Palyazat

A palyazatot a TAMOP 4.2.1. projekt keretein beliil megrendezett Innovaciés Versenyre
adom be Allatorvoslas tudoményteriileten. A palyazatom a galamb circovirus okozta
megbetegedések elleni védekezéssel foglakozik, kiilonds tekintettel, a vakcinazasi
lehetdségekre.

A galamb circovirusok (pigeon circovirus, PiCV) okozta fertdzések elterjedtségérdl
pontos felmérésekre alapozott adatokkal ma még nem rendelkeziink, de ahol ilyen irdnya
vizsgalatokat végeztek ott a vizsgalt allomanyok 80-100%-os fert6zottségérdl szamoltak be. A
PiCV a leggyakrabban kimutathaté korokozo a fiatal, valtozatos tiineteket mutat6, klinikailag
beteg galambokbol (Soike és mitsai., 2001), és emellett szamtalan adat igazolja széleskorti
elterjedését a sport- €s a husgalambok kdrében, barmilyen egészségi allapotu és koru egyedrol
legyen is sz6 (Todd és mtsai., 2004). A koérokozo a Circoviridae csaladon beliil a Circovirus
genusba tartozik (Todd és mtsai., 2000). El6szor Eszak-Amerikaban azonositottak (Woods és
mtsai., 1993), majd ezt kovetden vilagszerte szamos orszdgban kimutattik a fertdzést.

A PiCV jellemzden a ham tipusu sejtekben, a macrophagokban ¢€s a lymphoid sejtekben
szaporodik, kifejezetten immunszupressziv hatasu. Utobbibol fakaddan az altala kivaltott
korképet, szamos masodlagos fertdzEs stlyosbitja. A megbetegedett madarakban az éltalanos
tiinetek uraljak a klinikai képet (Woods és mtsai., 1994; Raue és mtsai., 2005). A leginkdbb
veszélyeztetett korosztaly a 4-12 hetes egyedek csoportja, itt jelentkeznek a tiinetek a
legintenzivebben. A tiinet egyiittest éppen ezért nevezik "young pigeon disease syndrome"-
nak (YPDS, fiatal galamb betegség szindroma).

A PiCV genomja megkozelitden 2 kilobazis méretii kdrkoros DNS (Mankerz és mtsai.,
2000; Todd és mtsai., 2001). Valamennyi ismert PiCV genomra jellemz6, hogy két f6 nyilt
olvasasi keretet (open reading frame, ORF) hordoz. Az ORF1 a pozitiv szalon talalhato és a
megsokszorozodasért felelds (replication associated, Rep, Rep’ proteins) fehérjéket kodolod
gén. A rovidebb ORF2 az 4tir6d6 komplementer szdlon foglal helyet és a capsid (Cap)
fehérjét kddolja. Mindkét ORF nagy jelent6séggel bir a tovabbi kutatdsok szempontjabol. Az
ORF1 megismerése a konzervativ jellege miatt elsésorban a molekularis diagnosztikai
eljarasok tokéletesitése miatt fontos. Az ORF2 nem kevésbé jelentds, ugyanis az altala kodolt
capsid protein felelés a protektiv immunvélasz kivaltasaért. Ugyanakkor a Rep génnél
lényegesen variabilisabb, vagyis alkalmas a pontosabb filogenetikai vizsgéalatok elvégzésére.

A galambtartok tapasztalatai alapjan a PiCV fert0zottség egyre elterjedtebb és egyre

sulyosabb egészségi problémat jelent. A védekezés jelenleg még az alapvetd jarvanyvédelmi



lehetdségek szintjén sem megoldott. Specifikus vakcina nem all rendelkezésre. Az innovacio
alapjaul szolgdld kutatdmunkam a lehetséges vakcindk tervezéséhez sziikséges ismeretek
megszerzésére iranyult.

Magyarorszag teriiletér6l, széles teriileti eloszlasban gytijtott tobb mint szaz klinikailag
egészséges galambbdl szarmazd mintat vetettiink vizsgalat ala. A nukleinsav kivonast
kovetden, PICV-specifikus PCR reakciokat végeztiink, elsé megkozelitésben azt vizsgalva,
hogy a PiCV milyen aranyban van jelen az egyes allomanyokban illetve az orszag teriiletén a
galamb populaciokban. Az eredmények egyértelmiien egybecsengtek a nemzetkozi adatokkal,
miszerint a fert6zés intenzitisa Korcsoportonkénti eltérést mutat, a legalacsonyabb a 28 napnal
fiatalabb fiokakban, ezt kovetden pedig a korral egyre névekszik. A fertézott ducokban az egy
éves kort betdltott egyedek gyakorlatilag 100%-a pozitiv.

A GenBankban elérheté 15 ORF2 gén szekvenciahoz mi tovabbi 10-t adtunk, és ezek
segitségével elvégeztiik a virusok filogenetikai elemzését, ami alapjan 5 kiilonb6z6 csoportot

lehetett elkiiloniteni (1. Abra).
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1. Abra. A teljes PiCV ORF2 nukleinsav szekvencidk filogenetikai Osszehasonlitisa. Az egyes
virusokat az izolalas helye (orszag) és a Genbank kod alapjan neveztiik el. A jelen tanulmanyban
azonositott szekvenciakat félkovér betlikkel emeltiik ki. Az egyes filogenetikai csoportokat (Group A-
E) az abra jobb oldalan jeloltiik.

Az egyes csoportokon belill a tagok kozti hasonlosag altaldban 92% {616tt volt

(nukleinsav ¢és aminosav szinten egyarant), kivételt az E csoport 2 virusa alkotott. A



csoportokon beliil jelentds foldrajzi tavolsagok tapasztalhatok, az egyes csoportok nem
kothetok kisebb foldrajzi egységekhez, de még csak kontinensekhez sem, ami a versenyek
soran természetes keveredéssel illetve a gyakori importtal magyarazhat6. Erre a legjellemzobb
példa a D csoport, ahol a 2 kinai szekvencia mellett 5 magyar foglal helyet és a galambaszok
elmondasa alapjan tobb izben is vasaroltak galambokat Kinabol.

A ORF2 gének nukleinsav szekvencidinak 6sszehasonlitsat kovetden (2. Abra) tovabbi
érdekes megfigyeléseket lehetett tenni.
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2. Abra. A PiCV ORF2 gének nukleinsav szekvencia kiilonbségei. A virusok jelolése azonos a 1.
Abran alkalmazott jelolésekkel. A vizszintes szalagok szinezése csoportonként eltérd. Legfeliil az
ismert PiCV ORF2 szekvenciak alapjan megallapitott lehetséges leghosszabb (mesterséges)
konszenzust abrazoltuk, 100 bazisonkénti beosztassal. Az iires nyilhegyek a konszenzushoz képest
delécioként mutatjak be a bazis triplet eltéréseket. A lehetséges (josolt) rekombinacidos események
helyét a gén 3’ végén, a C, D és E csoportokban, a donor szekvencianak megfelel szin jelzi.



A C D E csoportok esetében 0sszesen 5 szekvencianal volt detektalhaté a csoportok
kozotti rekombinacio jelensége a 3' végen. Emellett a csoportokon beliill megmutatkozott az
ugynevezett bazis triplet (a fehérjén aminosav) deléciok (a konszenzus szekvencidhoz képest)
jelensége. Ezek halmozottan az 5' -terminalishoz kozel helyezédtek, de el6fordultak attol
lefelé¢ is. Fontos megjegyezni, hogy minden esetben a csoportokon beliil karakterisztikus
pozicioban talalhatoak, és nem okoznak elcsuszast az olvasasi keretben.

Ennek a kutatasnak az elsddleges céljai azok voltak, hogy betekintést nyerjiink a PiCV
magyarorszagi eloforduldsanak gyakorisagaba ¢és elkészitsiik az itt eléforduld virusok
genetikai jellemzését, 6sszehasonlitasban a mar publikalt adatokkal. Mindezt azzal a céllal
tettiik, hogy a szerzett adatok ismeretében olyan specifikus vakcinat lehessen a tovabbiakban
eléallitani, ami hatékonyan véd a PiCV okozta karositdo hatasoktol, hiszen ma még ez
semmilyen formaban nem &ll rendelkezésre.

ORF1-bdl késziilt szekvencia, ahogyan azt vartuk, kisebb véltozdsokat leszémitva
egészében konzervativnak mutatkozott. Az ORF2 gén esetében mar szamitottunk nagyobb
foku eltérésekre, az eredmények azonban igy is szamos meglepetéssel szolgaltak. Tekintve,
hogy a capsid fehérje az egyetlen strukturalis protein a virionban és egymagaban felelds a
protektiv immunitds kivaltasaért, nagyon valdszinli, hogy a valtozasok a virus
fertdzoképességének a megdrzését szolgaljak olyan kornyezetben, ami akar mar athangolodott
egy masik csoportbeli virussal szemben.

A vizsgalatokbol kideriilt, hogy a virus nagyfoku valtozékonysagra képes, vagyis egy
vakcindzasi stratégianak ezzel szamolnia kell. Képes lehet a PiCV arra, hogy
antigénszerkezetét megvaltoztatva egy nem tokéletesen illeszkedd antigénszerkezeti vakcina
altal inditott immunvalasz hatasa alol kibGjjon. Eppen ezért a vizsgalataink egyik talan
legfontosabb kovetkeztetése az, hogy egyetlen virus csoportba tartoz6 antigénnel nem lehet
hatékonyan védekezni, ez csak akkor lehetséges, ha ezeknek a Cap fehérjéknek olyan
kombinacidjat hasznaljuk vakcindzasra egyidejliileg, ami valamennyi lehetséges antigén
varianssal epitop-szerkezeti atfedést nyujt.

Ezen felfedezéseken alapulva elindult vakcina fejlesztési kutatas, ami az itt eléallitott
pBacPak9 plazmid alapt ORF2 klonokra épiilt és egy baculovirus expresszios rendszeren
keresztiil 3 kiilonb6zd capsid fehérje eldallitasaval és kombinaciojaval megkezdddott. Az elsod
vakcinazasi kisérletek azt mutatjak, hogy a stratégia, ami a megel6z6 genetikai vizsgalatokra

épiil sikeres.
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