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1. Bevezetés

A sertések reprodukciés és légzdszervi
szindromajat (PRRS) el6szor az USA-ban észlelték az
1980-as évek legvégén, mint egy ismeretlen (i
betegséget, amely sulyos szaporodasi problémakat,
légz6szervi megbetegedést, a malacok fejlédésbeli
visszamaradasat és megndvekedett mortalitast okoz.
Végul 1992-ben sikerllt azonositani a kdérokozot,
amelynek elsé izolatumat VR-2332-nek nevezték el.
Néhany évvel késdbb egy hasonlo betegseget és virust
irtak le Eurdpaban. A vizsgalatok kideritették, hogy az
eurdépai és az észak-amerikai torzs ugyanannak a
virusnak genetikailag eltéré rokon valtozata.

A PRRS megjelenése utan az egyik legnagyobb
gazdasagi karokat okozd fert6zd betegségge valt a
sertésagazatban. Habar kereskedelmi forgalomban
PRRSV fert6zés ellen tobbféle vakcina is elérhetd, a
kutatéintézetek és vakcinagyartok eréfeszitései ellenére
tovabbra sincs forgalomban olyan véd&oltas, amely
képes lenne teljes mértékl védelmet nyujtani a fertézés
ellen, legyen az inaktivalt virus vagy modositott él6 virus
(MLV) alapu vakcina. A hatékony vakcina kifejlesztését
tobb tényez6 is hatraltatja. Egyik legnagyobb probléma a



virus nagyfoku genetikai diverzitasa, amely széls6séges
antigén valtozékonysagot eredményez. Két torzs
genomszekvenciaja kozott akar 45% eltérés is lehet. Egy
masik probléma az, hogy a virulenciat és patogenitast
befolyasol6 genomszakaszok helyzete és mikodése
egyelére nem teljesen tisztazott. A virus gyenge
immunvalaszt valt ki a fert6zott allatokbdl, mert szamos,
immunszuppressziv hatasu fehérjével rendelkezik.
Magyarorszagon a fertézés az 1990-es évek
kdzepén jelent meg, de csak a 2000-es evektél okozott
komoly problémakat. Magyarorszagon az évek soran
genetikailag és virulencigjat tekintve is a nyugat-eurépai
orszagoknal heterogénebb PRRSV populacié alakult ki,
amelyek kozott eurdpai, és észak-amerikai genotipusu
torzsek is megtalalhatéak. A komoly gazdasagi karok
enyhitésére 2010-ben Magyarorszagon elfogadtdk a

Nemzeti PRRS Mentesitési Programot.



2. Célkitlizés

Két olyan PRRSV izolatum teljes
genomszekvenciajanak meghatarozasa,
amelyekrél azt feltételeztik, hogy egyedi
genetikai tulajdonsagokkal rendelkezhetnek.

A gyorsan mutalodé PRRSV genom elemzése és
Uj, eddig ismeretlen ORF-ek azonositasa
Bizonyitani, hogy a virusfertézés soran az
alternativ. ORF-ekrdl fehérje fejez6dik ki, és
jellemezni termel6dott fehérje bioldgiai
tulajdonsagait és funkcioit.

Immunologiai tesztekkel vizsgalni a hipotetikus
7ap fehérje antigenitasat a PRRSV fert6zésen
atesett vagy immunizalt sertések vérének
felhasznalasaval. A 7ap ellen termeltetett
ellenanyagok segitségével azonositani a peptid
sejten beluli lokalizalédasat és a biologiai

tulajdonsagait.



3. Anyag és modszer

3.1 Virustorzsek eredete, nukleotid szekvencia
meghatarozasa és a filogenetikai

elemzésiik

Az  egyik izolatum  (PRRSV-2/Hungary/102/2012
(102HU))  Koméarom-Esztergom  megyébél,  Acs
kozelében taladlhaté 1-es genotipusu PRRSV-vel
endémiasan fert6zott teleprdél, a masik izolatum
(9625/2012) egy flizesgyarmati (Békés megye) nem
vakcinazott, a jarvany Kkitorése el6tt PRRS-mentes
hizésertés teleprél szarmazott. A PRRSV izolalasa
tudébdl és nyirokcsomébol  tortént. A szdveteket
homogenizaltak, majd a fellluszobdl 100 pl-t a sertés
alveolaris makrofagokat (PAM) tartalmazé tapoldatban
pipettaztak. A viralis RNS-t QlAamp Viral RNA Mini Kittel
vontuk ki, majd ebbdl a cDNS-t Ty—as primer
hozzadadasaval Superscript Il First-Strand Synthesis
System kit segitségével készitettik el. A genomokat 6t,
illetve hat egymassal atfedd darabban sokszorositottuk.
A kapott fragmenteket nukleotid sorrendjét ujgeneracios
szekvenalassal hataroztuk meg, a szekvenciak

illesztését SegMan Ngen szoftverrel végeztik. ORF5



szekvencian és teljes genom szekvencian alapulo
filogenetikai torzsfa-rekonstrukciot MEGA
szoftvercsomaggal hajtottuk végre. A 102HU helyzetét a
fan maximum likelihood moddszerrel, a 9625/2012
izolatumnal Kimura 2-paraméteres modellt alkalmazva

neighbor-joining algoritmussal hataroztuk meg.

3.2 Alternativ ORF-ek vizsgalati médszerei

Az ORF Finder tool programmal 46 darab,
egymastol eltér6 PRRSV torzs nukleotid szekvenciajat
vizsgaltuk, hogy a genomban alternativ ORF-ket
azonositsunk. A talalt ORF-ek szarmaztatott aminosav
szekvenciait 0sszeillesztettik, hogy tanulmanyozzuk a
hipotetikus peptidek konzervaltsagat.

A nukleokapszid gén mindharom leolvasasi keretét
a pEGFP-N1 vektorban az eGFP riporter génhez
kapcsoltuk. A cDNS-rél a vizsgalandé ORF-et tartalmazé
inzertet 7-es sg-mRNS transzkripciot szabalyzo
szekvencigjatol (TRS-tél) (leaky scanning lehetéségének
figyelembe vétele miatt) a stopkodon el6tti tripletig
sokszorositottuk. Majd az inzerteket restrikcids
enzimekkel (Xhol és BamHI) emésztettik és a korabban

ugyanezekkel az enzimekkel hasitott vektorral



egyesitettik. A  FLAG-peptid fuziés rendszerek
elkészitéséhez a pcDNA3-FLAG plazmidot hasznaltuk. A
konstrukciok létrehozasaban ugyanazokat a
protokollokat és enzimeket hasznaltuk, mint az eGFP
fuziés rendszerekben. A Flag-fehérje fuziés vektorral
transzfektalt sejteket 48 ora elteltével, formaldehiddel
fixaltuk. A faziés fehériek jelenlétét indirekt
immunfluoreszcenciaval mutattuk ki, els6dleges
ellenanyagként az egér anti-FLAG M2 monoklonalis
ellenanyagot haszndltuk. Osszes konstrukciot PT
sejtekbe transzfektaltuk, a képeket a Zeiss inverz
fluoreszcens mikroszképpal készitettik.

A tesztekhez két kulénb6z6 PRRSV torzsbdl
szarmazo peptidet (Hu7ap és Wu7ap) rendeltink
CASLO ApS cégtél.

7ap-nek elnevezett peptiddel ELISA lemezeket
vontunk be, majd a lemezekre higitott, kilénb6zd
allatfajokban termeltetett, torma-peroxidazzal (HRP-vel)
jelélt ellenanyagokat mértink. Az eredményt ABTS-sel
hivtuk eld, majd lemértik a fényelnyelési (optical density,
OD) értékeket.

Kovetkezd teszt elsé lépéseként egy
komplementkdtési probat allitottunk  Ossze. Higitott,

frissen  elkészitett, mosott  juh  vOrdsvértestet



Osszekevertunk higitott hemolizinnel (nydal anti-juh
vorosvertest 1gG), majd tiz lépésben higitott
tengerimalac  komplementet adtunk  hozza. A
komplementkdtés gatlasi prébaban, teljes hemolizist
(2%-0s) okozd koncentracional 1%-kal magasabb (3%-
0s) komplement koncentraciét hasznaltunk. Minden
fehérjébdl (spA, két kiloénb6z6 7ap peptid), hat Iépésben
felez6 higitast készitettink es hozzaadtunk
hemolizinhez. Egy o6ras inkubacio letelte utan
hozzakevertik az optimalis mennyiségli komplementet
és juh vorosveértestet.

DNS és RNS gélretardacios tesztben a 7ap
fehérjék kélcsonhatasat vizsgaltuk kulonféle
nukleinsavakkal. Az RNS probat egy nukleokapszid
leolvasasi keretéhez fuzionaltatott Flag-fuziés vektorrdl
transzkriptaltuk.  Egyszald DNS  probaként egy
oligonukleotid primert hasznaltunk, kétszald DNS létrat a
Pvull és Hindlll restrikciés enzimmel emésztett pIRES-
AcGFP1 plazmidbdl Aallitottuk el6. A teszt soran
egységnyi mennyiségil nukleinsavhoz (RNS esetén 1,3
Mg, kétszalu DNS-nél 0,5 ug, egyszalu DNS-nél 200 ng)
ndvekvd koncentracibban Wu7ap és Hu7ap peptidet
adtunk. A mintakat felvittik 6%-os nem denaturalo

poliakrilamid gélre, amelyet az Ornstein-Davis Aaltal



alkotott protokoll szerint 6ntéttik, majd 110V-on Tris-
glicin pufferben futattuk. A nukleinsavakat GelRed
Nucleic Acid Gel Stain-nel festettik. Fehérje-fehérje
gélretardaciés tesztben az ellenanyagok és a 7ap
fehérjék kolcsbnhatasat vizsgaltuk. Két kulonboz6
allatbdl  szarmazé IgG-t  hasznaltunk, egy egér
monoklonalis IgG-t és sertés poliklonalis IgG-t, ezenkivdl
sertés IgG Fc fragmentet és a sertés IgG (Fab’),
fragmentet is bevontunk a vizsgalatba. 8-10 ug IgG vagy
IgG fragmentekhez felezé higitasban Wu7ap és Hu7ap
fehérjét adtunk (legnagyobb 50 ug, a legkisebb
hozzaadott mennyiség 2 ug volt). A végtérfogatot 14 ul-
re allitottuk be, majd az ellenanyag és 7ap keveréket 1
6ran at szobahémérsékleten inkubaltuk, majd Tris-glicin
pufferben, nem denaturald poliakrilamid gélen futattuk
120V-on. A gélt 0,1%-0s Coomassie Brillant Blue R250-
nel festettuk.

Két BALB/c egeret kétszer izomba adott 0,2 ml
Hu7ap tartalmu emulziéval immunizaltunk. A két injekcio
kozt két hét telt el. Negativ kontrollnak egy Hu7ap-hez
hasonlé méretli peptiddel, a K1p-vel immunizalt BALB/c
egeret hasznaltunk. A masik immunizacios kisérletben
két darab, 6 hetes koru, igazoltan PRRSV-mentes

sertésallomanybdl  szarmazé  magyar  nagyfehér



malacokat oltottunk 7ap tartalmu emulziéval. Az
oltdsokat kétszer végeztik, és két oltas kdzt mindkét
allat esetén 17 nap telt el. Az allatokat 3 héttel a masodik
oltdés utan felaldoztuk az Allatvédelmi Torvénynek
megfeleld mdédon.

Autoellenanyagok kimutatasara indirekt
immunfluoreszcenciat alkalmaztunk. Els6dleges
ellenanyagként az immunizalt allatokbdl szarmazé, tobb
|épésben (20-szorostdl 1000-szeresig) higitott vérsavot
hasznaltuk. Masodlagos ellenanyagként 1000-szeresre
higitott CF594 kecske anti-egér és CF568 kecske anti-

diszn6 IgG-t alkalmaztunk.

4. Eredmények

4.1 Magyarorszagi PRRSV mintak (9625/2012 és
PRRSV-2/Hungary/102/2012 izolatum) teljes

genom szekvenciajanak elemzése

A PRRSV 9625/2012 nukleotid szekvencia szinten
96%-0s egyezést mutatott az Amervac MLV-vel
(vakcinatorzs) és 95%-nyit Olot/1991-vel. A legnagyobb
egyezést mutatd tdrzsekhez illesztve, nem talaltunk
deléciét vagy inzerciét a szekvencidban. SimPlot

elemezés eredménye alapjan a genom nem tartalmazott



rekombinaciot. A PRRSV 9625/2012 helyzetét a
filogenetikai  térzsfan teljes hosszusagu ORF5
szekvencia alapjan hataroztuk meg. A torzsfa-
rekonstrukciéo eredménye alapjan az 1-es genotipuson
belul, az 1-es szubtipus ,D” kladjaba tartozott. Az
9625/2012 szarmaztatott aminosav szekvenciajat a
legnagyobb egyezést mutatd két torzshdz, az Amervac
MLV-hoz és az Olot/1991-hez illesztettuk.

A GP2 fehérién két ismert neutralizalé epitop
talalhaté, az egyiken kettét, a masikon egy aminosav
cserét figyeltink meg. A nem-neutralizalé epitépokban,
két-két aminosav valtozast talaltunk. A fehérje nem
antigénként viselkedd részében oOsszesen 06t valtozas
tortént.

A GP3-on két neutralizalo epitép lokalizalodik
Rajtuk kett6, illetve harom aminosav cserét sikerult
azonositanunk, a nem-neutralizalén 06sszesen egy
valtozast talaltunk.

A GP4-n elhelyezkedd egyetlen ismert B-sejt
epitdép  hipervaridbilis, négy darab szubsztituciot
figyeltink meg, addig a szekvencia tobbi, nem
immunogén  részében csak  harom  valtozast

azonositottunk.



A GP5-6n egy ismert neutralizalo epitop talalhato,
amelyen 6sszesen egy aminosav valtozas lokalizalodik.
Ezen kivil még négy epitdop helyezkedik el a fehérjén,
ebbdl kettd teljesen konzervalt, a masik ketté egy-egy
darab  szubsztituciét tartalmazott. Az aminosav
valtozasok nagy hanyada a GP2, GP3 és GP4
antigénrégidiban tortént, ebbdl arra kovetkeztettlnk,
hogy az immunrendszer altal gyakorolt szelekcios
nyomasnak fontos szerepe lehetett a  virus

szekvencigjanak valtozasaban.

A szekvencia d&sszehasonlitdsok eredménye
alapjan a PRRSV-2/Hungary/102/2012 (102HU) egy
teliesen Uj, 2-es genotipusu PRRSV térzs, amely nem
mutat kozeli rokonsagot sem a VR-2332, sem az
Ingelvac PRRSV MLV él6 vakcina torzzsel (5-6s vonal
tagjaival). A legnagyobb szekvenciabeli hasonlésagot a
VR-2385 izolatummal mutatta, a két izolatum kozott
13%-nyi kuldénbséget azonositottunk. A teljes ORF5
szekvencia adatok alapjan felallitott filogenetikai torzsfa
a 102HU-t a 2-es genotipuson bellli 2-es vonalba
helyezte. A téle legkisebb filogenetikai tavolsagra levd
GenBankbdl gylijtétt szekvenciaktol 8-9%-ban tért el. Az

Osszes ismert, telies PRRSV szekvenciat bevontuk a



rekombinacié elemzésbe, azonban nem talaltunk arra
bizonyitékot, hogy a 102HU tbrzs ismert szekvenciak
rekombinaciojabdl jott volna létre.

A nukleotid szekvencia elemzése utan az
izolatumot aminosavszinten vizsgaltuk, hogy
megallapitsuk, milyen egyedi mutaciokat és valtozasokat
hordoz. Az nsp2-ben két deléciét fedeztiink fel; egy 10
aminosavast és egy 9 aminosavast, amelyek nem
talalhatéak meg sem a VR-2332 prototipustorzsben,
sem a magasan patogén kinai prototipustdrzsben, a
JXAl-ben, ezzel szemben taldltunk egy inzerciét az
nsp2-ben 795. és 803. aminosav poziciok kdzott, amely
a korabban targyalt masik két torzsbdl hianyzott.

Osszehasonlitottuk és részletesen elemeztik a
glikozilacidban és az antigénrégiokban torténdé aminosav
valtozasokat a GP2, GP3, GP4 és GP5 fehérjéken belll.
Jéllehet, a mutacidk tobbsége a GP2-6n és GP3-on nem
epitépon lokalizalodott, de az elhelyezkedésik mégsem
bizonyult véletlenszerlinek. A mutaciok tobbségét a
GP3-ban a szignalpeptiden és a GP4-gyel atfed6, TM
régio utani C-terminalis végén talaltuk, valamint az
atfedés miatt a GP4 fehérje N-terminalis végében.

A GP4-en talalhato epitdp ARs;_g5 hipervariabilis, a

referenciatdérzsekhez képest 6t darab aminosav valtozast



tartalmazott. A két T-sejt epitop kozul az egyiken harom,
a masikon kettd6 aminosav csere tértént. A
referenciatdérzsekhez képest eggyel tébb, 6sszesen o6t
darab N-glikozilacidés helyet talaltunk, 6todik hely az
AR5 g5-n helyezkedett el.

A GP5 hat B-sejt epitop kdézul, az N-terminalis
végen elhelyezkeddk (ARii5 és AR»7.35) szekvencigja
variabilisnak, addig a tobbi négy régié konzervativhak
bizonyult. A GP5 fehérjén elhelyezkedd harom T-sejt
epitép szekvenciaja konzervalt. A GP5 fehérjén 6t darab
potencialis N-glikozilacidés helyet talaltunk. Két hely, az
N44 és az N57 egy konzervativ epitdpon, a masik harom

hely az er6sen valtozékony AR,;.35-0n helyezkedett el.

4.2 A PRRSV ORF7 alternativ leolvasasi keretérél
leirédé peptid immunolégiai és biokémiai
jellemzése
Az elemzésunk egy jol konzervalt ORF-et tart fel a

nukleokapszid fehérjét kodol6 ORF7-en belil. Ezt a révid

ORF-et, ORF7a-nak neveztik el. Az ORF7a +2-es

leolvasasi keretben helyezkedett el, és teljesen atfedett

a nukleokapszid génnel. A réla leirédd potencialis

fehérjeterméket 7ap-nek neveztik el, amelynek



szekvencia hosszusaga genotipustol fliggbéen 26 és 53
aminosav kozottinek bizonyult.

A legegyszeribb magyarazat az ORF7a
konzervaltsagara, hogy fehérje irodik le réla. Az ORF7
génb6l harom konstrukciot készitettink: pozitiv
kontrollként az N fehérjét az eGFP leolvasasi keretéhez
fuzionaltuk, negativ kontrollként ahhoz a leolvasasi
kerethez kapcsoltuk az eGFP riportergént, amelyben
nincsen ORF. A harmadik konstrukcional a hipotetikus
7ap-t kdédolo leolvasasi keretet egyesitettik az eGFP
fehérjével.

A nukleokapszid-eGFP fuziés fehérjét kodolo
pozitiv kontrollnal er6telies zold fluoreszcens jelet
tapasztaltunk. A +2-es leolvasasi kerethez kapcsolt
eGFP konstrukcid is pozitivnak bizonyult, az észlelt
fluoreszcens jel intenzitdsa alacsonyabb volt a pozitiv
kontrollhoz képest. A FLAG-fuzids fehérje leirddasat
indirekt immunfluoreszcenciaval a +1-es és +2-es
leolvasasi keretre tervezett konstrukcional is kimutattuk.
igy in vitro kériilmények kézt igazoltuk a 7ap atirédasat.
Az eredményeink alapjan a 7ap 20 6ra utan sejtmagban
lokalizalodik, majd 48 éra mulva a sejt citoplazmajaban

is kimutathato.



Ha a fertézés soran leirodé 7ap immunogén
tulajdonsagu, akkor ellene a sertés szervezetében
antitestek termel6dhetnek. Az ELISA teszt eredménye
alapjan nemcsak a PRRSV pozitiv allatok széruma,
hanem a PRRSV-negativ mintaval kezelt lyukak is
pozitivnak  bizonyultak, tovabba szérumot nem
tartalmazd, de masodlagos ellenanyaggal kezelt részek
is magas fényelnyelési értéket (OD) adtak. A 7ap erésen
kéti az 6sszes vizsgalt emlésbdl (sertés, egér, kecske,
nyul) szarmazoé IgG-t és ez a kétédés teljesen fluggetlen
a HRP-t6l. Ebbdl arra kovetkeztettliink, hogy legalabb
egy, ,aspecifikus” antigén felismerdhely talalhaté a 7ap
peptiden, amely fliggetlen az ellenanyag antigénkoté
tulajdonsagatol.

A fehérje-fehérje gél retardacios teszttel terveztuk
megerdsiteni az ELISA-val kapott eredményeket és
meghatarozni a 7ap kotéhelyét az IgG fehérjén.
Eredményeink azt mutattak, hogy mindkét torzsbél
szarmaz6 7ap képes volt blokkolni  bizonyos
koncentracio felett a monoklonadlis egér IgG és
poliklonalis sertés IgG futasat a gélben. Kotéhelyének
azonositasahoz a 7ap kolcsOnhatasait vizsgaltuk
kilénb6zd 1gG fragmentekkel (IgG (Fab’),—vel és IgG Fc-

vel). A hozzaadott 7ap nem blokkolta teljesen a sertés



poliklonalis 1gG (Fab’), futasat gélben, addig az IgG Fc
fragmentét igen. Ezek a kisérletek azt mutattak, hogy a
7ap peptidek genotipustol fluggetlendl képes a sertés
poliklondlis és az egér monoklonalis ellenanyag
kotésére, es a f6 kdtdhelylk az IgG Fc részén talalhato.

A komplementkotés gatlasi teszt eredményei
alapjan a Hu7ap az IgG CH2 doménjaval Iép
interakcioba, és ez részben vagy teljesen atfedhet a C1q
kotdhelyével.

A 7ap-hez hasonléan a nukleinsav kété fehérjék
is pozitivan toltottek a sejten belll, igy feltételeztiik, hogy
nukleinsav koté tulajdonsaggal is rendelkezhet. Ahhoz,
hogy ezt a hipotézist igazoljuk, nukleinsav-7ap gél
retardacios tesztet végeztink. Az eredményekbdl azt
kovetkeztetést vontuk le, hogy genotipustdl figgetlendl a
7ap legnagyobb affinitassal a duplaszalu DNS-t kéti,
legkisebb affinitdssal az egyszalu DNS-t.

A Hu7ap jelenlétét a PRRSV-vel fert6zott Marc
145 sejtekben 7ap-vel immunizalt allatok szérumaval
terveztik bizonyitani. ELISA teszttel nem sikertlt
kKimutatnunk kuldnbséget az immunizalt és nem
immunizalt allatok szérumai kézt. Azonban immunizalt
allatok széruma a sejtmagokkal (anti-nuklearis

antitestek) reagalt és ez a reakcié a két allatfajban eltért



egymastol. A sertésszérum a nem o0sztodo sejtek
magjaban egy ugy nevezett finom foltos festédést
okozott, és nem reagalt az o0sztodo sejtek
kromoszémaival. Az immunizalt egerek széruma az
osztédd  sejtek  kromoszomajat  festette, amely

duplaszalu DNS-k6t6 ellenanyagok jelenlétére utalhat.

5. Kovetkeztetések

5.1 PRRSV 9625/2012 torzs jellemzése

A PRRSV két genotipusa kozt a nukleotid
szekvencidaban akar 30-45%-nyi kilonbség is lehet. Egy
konzervativ becslés a mutacios ratat évi 1,8 és
7x107%/nukleotid kdzé teszi, és ez alapjan a PRRSV az
egyik legvaltozékonyabb RNS virus. A 4%-nyi kiilénbség
a 9625/2012 és az Amervac MLV genomja kozt 4-8
évnyi valtozasnak feleltethet6 meg. 2004 o&ta tobb,
Amervac MLV-vel 98-99%-nyi nukleotid egyezést mutatod
torzset izolaltak Magyarorszagon talalhato
sertéstelepekrél. A 9625/2012-nal megfigyelt nagy
szekvencialis eltérés legvalészinibb magyarazata az
lehet, hogy az izolatum egy olyan 2004 és 2008 kozt
Magyarorszagra kerult Amervac vagy egy Olot/1991-gyel
rokon térzs leszarmazottja, amely 2012-ig észrevétlen

maradt.



A szarmaztatott aminosav szekvencia elemzés
viszonylag nagy eltérést (9% és 7%) tart fel az nsp1 és
nsp2 régidban a 9625/2012 és a referenciatorzsek
kézott. Ennek az lehet az oka, hogy ez a két fehérje
fontos szerepet jatszik a velesziletett immunvalasz
egyik fontos részének, az 1-es tipusu interferon (IFN-a
és [) szintézisének és szignalizacidos utvonalanak a
gatlasaban. A neutralizalé ellenanyagok hatasat a virus
szekvencigjara a harom torzs GP2, GP3, GP4 és GP5
szerkezeti fehérjéinek &sszehasonlité elemzésével
allapitottuk meg, mivel ezek a fehérjék tartalmazzak a
neutralizalé ellenanyagok f6 célpontjait.

Mig a GP2 fehérjén a neutralizalé hatasu epitopok
két egyedi aminosav cserét tartalmaztak, addig a nem
neutralizalokon 6sszesen négy valtozast figyeltink meg.
A szekvencia tobbi részén 6t kilénbség volt, ebbdl az
Otbdl két aminosav valtozas az epitoptdl upstream
irdnyba helyezkedett el. Mivel az aminosav valtozasok
tébbsége az antigénrégidokban talalhaté, igy azt
gondoltuk, hogy a mutaciok az immunszelekcié miatt
bekdvetkez6 antigénsodrédas vagy ,antigén drift”
kovetkezményei.

A GP3 fehérjén taldlhaté 14 mutaciébdl 6 ismert

antigénrégiokra esik, igy a mutacio l|étrejéttében az



immunrendszer altal gyakorolt szelekciés nyomasnak
lehetett szerepe. A GP4 egyetlen antigénrégidjaban
harom aminosav valtozast talaltunk. Ez megerésiti, hogy
az epitdop ellenanyag-kdzvetitette szelekciés nyomas
alatt all.

A GP5 N-termindlis végeén levd két epitdp hatara
kozott, a 36-38-as aminosav pozicidokban szubsztituciok
lokalizalodnak, igy az epitdbpok kozelsége miatt
feltételeztik, hogy erre a harom aminosavra is
szelekcidés nyomast gyakorolhat az immunrendszer.

A sertésallomanyban a 9625/2012-es torzs komoly
klinikai tlnetekkel jaré fert6zést okozott. A fertdézott
teleprél szarmazdé szérummintakbdl és az elpusztult
allatokbdl a PRRSV mellett szeroldgiai vizsgalatokkal
Mycoplasma hyopneumoniae jelenlétét is kimutattak. A
két korokozd, PRRSV és Mycoplasma hyopneumoniae
egyuttes jelenléte sokkal komolyabb tineteket okoz,

sulyosbitjak a kialakulé tudégyulladast.

5.2 102HU torzs jellemzése

A 2-es tipusi PRRSV torzsek féleg Eszak-
Amerikaban fordulnak elé. A PRRSV-
2/Hungary/102/2012 az els6é Eurdépabdl szarmazd 2-es



genotipusu teljes nukleotid szekvencia, amely nem
mutat rokoni kapcsolatot az Ingelvac vakcinatorzzsel. A
GenBankban elérhetd teljes szekvenciakhoz hasonlitva
13%-nyi kulonbséget figyeltink meg, amely megerdsiti a
vizsgalt torzs egyedi jellegét. Telles ORF5
szekvencigjaval  végzett filogenetikai  vizsgalatok
eredményei alapjan a 2-es genotipus 2-es vonalaba
sorolhatd, de nagy hasonlésagot mutat tdbb 1-es vonalu
szekvenciaval is. A legnagyobb egyezést a telies ORF5
szekvenciakbdl felallitott torzsfan 2000-es években
izolalt amerikai és kanadai torzsekkel mutatta. Az 1-es
és a 2-es vonal Kanadabol szarmazik, ebbdl azt
feltételeztik, hogy PRRSV-2/Hungary/102/2012 6&se
Kanadabol kerllhetett Kelet-Eurépaba 10-15  évvel
ezel6tt, am megbizhaté szallitmanyozasi adatok
hianyaban nem lehet azonositani a fertézés forrasat. A
magyar hatarhoz kozel, Szlovakiaban talalhato
komaromi jarasbdl egy PRRSV-2/Hungary/102/2012-vel
nagy egyezést mutatd torzset izolaltak. A hatéar
kozelsége elképzelhetbvé teszi, hogy Szlovakiabdl kerilt
hozzank a virus, de a forditottja is lehetséges. A
nagyfoku hasonlésag a szlovak és a magyar izolatumok

kozott, és minden mas eurdpai szekvenciatol vald



hatarozott eltérés megerdsiti azt a feltételezést, hogy
egy kdzos forrasbdl szarmaznak.

A GP2 fehérje antigénrégidi  viszonylag
konzervativak. Azt gondoljuk, hogy a fehérje olyan
funkcionalis részeiben talalhatok, amelyek az aminosav-
sorrendben torténd valtozasokat nem, vagy csak kis
meértékben toleraljdk. A mutaciék tobbségét az N-
termindlison (GP2,_4) és a C-terminalison (GP2,49_556)
figyeltik meg.

A GP3 epitépok — az AR137_159 kivételével — kevés
mutaciét tartalmaznak: ennek magyarazata hasonld
lehet, mint a GP2-nél.

A GP4-en az ARs_¢5 egy kllondsen valtozékony
epitop. Az 1-es genotipusi PRRSV fert6zésben az
ellene termel6dd ellenanyagok bizonyitottan neutralizald
hatasuak.

A glikoproteinek TM régidja konzervativ, am a
vellk atfedd fehérje szignalpeptidje hipervariabilis,
mutaciokban gazdag. A szekvencia valtozatossag
ellenére a szignalpeptid funkcié fennmarad. Erre az a
magyarazat, hogy az aminosav &sszetétel tag hatarok
kozott valtozhat. A transzmembran régié szekvencidja is
elméletileg variabilis lehetne, a transzmembran (TM)

hélix funkciéo (hélix hidroféb aminosavakkal) nem



indokolja konzervaltsagot. Feltételezésunk alapjan a TM
hélix konzervaciéja egy eddig ismeretlen, jarulékos
funkcio (példaul fehérje-fehérje interakcio)
kovetkezménye lehet. A 102HU GP4 fehérjéje az ARs;-
ss-ben eggyel tébb glikozilacios helyet (N57) tartalmaz a
referenciatérzsekhez képest. Egy neutralizalé epitop
glikozilacidja csokkenti a fehérje immunogenitasat, és
megakadalyozhatja a gyors és hatékony immunvalasz
létrejottét: ezt a jelenséget hivjak ,glycan shieldnek”. A
GP5 fehérjén az AR,;_35s valdszinilleg ,csali epitépként”
funkcionalhat, szekvenciaja gyorsan valtozik, és az
ellene termel6dé ellenanyagnak nincs neutralizalod
hatasa. Egy masik tanulmany kimutatta, hogy
ugyanezen az epitopon a 32, 33 és 34 pozicidban levd
aminosavak erds pozitiv szelekcio alatt allnak. A N30, az
N34 és az N35 kivil még két konzervalt N-glikozilaciés
hely (N44 és N51) talalhaté a GP5-6n, és ez az 6t hely
egy nagyon ritka glikozilaciés mintazatot alkot, amely 2-
es genotipusi PRRSV-k csak 1%-aban talalhaté meg.
Mivel a GP4-ben és a GP5-ben az aminosav valtozasok
tébbsége az antigénrégiokban talalhatéak, igy azt
gondoljuk, hogy a tdérzs evolucidjaban fontos szerepet
jatszhatott az immunrendszer altal gyakorolt szelekcios

nyomas.



5.3 7ap fehérje jellemzése

A PRRSV genomban a magas mutacios rata
ellenére tobb olyan nukleotid szekvencia talalhatd, amely
egynél tobb fehérjét kddol. Az ORF2b teljesen atfed az
ORF2a-val és az ORF5 és ORF5a esetén is hasonlo
atfedés tapasztalhato.

Az ORF7 régiora tervezett eGFP és Flag fuzids
konstrukcidkkal megerésitettiik a transzlaciét az ORF7-
tel atfed6 ORF7a-rél. A kilénb6z6 PRRSV térzsekben
az ORF7a metioninja konzervalt poziciéban helyezkedik
el, igy azt gondoljuk, hogy az 6sszes PRRSV tdrzsben
megtorténhet a 7ap atirasa.

Nukleokapszid génnel atfedd alternativ. ORF-ek
jelenlétét tobb  viruscsaladban  bizonyitottak. A
Nidovirales rendbe, a Betacoronavirus nemzetségbe
sorolt SARS virus, szarvasmarha koronavirus és egér
hepatitis virus (MHV) nukleokapszid génjében is talaltak
olyan alternativ ORF-et, amelyrél fehérje irodik at.

A PRRSV 7ap biokémiai jellegzetességei
immunszuppressziv tulajdonsagra utalnak. A 7ap képes
kotédni az emlés 1gG Fc részéhez és gatolni a
komplement aktivaciot. A  komplement aktivacio

klasszikus utvonalanak els6 komponense a C1q



komplex. A globularis feje az antitest CH2 doménjéhez
kotddik. Azt gondoljuk, hogy a nagyszamu arginin a 7ap-
ben lehetévé teszi CH2 doménhez valé kapcsolédast,
igy gatolva az Fc rész és C1q kozti kdlcsonhatast.

Tdbb virustérzsben (Poxviridae, Retroviridae,
Herpesviridae) fedeztek fel mar olyan viralis fehérjéket,
amelyek a komplement fehérjékkel kolcsOnhatva
gatoltak a virusneutralizaciét. Tébb virusfajpan (HCV,
HHV-5, MCMV) talaltak Fc receptor-szerli fehérjéket,
amelyek IgG Fc részéhez koétddve megakadalyozta az
Fc receptortdl figgé aktivaciot. Tudomasunk szerint a
PRRSV 7ap az els6 olyan leirt virusfehérje, amely a
komplement aktivaciot az IgG Fc részhez vald kdzvetlen
kotédéssel gatolta.

A 7ap nemcsak ellenanyagot kot, hanem a
nukleinsavakkal is képes kodlcsOnhatasba Iépni. A
tobbsz6rds pozitiv toltés hordozasa nem magyarazza a
nukleinsav koété tulajdonsagat, mivel tdbb olyan bazikus
fehérje létezik, amely pozitiv toltései ellenére sem
kotédik nukleinsavhoz. Azt gondoljuk, hogy a 7ap fehérje
nukleinsav kotéd képessége a funkcidéjanak
kovetkezménye, és nem a pozitiv t6ltésébdl eredd
jarulékos tulajdonsag. Elméletiinket az is tamogatja,

hogy két egymastdl eltér6 aminosav szekvencigju 7ap



peptid is rendelkezett er6s duplaszali DNS és RNS ko6té
tulajdonsaggal.

A 7ap lokalizaciébdl tobb lehetséges funkciot lehet
feltételezni. Am azt is elképzelhetének tartjuk, hogy a
sejtmagbdl a sejtplazmaba kerilve koélcsdénhatasba 1ép
nukleinsavakon kivul a sejtben talalhatd fehérjékkel valo
kélcsdnhatast sem lehet kizarni. A legtdbb fehérje sejten
belll negativ toltéssel rendelkezik. A HIV-1-ben a Tat
egy transzkripciot befolyasold nukleinsav koté fehérje,
amely a 7ap-hez hasonléan révid és bazikus. Ujabb
kutatasok megallapitottak, hogy nemcsak nukleinsav
koté tulajdonsaggal rendelkezik, hanem egy argininben
kuléndésen  gazdag résznek  koszonhetéen  a
citoplazmaban talalhaté IkB-a fehérijehez is képes
kotédni.

A Hu7ap-vel immunizalt allatok szérumaban nem
mutattunk ki 7ap-vel szemben specifikusan termel6dé
ellenanyagot. Az eredmény nem volt teljesen varatlan,
mivel az immunizacié kisméretli viralis fehérjék ellen
gyakran jar sikertelentl. A szérumok tesztelése soran az
Osszes immunizalt allat vérsavojabol sejtmag elleni
autoantitesteket mutattunk ki, PRRSV fert6zés utan

autoantitesteket jelenlétét mar korabban is leirtak.



Feltételezésink szerint a 7ap idézheti eld, vagy
legalabbis részben felel6s lehet az autoantigének elleni
immuntolerancia meggyenguléséért. Az egészséges
szervezetben tobb olyan mechanizmus talalhato, amely
megakadalyozza az autoantigének elleni immunreakcio
kialakulasat. Egyik lehetséges magyarazat ennek
sérilésére és a sejtmag ellenes autoantitestek
megjelenésére, hogy a Hu7ap o©Onmagaban nem
immunogén, de hozzakoétédik a fertézés soran elpusztult
sejtekbdl, vagy az immunizacié esetén a mechanikai
sérulés, és az adjuvans okozta nekrézis, apoptdzis
soran kiszabadult DNS-hez és nukleoproteinekhez. Ha
elpusztult sejtek maradvanyait a bels§ tisztitd
mechanizmust kézvetité szérum amyloid P és C reaktiv
protein valami miatt nem tudja eltavolitani, példaul a
Hu7ap hozzajuk kotédott, akkor lehetséges lesz az

autoreaktiv B-sejtek aktivalodasa.



6. Ujtudomanyos eredmények

1.

Meghataroztuk és elemeztik a PRRSV 9625/2012
izolatum teljes genomszekvenciajat, valamint a

filogenetikai helyét.

. PRRSV-2/Hungary/102/2012 szekvenciaja az elsd

olyan 2-es genotipusu teljes genom Eurépaban,

amely nem Ingelvac MLV eredet(.

. PRRSV-ben a GP2 ¢és a GP3 fehérje

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

hipervariabilis.

. Bioinformatikai mddszerekkel bizonyitottuk egy Uj

ORF jelenlétét (ORF7a) a virus genomjaban, és
fuziés konstrukciokkal igazoltuk, hogy az ORF7a-rdl
fehérjetermék irodik le.

Az ORF7a egy rovid, erésen pozitiv toltésl peptidet
kodol (7ap). A PRRSV 1-es és 2-es genotipusabal
szarmazo 7ap 1gG, DNS és RNS koté képességgel
rendelkezik, a 7ap koétéhelye az IgG-n az Fc rész

CH2 doménjan talalhato.



6. Az 1-es genotipusbdl szarmazé 7ap fehérije az
egérben és a sertésben képes sejtmag ellenes

autoantitestek termelését indukalni.
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