTGCTTGATCTGCGGGGGGCTACAGCATGGTCTCTCTAT 42 52,4 | 69,3
102NS4B-F | TCAGCTCTCTTGCTGGCGGCCGGGTCCTGGGGCCAAGTGACCCTGACTGTGACT | 54 64,8 | 76,4
249NS4B-F | GGACTCTCATCAAAAACATGGGGAAACCAGGCCTCAAGA G 40 50,0 | 66,6

Az instabilitasi problémak elkeriilése céljabol pBeloBac alacsony kopiaszamu
plazmidot és olyan kompetens sejteket (Max Efficiency DHI0B Escherichia coli
baktériumok) haszndltunk, amelyek kifejezetten nagyméretli plazmidok felvételére és stabil
megtartasara alkalmasak. A rekombinans plazmidokat a hdsokk altali transzformaci6 soran
10-40%-ban vettek 61 a DH10B Escherichia coli kompetens sejtek, amelyekben az dsszes

rekombinans plazmid stabilnak mutatkozott.

4.2. A klonvirusok kifejezodése sejtvonalakon

Az eldallitott teljes hosszusagl, valtozatlan genommal rendelkezd vagy a kivant
mutaciot tartalmazo teljes hossziisagua DNS-ek traszkripcidjat in vivo és in vitro modszerekkel
1s véghezvittik. Az in vivo transzkripciot eldszor Vero sejtekben szandékoztunk
megvaldsitani, azonban a transzfekci6 tobbszori probalkozas és a protokoll valtoztatdsa utdn
sem volt sikeres. A Vero sejteken 96 o6rdval a transzfekcid utan sem lattunk citopatogén
hatast. Lathatdé CPE-t, vagyis a sejtek el0szor plakkokban, majd diffuzan valé lekerekedését

végil BHK-21 sejtek transzfekcidja utan 48 oraval sikertilt észlelniink.
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Az in vitro transzkripcios lehetdség az esetlegesen fellépd splicing mechanizmusok
elkertilése céljabol (amire késdbb gyanut keltett a Vero sejteken tortént sikertelen probalkozas
is), illetve az irodalomban fellelhetd moddszerek Gsszehasonlitasa céljabol meriilt f6l. Az in
vitro atirt RNS transzfekcidja azonos moédon, Turbofect in vitro transzfekcids reagens
segitségével tortént. Ebben az esetben is a lathatd CPE (a sejtek lekerekedése) kozel azonos
iddben, koriilbeliil 48 éraval a transzfekcio utanjelent meg a BHK-21 sejteken, és maximumat
kortilbeliil 48 oraval késobb érte el. A két modszer soran kapott eredmények kozott

szignifikans kiilonbséget nem lattunk. Minden esetben a BHK-21 sejteken életre keltett

virusok passzalasa Vero sejtekre tortént, amelyen a jellemzd CPE-ta 11. dbra szemlélteti.

11. abra Egyrétegii Vero sejttenyészet (nativ)

Fels6: negativ kontroll, als6: NS4B-38 klonvirus altali citopatogén hatas, 72h pi.
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A tovabbiakban Vero sejteken elszaporitott virusok ndvekedése hasonld lefutdst
mutatott - egy kivételével - a kiilonbdz6 mutéaciokat tartalmazo virusok esetében. Nagy fokban
lelassult a novekedése, illetve alacsony titerben szaporodott el Vero sejteken az NS4B fehérje
102. aminosavanak helyén cisztein helyett szerint tartalmazoé virus(G7223C mutacid), amelyet a
96 oraval a sejtek fertdzését kovetden késziilt real-time RT-PCR eredményét megjelenitd 12.
abran is lathatunk. Az amplifikaci6 sordn a szovetfeliiluszobol kivont RNS-t hasznaltuk
templatként a WNV lineage 2 virusok NS3 kddolo régidjara tevezett TagMan alapt real-time
RT-PCR rendszertinkben.

5| Reports.., %, Std Curve [T Resubs | g Dynamic Tube g Slope Correct “g Ignore First | [T] Outlier Removal... | Save Defauls

NS4E 249 -2

Morm, Fluorg

Adiust Scale. .. Auto-Scale Default Scale Log. Scale

12. abra Klonvirusok amplifikacios gorbéi

jelmagyarazat: -2: 100xhigitott RNS-bél kiindulva
A mutacidok meglétét a Vero sejteken elszaporitott virusokban szekvencia analizissel
ellendriztiik. Minden esetben a megvaltoztatott genomot kaptuk vissza, vagyis a mutaciok a

virus tobbszords passzalasa soran is stabilnak mutatkoztak.
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5. Megbeszélés

A reverz genetikai rendszerek, mint a fert6z6 DNS klonok is, manapsag
elengedhetetlen eszkozok a virusok genetikdjanak, virulencidjanak, vagy akar replikacidjanak
vizsgalatahoz (DAVIS, et al., 2001; SCHOLLE, et al., 2004; ROSSI, et al., 2005). A WNV
kettes genetikai vonaldhoz tartozé virusok 2004 6ta rendszeresen el6fordulnak hazankban €s a
kornyezé orszagokban, enyhébb-sulyosabb megbetegedéseket okozva (BAKONYI, et al.,
2013). A kettes genetikai vonalhoz tartozé afrikai WNV torzseket — valdsziniileg a
diagnosztikai hianyossagai miatt - sokdig alacsony patogenitasunak tartottdk, azonban az
utdbbi idében szdmos neuroinvaziv, sulyos megbetegedést okozo tagjukat izolaltak lovakbol
¢s emberekbdl is Afrikaban (VENTER és SWANEPOEL, 2010). Mivel a kozép-eurdpai
WNV torzsek is magas patogenitastinak tlinnek, fontos a virulencia genetikai markereinek
azonositasa.

A flavivirusok nemstruktaralis fehérjéi Osszetett funkcioval rendelkeznek.
Elengedhetetlen eszkdzei a normalis virus replikdcionak, részt vesznek a virion
Osszeépiilésében (ROSSI, et al., 2010, SHIRYAEV ¢s STRONGIN, 2010) ¢és kiilonb6zo
modokon az immunrendszer kijatszasaban is. Az egyik legfontosabb ¢és leghatékonyabb,
virulenciat meghataroz6 képesség az interferonok blokkoldsdn alapul, mivel virusfert6zés
esetén az interferonok az elsé immunmediatorok (SAMUEL, é¢s DIAMOND, 2005; KELLER,
et al. 2006; SUTHAR, et al. 2012). Az I-es tipusu interferonok szignalizacidjanak gatlasaban
tobbek kozott részt vesz az NS2A (LIU, et al. 2006), NS2B, NS3, NS4A (LIU, et al. 2005),
NS4B (MUNOZ-JORDAN, et al. 2005; EVANS és SEEGER, 2007) és az NS5 fehérje is
(LAURENT-ROLLE, et al, 2010). Bizonyos mutaciok soran valtozasok Iéphetnek fel a
fehérje szerkezetében, polaritdsdban, amely az enzimtevékenységének vagy egyéb
funkcidjanak csokkenését idézheti eld.

Célunk olyan aminosav valtozasok vizsgalata volt a genomban, amelyek korabbi
tanulmanyok alapjan az egyes genetikai vonalhoz tartoz6 WNV torzsekben a patogenitassal
Osszefliggésben voltak. Ezekben a virusokban egy - egy adott nemstrukturalis fehérje egy
aminosavanak megvaltoztatasdval a virus kisebb nagyobb mértékben attenualodott,
esetlegesen megvaltozott a szovettenyészeten torténd replikacioja, plakk formalo képessége,
in vivo pedig mindegyik mutéciot tartalmazo virus virulencidja csokkent egér modellben. A
prolin — leucin aminosav csere a dimer szerkezet felbomlasahoz vezet, amely kovetkeztében a

virus replikacidja lelassul, és tizszeres virulenciacsokkenés tapasztalhaté egérben. Vero
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sejteken a két virus azonos titert ér el, habar a mutaciot tartalmazo virus novekedése az elsd
fazisban szignifikdnsan lassabb (HALL, et al., 1999). Visszaallitva az eredeti helyzetet (250.
aminosavhelyén prolin), a virus visszanyeri a normal szaporodoképességét (LIU, et al., 2003).
Ha a Kunjin virus NS2A fehérjéjének 30. aminosavat alaninr6l prolinra cseréljiik, a virus
teljesen elvesziti inhibitor hatasat, amelyet normal esetben az IFN-beta promoterrdl torténd
transzkripciora fejt ki (LIU, et al. 2004). A mutaci6 egérben erdsen attenudlt in vivo, azonban
sejtvonalon replikacidja a vad virushoz hasonld volt (LIU, et al., 2006). Rossi és munkatarsai
tanulmanyaban a lineage 1-hez tartozd magas patogén NY99A30P mutacidt tartalmazo torzs
replikacidja enyhén csokkent mértékii volt Vero sejteken, de egérben patogénnek mutatkozott
(ROSSI, et al., 2007). Az NS3 fehérje multifunkcionalis enzimaktivitassal rendelkezik, igy
nukleotid szekvencidjaban, és ennek kovetkeztében aminosav sorrendjében bekovetkezd
valtozas az enzimaktivitast nagymértékben befolyédsolhatja. Brault ¢s munkatarsai kimutattak,
hogy ha a NY99 virustorzs 249. aminosava prolin (helikaz enzim része), a virus magasan
patogén amerikai varjakban (Corvus brachyrhynchos)és magas homérsékleten is képes
gyorsan ¢s tartésan replikdlodni (BRAULT, et al., 2007).Az NS4B fehérje {6 funkcioja a
STAT-1  foszforilaci6  blokkolasan  keresztiil ~ megvalosuld  interferon-indukalt
szignaltranszdukciés kaszkad inhibicidja. A P38G szubsztiticid a NY99 virustorzsben kis
plakkmérettel és egérben nagyfokban csokkent neuroinvazivitassal tarsult (WELTE, et al.,
2011; WICKER, et al., 2012). A C102S szubsztitucid soran a fehérje funkcidjaban fontos
szerepet betoltd négy cisztein egyike sériilt, ami gyengébb novekedést, hdérzékenységet,
egérben csokkent neuroinvazivitast és neurovirulenciat okozott (WICKER, et al., 2006). A
249. aminosav mutacidja glutaminsavrol glicinre a virus attenualoddsdhoz vezetett
sejtvonalon és egérben is, az RNS szintézis és a replikacio lassitasan keresztiil, azonban az
INF inhibicidt és a virusosszeépiilést nem befolyasolta (PUIG-BASAGIOTI, et al.,2007). Més
szerzOk szerint ez a mutacidé csak kismértékben csokkentette a plakkméretet, és egérben
hasonlo virulenciaju volt, mint a kiindulasi virus (ROSSI, et al., 2007).

A munkéank sordan az eldbbiekben rdviden bemutatott mutaciok kettes genetikai
vonalhoz tartoz6 virusokban torténd jellemzésének elsé 1épését valositottuk meg, vagyis a
mutaciokat tartalmazd teljes hosszusagi fert6z6 klonokat eldallitottuk ¢€s sejtvonalon
kifejeztiik. A modositott genetikai anyaggal rendelkezd virusok tulajdonsagait ezutan
szOvettenyészetenin vitro illetve allatmodellek keretein beliil in vivo lehet vizsgélni. Mivel az
in vitro és in vivo tulajdonsdgok nem feltétleniil fiiggenek 0Ossze, a virusok atfogd
jellemzéséhez elengedhetetlen az Gsszetett, minden részletre kiterjedd vizsgalat, amelyet a

kozeljovoben terveziink folytatni. Az elsédleges vizsgalatok alapjan az NS4B C102S
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mutécidt tartalmazd virus gyenge ndvekedést mutatott Vero sejteken és képtelen volt
megfeleld titerben elszaporodni, mig a tobbi klonvirusndl ilyet nem tapasztaltunk. Tovéabbi
részletesebb in vitro vizsgalatokkal, mint példaul névekedési gorbék felallitdsaval azonban

finomabb eltéréseket is ki tudunk majd mutatni.
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6. ()sszefoglalés

A WNV (WNV) egyes torzsei jelentds eltéréseket mutatnak neuroinvazivitas
vonatkozdsdban. A WNV kettes genetikai vonaldhoz tartozé teljes hosszisagi fert6z6 klon
eléallitasaval lehetdség nyilik kiilonboz6, a virus patogenitasat esetlegesen befolyasolod
genetikai markerek vizsgalatara, a virus genetikai anyaganak médositasaval.

A teljes hosszusagu fertdzo klon eldallitasa két kiilonbdzo modszerrel, parhuzamosan
tortént. Elsé 1épésként a Vero (afrikai zoldmajom vese epithel) sejteken elszaporitott virus
tisztitott RNS-ébol egyszali komplementer DNS késziilt, genomspecifikus primerek
segitségével. A genomspecifikus primerek tervezése a kiindulasi virus szekvencia analizise
alapjan tortént.

Az els6 moddszer alapja a virus teljes genomjat lefedd, egymast atfed6 polimerdz
lancreakciok termékeibdl felépiilé fuziés PCR-ek sorozata volt. Az igy kapott teljes
hosszlisagu, duplaszala DNS masolat, kiegészitve a human cytomegalovirus (CMV), illetve a
T7 bakteriofag promoterrel, keriilt transzfekcido utjan BHK-21 (0jsziilott horcsdg vese)
sejtekbe.

A maésodik mddszer lényege a virus teljes genomjat tartalmazd6 DNS pBeloBAC
alacsony kopiaszamu plazmidba vald beépitése volt. Az atfedd PCR termékek, illetve a
plazmid restrikcids enzimekkel valdé emésztése utan a virus teljes genomjanak megfeleld6 DNS
harom darabban, ligalassal keriilt a plazmidba. A kiindulasi plazmid tartalmazta a CMV
promotert. Végiil a virus teljes genomjat tartalmazé plazmid (CMV-WNV)E. coli DH10B
kompetens sejtekben lett felszaporitva. A transzkripcio in vivo (CMV promoter altal, BHK-21
sejtekbe tortént transzfekcid utdn), illetve in vitro mddszerrel (mESSAGE mACHINE Kkit,
Ambion) is tortént.

A genom modositasa irodalmi adatok alapjan olyan aminosav véltoztatasokra épiilt,
amelyek lineage 1-hez tartoz6 WNV torzsekben kiilonb6z6 mértékii attenudlodashoz vezettek
in vitro illetve in vivo modellallatokban. A pontmutaciok genomspecifikus primerekkel
torténtek, amelyek tartalmaztak a kivant nukleotid szekvenciat. A modositott genomszakasz a
plazmid restrikcidos enzimekkel valé emésztése ¢és ligalas Utjan keriilt a CMV-WNV
plazmidba. A klonvirusok BHK-21 sejtekben in vivo transzkripcid Gtjan keltek életre.

Az in vitro jellemzés soran, egyes aminosav valtozast tartalmazo virusok novekedése
Vero sejteken eltérést mutatott a kiinduldsi virushoz képest.

A kutatas a VECTORIE EU FP7 projekt tamogatasaval tortént.
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7. Summary

Certain strains of the West Nile virus (WNV) are significantly different regarding their
neuroinvasiveness. Construction of point-mutated infectious clones of a lineage 2 WNV strain
that circulates in Eastern Europe allows us to identify possible genetic markers that can
modify its virulence.

Construction of the full-length infectious clone was performed simultaneously in two
different ways. First, the virus was propagated in African green monkey kidney epithelial
(Vero) cells and a single-stranded complementer DNA (cDNA) was generated with genome-
specific primers that were designed based on the the full-length genomic sequence of the
virus. The principle of the first way was the amplification of long overlapping PCR products
by polymerase chain reactions (PCRs) which were joined with subsequent fusion PCRs
covering the whole genome. The prepared full-length double-stranded DNA was preceded by
the human cytomegalovirus (CMV) promoter or the T7 bacteriophage promoter. The
transcription was established in vivo by CMV promoter, after transfection into BHK-21 cells,
while in the case of the T7 promoter transcription was performed in vitro using the
mESSAGE mACHINE kit (Ambion) before transfection of baby hamster kidney BHK-21
cells. The basis of the second way was the incorporation of the DNA of the full-length virus
into the low-copy number pBeloBAC plasmid that contained the CMV promoter. After
digesting the overlapping PCR-products and the plasmid with the respective restriction
enzymes, the DNA containing the whole genome of the virus was cloned into the pBeloBAC
plasmid in three consecutive steps to obtain CMV-WNV plasmid. Finally, CMV-WNV
plasmid was propagated in E.coli DH10B competent cells. The transcription was established
in vivo (by CMV promoter, after transfection into BHK-21 cells).

Lineage 1 viruses that have phenotypes of reduced virulence in mice and inefficient
growth in cell culture have already been identified. Applying reverse genetic methods, these
single amino acid alterations that were previously proven to lead to attenuation in vitro and in
vivo, were generated in our lineage 2 infectious clone. Point mutations were inserted in the
genome of WNV using PCR-based mutagenesis with specific oligonucleotides (forward and
reverse complement oligos) containing the altered nucleotides. The newly synthesized,
modified fragments were placed into the CMV-WNYV plasmid by digestion with restriction
endonucleases followed by ligation. The in vivo transcription was applied after transfection
ofBHK-21 cells. Viruses with certain amino acid alterations showed different growth

properties in Vero cells. The research was supported by the VECTORIE EU FP7 project.
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