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1. BEVEZETES

A cimben megjelolt ,paramyxovirus-1” torzsek tulajdonképpen a galambhoz
adaptalodott Newcastle-betegség virus (Newcastle disease virus, NDV) leszarmazottai. Maga
az NDV, a Paramyxoviridae (PMV) viruscsaladban, a madarakban €16 (avian) virustorzsek 1.
szerotipusanak (APMV-1) egyetlen tagja. A Newcastle-betegség vagy baromfipestis (Varga
és mtsai, 1999) a hazitytk és egyéb facanfélék egyik legstlyosabb, akar 100%-os
mortalitassal jaro fert6z6 megbetegedése. Korokozoja az NDV virulens (patogén) torzsei,
amik az egész vilagon elterjedtek: a baromfitartd orszagok tobb mint 60%-ban enzootidsan
fordulnak el6, annak ellenére, hogy az NDV gyengébb vagy avirulens torzseibol késziilt
hatékony ¢és olcso vakeinak allnak rendelkezésre. Galambokban az els6 sulyos veszteségekkel
jaro jarvanyeseteket (kitoréseket) az 1980-as évek elején Olaszorszagban irtak le (Biancifiori
és Fioroni, 1983). Féként postagalamb roptetések és diszgalamb kiallitasok révén néhany év
alatt szinte mindenhova elhurcoltak, mara pedig a legtobb orszagban enzootiassa valt.

Az 0j faj meghdditasa katasztrofalis gazdasagi kovetkezményekkel jart, ugyanakkor
érdekes evolicios eseménynek szamit. E16szor, mert ugyan régota ismert volt, hogy kisérleti
fertézés soran a galambok biztosan megbetegithet6k, mégis még tomeges csirkepusztulast
okoz6 baromfipestis-jarvanyok alkalmaval is a hazkoriili galambok csak ritkan estek aldozatul,
feltehet6en azért, mert korabban sosem keriilt sor adaptalodasra. Masodszor, mert a csirkén
kiviil most mar a hazi galamb is virulens NDV torzsek rezervoarjava valt, sét, nagy
valoszintiséggel, vadonéld fajok felé is folyamatos kapcsolatot teremt. Harmadszor, az
adaptacionak tulajdonithatd, hogy a galamb-tipusu torzsek a csirkére nézve csokkent
virulencidjinak mutatkoztak, és mezei koriilmények kozott visszafertézés nem fordult eld.

Elvileg egyébként barmelyik madarfaj fogékony lehet NDV-re, amire az is utal, hogy
eddig tobb mint 200 fajban talaltak is NDV ellenanyagokat. Igaz viszont, hogy egyes vadon
¢16 madarak sporadikus megbetegedését csak csirkejarvanyokkal kapcsolatban észlelték, az
ellenanyagok el6fordulasa pedig avirulens torzsek —aszimptomatikus — fertézésének
az NDV elsddleges (természetes) rezervoarja a vadon €16 vizimadarak, benniik azonban csak
artalmatlan, apatogén NDV torzsek élnek. Ezzel szemben a virus patogén torzsei kizardlag
csirkében fordulnak el6, amely mdsodlagos (emberi tevékenység nyoman kialakult
mesterséges) rezervoarnak tekintheté. Ami a patogén torzsek eredetét illeti, témacsoportunk
altal végzett vizsgalatok is ramutattak arra, hogy a csirkéket eldbb apatogén torzsek

kolonizaltak, majd évtizedek multan benniik alakultak patogénné, ahogy ez a madarinfluenza



virus egyes szubtipusainal is torténik. A filogenetikai vizsgalatok az NDV torzsek jarvanytani
vonatkozasai mellett a gazdavaltasok egyes sajatossagait is tisztaztak. Az elmult 80 évben, a
vilag kiilénbozé pontjairdl szarmazé NDV torzseket legalabb 8 genotipusba, illetve szamos
teriiletspecifikus, és/vagy id6beni megoszlast mutatd csoportba lehetett besorolni. Példaul a
korai genotipusok virulens tagjai (IL.-IV.) mar a 2. Vilaghaboru el6tt is okoztak jarvanyokat,
azonban ezeket a 1960-as éveket kovetden—ujabb genotipusok (V.-VIIL) valtottak fel, a
korabbi virusok pedig zommel kipusztultak. Erdekes, hogy autoném, 6nalléan terjeds NDV
fertézéseket eredményez6 gazdavaltast kizarodlag ezek az ujabb NDV torzsek hajtottak végre.
Igy harom kiilonb6z6 genotipus kozremitkodésével harom G, harmadlagos rezervoar sziiletett.
Kozilik legfontosabb a VI genotipus gazdavaltasa, amelynek eredményeképpen a
galambokban jott 1étre csirkétdl epidemiologiailag fliggetlen baromfipestis. A K6zép-és Dél-
Amerikaban honos V. genotipus észak-amerikai kormordnokban telepedett meg, mig a Tavol-
Keleten uralkodé VII. genotipus Kinaban libdkat kolonizalt.

Jelen munkaban a galamb tipusii NDV térzsek (az irodalomban pigeon paramyxovirus 1,
PPMV-1 néven szerepel) filogenetikai vizsgalata révén kerestem valaszt arra, hogy milyen
foku genetikai valtozatossag jellemzé ezekre a minddssze harom évtizedes multtal rendelkezd
virusokra, és betekintést kivantam nyerni kialakulasuk koriilményeibe. Ezen kiviil megbizhato
¢és egyszerl diagnosztikai modszert kivantam kidolgozni, ezért a klasszikus NDV torzsekre
laboratériumunkban  alkalmazott restrikciés enzim vagashely-analizist (roviden ¢és
tovabbiakban RE-analizis) adaptaltam galamb-NDV torzsekre. Egy galamb-NDV torzs teljes
genomjanak analizisével pedig arra kerestem a valaszt, hogy milyen genetikai valtozasok

vezethettek a virus galambokhoz torténd adaptaciohoz.



2. IRODALMI ATTEKINTES

2.1. A baromfipestis torténete
Az elsé baromfipestisként (BP) ismert jarvanyt 1926-ban, Indonéziaban, Java szigetén

(Kraneveld, 1926, idézi Seal, 1995), és Angliaban, Newcastle-upon-Tyne kornyékén észlelték
(Doyle, 1927, idézi Lomniczi, 1998). A betegség neve (Newcastle disease (ND)) is ettdl az
id6szaktol, egészen pontosan 1926-t6l datalodik, a Newcastle kornyékén kitort jarvany
kapcsan ekkor sikeriilt ugyanis a betegséget etiologiai alapon elkiiloniteni a hasonld
tiinetekkel jaré baromfiinfluenzatdl. Az etiologiai alapt elkiilonitéskor (Doyle, 1927, idézi
Lomniczi, 1998) olyan egyértelmii ND-specifikus jegyekre deriilt fény, mint a galamb
fogékonysaga az NDV-re, ¢és rezisztencidja a madarinfluenza virussal (Avian influenza virus
(ALV)) szemben. A BP torténete azonban nem az 1920-as években kitort jarvanyokkal
kezdddott, erre irodalmi bizonyitékok is vannak. A két betegség, az Al és az ND a
szazadfordulon még egyetlen, baromfipestisnek nevezett korképként élt a koztudatban. A
legkorabbi olyan esetleiras, amely a galambok érintettsége miatt valdsziniileg BP volt, a XIX.
szazad els6 felébdl szarmazik (Petényi, 1833, idézi Lomniczi, 1998). Macpherson egy 1896-
ban, Skocia nyugatra fekvo szigetein észlelt, csirkék elhullasaval jard betegségrol szamolt be
(Macpherson, 1956, idézi Alexander és mtsai, 2004), mely nagy valdsziniiséggel szintén BP
lehetett. Az 1900-as évek elejérdl is vannak bizonyitékok Magyarorszagon kitort, NDV
okozta jarvanyrol (Halasz, 1912, idézi Lomniczi, 1998). Az 1930-as években, az USA-ban
enyhe, léguti, és gyakran idegrendszeri tiinetekkel jaro, virus altal okozott csirkebetegségrol
szamoltak be, melyet pneumoencephalitis-nek neveztek (Beach, 1942, idézi Alexander és
mtsai, 2004). Kés6bb szeroldgiai tesztek kimutattak, hogy a fertézés hatterében szintén az
NDV all (Beach, 1944, idézi Alexander ¢és mtsai, 2004). Az USA-beli esetek utan a vilag
szamos részén, foleg vad vizimadarakbol, de csirkékbdl is izolaltak enyhe tiinetekkel jaro,
vagy tiinetmentes fert6zésbol szarmazo avirulens NDV torzseket.

Az 1920-as évek utani évtizedekben harom pandémiat irtak az NDV szamldjara. A
pandémia-tedria a koztudatban ¢l ma is, bar molekularis epidemiologiai vizsgalatok alapjan
bebizonyosodott, hogy a pandémia kifejezés az NDV egész vilagot érintd jarvanyaira
hasznalva nem helytall6, mivel nem egyetlen virus jarta be a vilagot (Lomniczi és Czeglédi,
2005) (részleteket lasd a ,,2.12. RNS-virusokkal kapcsolatos filogenetikai problémak” cimi
fejezetben). Az in. elsé pandémia 1926-t6l tartott nagyjabol az 1950-es évek végéig, ekkorra
a BP az egész vilagon szétterjedt. Eredeteként a Tavol-Keletet jelolték meg. Masodik

pandémianak az 1960-as években kezdddott globalis jarvanyt tekintették, és egyes szerzok



szerint szintén a Tavol-Keletrdl indult, majd a Kozel-Keleten és Kelet-Eurdpan at 1970-ben
érte el Nyugat-Eurdpat (Alexander, 2003). Harmadik vilagjarvanynak az NDV galambhoz
adaptalodott variansanak elterjedését tekintik, mely az 1970-es évek végén kezd6dott, a 80-as

évek elején bukkant fel Europaban, majd az egész vilagon szétterjedt.

2.2. A betegség elnevezése
A betegség a magyar nyelvben baromfipestis néven honosodott meg az 1800-as évek

végén, ez az elnevezés a tobbivel ellentétben utal arra, hogy az aldozat baromfi, és sulyos
betegségrol van sz6. Az angol ,,Newcastle disease” (ND) elnevezés - mint mar emlitettem —
az 1926-os angliai jarvanytol datdlodik. Doyle a ,Newcastle disease” elnevezést
ideiglenesnek szanta, azonban a nemzetkozi irodalomban az 1950-es évek végén ez az
elnevezés, és annak forditasai terjedtek el. Magyar hatosagi rendeletekben is a Newcastle-
betegség elnevezést hasznaljak (Lomniczi, 2004). Az NDV a madar paramyxovirusok kilenc
szerotipusa koziil az 1. szerotipusba tartozo egyetlen faj, a korokozora igy az APMV-1 (avian

paramyxovirus type 1) terminologiat is gyakran hasznaljak.

2.3. A baromfipestis definicidja
Az NDV torzsek harom virulencia-csoportba tartozhatnak az altaluk csirkében

kialakitott tiinetek szerint: velogén, mezogén és lentogén torzseket kiilonithetiink el. A
velogén (virulens) torzsek kétféle korformat okozhatnak. A neurotrép koérformanal az
idegrendszeri tlinetekhez 1égzdszerviek is tarsulnak, mig a viscerotréop korforma
bélgyulladassal, vérzésekkel, és gyors elhullassal jar, gyakran idegrendszeri tiinetek nélkiil. A
virulens torzsek altal kialakitott jarvanyra 100%-os mortalitas jellemzd. A mezogén torzsek
mérsékelt virulenciaval rendelkeznek, elsdsorban légzdszervi tiineteket alakitanak ki.
Jarvanyokat ritkan, legfeljebb fiatal csirkék kozott okozhatnak, az ilyen jarvanyok 50%-os
mortalitassal jellemezhetok. Ebbe a csoportba tartozik néhany vakcinatorzs, mint pl. a
Roakin, a Mukteswar és a Hertfordshire torzsek. A lentogén torzsek alacsony virulenciajuak,
¢és igen enyhe légzdszervi tiineteket okoznak. Ko6zéjiik tartoznak a napjainkban leginkabb
hasznalatos vakcinatorzsek is (LaSota, B-1). A fentieken kiviil 1étezik egy un. avirulens
csoport is, melyre jellemz6 az enteralis tropizmus, és tiinetmentes fertézéseket idéz elo.

Mivel a BP kialakitasaért felelés NDV-nek nem minden torzse tekintheté korokozonak,
ezért a betegség definialasa elengedhetetlen. A diagnosztikai gyakorlatban a torzsek

virulencidjanak mérésére mesterséges fertdzési teszteket vezettek be (Alexander, 2003). 1992



ota BP-nek tekintik azt a fert6zést, ahol az NDV t6rzs ICPI-je (intracerebralis oltast kévetd
patogenitasi indexe) meghaladja a 0,7-et, a jarvanyokozo virulens torzseké altalaban 1,6-2,0
kozotti értéket mutat. A 0,7-es ICPI hatar bevezetése Ota a mezogén torzsek okozta fertdzést
is BP-nek tekintjiik, addig csak a velogén torzsek altali fert6zést neveztiik betegségnek. A BP-
t kialakitd NDV torzsek kore igy egyes vakcinatorzsekkel (H és Komarov) és galamb-
paramyxovirus-1 (gPMV-1) torzsekkel boviilt. 2000-ben az OIE a fenti definiciot az F génen
talalhato proteolitikus vagashely szekvencia-meghatarozasanak lehetségével egészitette ki.
Eszerint BP-t okozo NDV torzsnek kell tekinteni a virust, ha F2 proteinjének C-terminalisan
tobb bazikus aminosav mutathat6 ki, és az F1 fehérje N-terminalisan, a 117. pozicioban fenil-
alanin (F) talalhato (részleteket lasd a ,,2.9. A patogenitds molekularis alapjai” cimii
fejezetben). A két definicio kozott 1ényegi kiilonbség nincs, a szekvencia-analizis a biologiai
teszt alternativéja, elénye, hogy vele allatkisérleteket lehet kivaltani. A szekvencia-vizsgalat
hatranya, hogy amennyiben a leirt jellegzetes aminosav mintdzat hidnyzik, a torzs

virulencidjat ICPI-teszttel kell meghatarozni.

2.4. A betegség jelentdsége
A BP a tytkidomuak legnagyobb morbiditassal és mortalitassal (kozel 100%) jaro

fert6z6 megbetegedése, a legnagyobb karokat okozd betegség a baromfitartasban. Gyorsan
terjedd, szinte megallithatatlan jarvanyokat idéz el6. A betegség ellen vald védekezés
elsodleges célja a fertézés megelézése vakcinazas révén, illetve a koérokozd behurcolasa
esetén a terjedés megakadalyozasa forgalmi zarlatokkal, és az allomany kiirtasaval. Az
intenziv védekezés mellett is a vilag orszagainak kétharmadaban a fert6zés enzootids
(www.oie.int).

Manapsag is gyakran iranyul a figyelem 0j korokozok megjelenésére, és az altaluk
okozott 10j betegségekre, illetve korokozok tucatjainal figyelheték meg a terjedés
fokozodasaval, és a betegség sulyosbodasaval jard atalakulasok. Az NDV tipikusan ez utobbi
korokozok csoportjaba tartozik, emiatt az NDV-fertézést az un. emergens, vagy feljovében
foglalkozik. A BP-t okkal tekinthetjiik a mult szazad legjelentdsebb baromfibetegségének. A
BP a vilag orszagainak tobb mint felében enzootias, és harmincon feliil van azon orszagok
szama, ahova a fertézést az elmult évtizedben legalabb egyszer importaltak. Az adatok
bejelentésen alapulnak, igy a fennmaradd orszagoknak sem mindegyike tekintheté BP-

mentesnek. A betegség, mely elvalaszthatatlan a csirketartas alakulasatol, eddig két nagy



periodusra oszthato, kozottiik a hatarvonalat az 1950-es évektdl altalanossa valo vakcinazas
képezi. A betegség elsé periodusaban adott volt egy nagy terjedé-képességi, és kozel 100%-
os mortalitasti virus, masfeldl fogékony csirkék tomegei, mint egy rendkiviil dinamikus
novekedést mutatd iparag foszerepldi. A csirkék tekintetében a vilagtermelés nagyjabol 25
évenként megduplazodott, ennek ellenére az els6 periodus a BP gyézelmével végzodott, a 20-
as évek nagy azsiai jarvanyait kovetd évtizedekben a fertdzés az egész vilagon megjelent. Az
1950-es években bevezetett olcsd tomegvakcinazasi eljarasoknak pozitiv és negativ hatasuk is
volt. Pozitiv hatasként értékelhetd, hogy a baromfitermelés novekedése vilagszerte
folytatodhatott; egyes teriileteken, példaul Kelet-Azsiaban a korabbinal még gyorsabb
titemben. Ugyanakkor a vakcinazas eredményeként varhato lett volna, hogy a fert6zés
visszaszorul, és a virussal fert6zott teriiletek csokkennek, mivel a fogékony gazda egy
valamennyire védett gazdara ,,cserélddott ki”. Ehelyett hamarosan nyilvanvalova valt, hogy a
csirkék ilyen intenzitast vilagtermelése mellett a vakcindzads mar nem elégséges a fertdzés
visszaszoritasahoz, ez csakis dragabb eradikacios eszkozokkel (allatirtasok, forgalmi zarlatok)
valosithaté meg (Lomniczi és Czeglédi, 2005).

A fertdzés felszamolasi kisérleteit tekintve mara a vilag két részre szakadt. A fejlett
orszagokban az olyan nagy kartétellel jaro, és nagy terjedd-képességii fertdzo betegségeknek,
mint amilyen a BP, még a korokozojat sem tilirik el, ezért behurcolasok alkalmaval teljes
eradikacioval 1épnek fel ellene. A fejlédé orszagokban a nagy baromfistiriiségl teriiletek
enzootias fertézései mara mar kezelhetetlenné valtak, igy megelégszenek a betegséget
megel6z6 vakcinazassal. A csirketartas gyors titemil ndvekedése arrdl tanuskodik, hogy a BP
elleni vakcinazas a virussal folyamatosan fert6zott orszagokban is képes rentabilissa tenni a
termelést, azonban az NDV-fert6zés globalis el6fordulasa kétségtelenné teszi, hogy egy
sikeres korokozoval allunk szemben. Ez arra utal, hogy a virus alkalmazkodik az {j
helyzetekhez, és fennmaradasa érdekében a sajat maga szamara elényds valtozasokon megy

keresztiil (Lomniczi és Czeglédi, 2005).

2.5. A korokozo6 morfologiaja és felépitése
A baromfipestis, vagy mas néven Newcastle-betegség korokozoja a Newcastle disease

virus (NDV). Az NDV helikalis felépitésii, a nukleokapszidot lipoprotein burok veszi koriil.
A virus egyszali, nem szegmentalt, negativ polaritasi RNS genommal rendelkezik, mely tobb
mint 15 ezer nukleotidbol (nt) all. A genom mérete megfelel a paramyxovirusok Gn. 6-os

szabalyanak (rule of six), mely szerint a hatékony replikdciohoz és transzkripcidhoz a



genomot alkotd nukleotidok szamanak oszthatonak kell lennie 6-tal (Kolakofsky és mtsai,
1998). Az NDV minddssze 6 génnel rendelkezik, ezek a nukleoproteint (NP), a foszfoproteint
(P), a matrix (M) proteint, a fuziés (F) proteint, a hemagglutinin-neuraminidazt (HN), és az
RNS-fiiggé RNS polimerazt (L = large) kodoljak 3°—5’ iranyban. RNS-szerkesztés révén két
tovabbi fehérje is képzddik a P génrdl. Az un. szerkesztési helyen (editing site) 1 illetve 2, a
templat altal nem kodolt guanin épiil be a mRNS-be, és kereteltolodassal a V (+1 guanin) és a
W (+2 guanin) fehérjék szintetizalodnak (Steward és mtsai, 1993). A genomot a 3’ vég feldl
az un. leader (vezetd), mig az 5’oldalon az un. trailer (kdvetd) szekvencia hatarolja, melyek a

replikaciohoz és transzkripcidhoz sziikséges szabalyozo régiokat tartalmazzak (1. abra).

a.)

egyszalu RNS genom

L protein =
P protein A
NP protein e

M protein
F1 protein

HN protein
b.)
3 5
o]
56 1804 3256 4498 6321 8370

1. abra. a.) Az NDV sematikus rajza. NP: nukleoprotein, P: foszfoprotein, M: matrix protein, F1 és F2: fuzios
protein két alegysége, HN: hemagglutinin-neuraminidaz, L: RNS-polimeraz. b.) Az NDV genomjanak térképe.
Az alul 1év6 szamok a gének kezdd pozicidit mutatjak. Le: leader (vezetd) szekvencia; Tr: trailer (kovetd)
szekvencia; 3°: az RNS 37 vége; 5°: az RNS 5 vége
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2.6. Taxonémia
Az NDV a Mononegavirales rend Paramyxoviridae csaladjanak tagja. Korabban a

Rubulavirus genushoz soroltak (Rima és mtsai, 1995), azonban az NDV a Rubulavirus genus
mas tagjaival szemben jelentds killonbségeket mutat. Ezek kozott emlitend6 a gének elsé
nukleotidjanak hexamer fazisai (6n+x), melyek genuson beliil konzervaltnak mondhatéak a
Paramyxoviridae csaladban (1. tablazat), azonban az NDV-ben a Rubulavirus genus tagjaitol
ezek szignifikansan eltérnek (de Leeuw és Peeters, 1999). A masik fontos kiilonbség, hogy
mig a Rubulavirus genuson belil a P génrdl szerkesztés nélkiil a V fehérje, és mRNS
szerkesztés révén kereteltolodassal a P fehérje irodik at, addig az NDV P génjérol szerkesztés
nélkiil a P fehérje, és kereteltolodassal a V fehérje képzddik (Steward és mtsai, 1993). Az
NDV P génjével kapcsolatos tovabbi észrevétel, hogy a szerkesztési hely (editing site)
szekvencidja jobban hasonlit a Morbillivirus €s Respirovirus genusokban lévokre, mint a
Rubulavirus genus tagjaiban észlelt szerkesztési hely szekvenciaira, annak ellenére, hogy az
NDV ez utobbi genussal all kozelebbi rokonsagban (de Leeuw ¢és Peeters, 1999). Az emlitett
kiilonbségek miatt de Leeuw és Peeters javasoltak az NDV 10j genusba torténd sorolasat (de
Leeuw és Peeters, 1999). 2002-ben az NDV-t az ujonnan létrehozott, kizarélag madar (avian)
paramyxovirusokat (APMV) tomoritd Avulavirus genushoz soroltak (Mayo, 2002). Madar
paramyxovirusokon belill dsszesen kilenc antigénszerkezeti csoportot, azaz szerotipust (fajt)
kiilonboztetiink meg, ezek koziil az NDV az APMV-1 szerotipus egyetlen tagja. Tenyésztett
(pulyka) és vadon ¢él6 (pl. vizi-) madarakban tovabbi szerotipusok (APMV-1-9) is

eléfordulnak, de csak enyhébb, vagy tiinetmenetes fertdzést okoznak.



1. tblazat: A Paramyxoviridae csalad Paramyxovirinae alcsaladjaba tartozo reprezentativ virusok genomjanak adatai
A genom hossza Fehérjeszintézis a P gén A gének elsd nukleotidjanak hexamer fazis pozicidja

Genus és virusok

(nt) szerkesztése révén NP P M F SH A* L
Avulavirus

NDV 15186 P—V 2 4 4 4 - 3 6
APMV-6** 16 236 P—V 2 2 2 2 2 4 4

Rubulavirus
MuV 15 384 V—P 2 1 6 1 1 1 6
SV5 15 246 V—P 2 1 6 1 2 1 6
SV41 15 450 V—P 2 1 1 1 - 1 6

Respirovirus
bPIV3 15 480 P—V 2 1 1 1 - 1 2
hPIV3 15 462 P—V 2 1 1 1 - 1 2
SeV 15 384 P—V 2 1 1 1 - 1 2

Morbillivirus
MeV 15 894 P—V 2 2 4 3 - 3 2
RDV 15 882 P—V 2 2 4 3 - 3 2

Henipavirus***

HeV 18 246 P—V 2 3 4 4 - 4 3
NiV 18 234 P-V 2 3 4 4 - 4 3

*Az A (attachment proteint kodolo) gén lehet HN, N vagy G virustol fiiggden.

** Az adatok Chang és mtsai, 2001 cikkébdl szarmaznak

*** Az adatok Wang és mtsi, 2000; Chan és mtsai, 2001 és Harcourt és mtsai, 2000 cikkekb6l szarmaznak
Roviditések: APMV-6: Avian paramyxovirus-6; MuV: Mumps virus; SV5: Simian virus 5; SV41: Simian virus 41;
bPIV3: Bovine parainfluenza virus 3; hPIV3: Human parainfluenza virus 3; SeV: Sendai virus; MeV: Measles virus;
RPV: Rinderpest virus; HeV: Hendra virus; NiV: Nipah virus

2.7. Az NDV csoportjai és elterjedésiik
Az NDV-nek két nagy aga van, a class I és class Il fécsoportok. A két fécsoport

genetikai tavolsaga megkozeliti az 50%-ot. A class I csoport tagjai apatogének, és foleg az
NDYV elsédleges rezervoarjanak szamité vadon ¢élé vizimadarakbol izolaljak oket vilagszerte
(a rezervoarokrol részletesen a ,,2.10. NDV fert6zésre fogékony fajok és a virus rezervoarjai”
cimii fejezetben). A class I-en beliil nemrégiben 9 genotipust irtak le, azonban a
genotipusokra osztds egyelére megrekedt a steril csoportositds szintjén, jarvanytani
informaciot — ugy, mint teriileti és/vagy idobeni ko6todés, vagy gazdaspecifitds - nem
tarsitottak hozzajuk (Kim és mtsai, 2007).

A class 11 focsoport tovabbi két nagy agra oszlik, az elkiiloniilés idébeni: az NDV régi és
recens dga a 60-as évek eldtti, illetve utani idészak virusait foglaljak magukba (2. abra). A
class II fécsoporton belill ez idaig Gsszesen 8 genotipust irtak le foldrajzi és/vagy id6beli
elkiiloniilés alapjan, és ezeken beliil szamos altipus kiilonboztethetd meg egymastol, ezeket
teriiletspecifitds, gazdaspecifitas, illetve idébeli szegregacio jellemzi (Ballagi-Pordany és
mtsai, 1996; Lomniczi és mtsai, 1998; Herczeg és mtsai, 1999, 2001; Yang és mtsai, 1999;
Yu és mtsai, 2001; Gould és mtsai, 2001, 2003; Czeglédi és mtsai, 2002; Mase és mtsai, 2002;
Aldous és mtsai, 2003; Wehmann és mtsai, 2003a, b; Tsai és mtsai, 2004; Bogoyavlenskiy és
mtsai, 2005).
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2. dbra. A mult szazad BP jarvanyait okozo NDV torzsek genetikai csoportositasa, és teriileti eléfordulasa. Az
abra Lomniczi és Czeglédi, 2005 cikkébdl szarmazik. A genotipusok romai szammal, a nagyobb foldrajzi régiok
és virusaik kiilonbozé szinekkel vannak jelolve. A virus eredeténél az aldhtizott az 6shonos, mig a dolt betiis a
virus altal behurcoldssal befertézott teriiletet jelzi. A + a kihalt genotipusokat jeldli. A harmadlagos gazdakat
ovalisok jelzik. A szaggatott keretben 1év6 torzsek avirulensek, a tobbi virulens.
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Az NDV régi vonalat az 1.-1V. genotipusok képezik. Az 1. genotipus tagjait foként az
NDV elsédleges rezervoarjabol, a vadon ¢l6 vizimadarakbol izolaljak. Természetes
koriilmények kozott csak apatogén tagjai vannak, azonban Ausztraliaban vakcinazatlan
csirkeallomanyokba betelepiilve virulens valtozatuk is kialakult (Gould és mtsai, 2001).

A II. genotipus torzsei Eszak-Amerikaban voltak elterjedtek a csirkealloméanyokban, a
40-es években fedezték fel 6ket. A csoport érdekessége, hogy az egyetlen olyan genotipus,
ahol mindharom virulencia tipusba (lentogén, mezogén ¢és velogén) tartozé torzsek
megtalalhatoak. A jol ismert lentogén vakcinatorzsek (LaSota és B-1), illetve a mezogén
Komarov vakcinatorzs is a II. genotipushoz tartozik (Czeglédi és mtsai, 2003).

A III. genotipus a fennmaradt kevés izolatum alapjan csak a Tavol-Keleten fordult elé.
A 1II. genotipus a 30-as évektdl kezdve volt jelen, és még a 80-as években is izolaltak a
csoporthoz tartozd torzseket, annak ellenére, hogy addigra mar a régidoban 4j NDV torzsek
valtak dominanssa (Lee és mtsai, 2004; Tsai és mtsai, 2004). A III. genotipus virulens
torzseket tartalmaz (egyetlen kivétel a mezogén H-vakcinatorzs). Tagjai elvileg mara mar
mindeniitt kihaltak, azonban Kinaban sporadikus esetek kapcsan manapsag ujra felbukkannak
II1. genotipust térzsek (Liu és mtsai, 2003; Qin és mtsai, 2008).

Habar a III. és IV. genotipusok kozel allnak egymashoz, kiilon csoportba sorolasukat
foldrajzi szegregaciojuk indokolja. A IV. genotipus virusai kizarolag Eurépaban fordultak el6,
¢és ha szorvanyosan is, de egészen a 80-as évekig maradtak fenn. Szintén csak virulens tagjai
ismertek (Czeglédi és mtsai, 2002; Herczeg és mtsai, 2001).

Az NDV class II csoportjanak masik nagyobb aga, a recens dg az V.-VIII. genotipusokat
foglalja magdba. Az 0j genotipusok a 60-as évek jarvanyaiban tintek fel, és nagyjabol
mindenhol egy évtized alatt lecserélték a korabbiakat. Csak virulens torzsek tartoznak ide, az
V.-VIII. genotipusok f6 rezervoarjai a csirkék, de egyes alcsoportjaik 1j rezervoarokat
kolonizaltak (kormoran, galamb, liba) (részletesen lasd a ,,2.10. NDV fert6zésre fogékony
fajok és a virus rezervoarjai” cimi fejezetben.

Az V. genotipus Dél- és Kozép-Amerikaban 6shonos, innen indult t6bbszor is hoditd
utjara. A 70-es évek elején diszmadarakkal keriilt Anglidba, késébb az egyik legstlyosabb
jarvanyt okozta Eurdpaban (Aldous és mtsai, 2003; Alexander, 2003). A volt Jugoszlavia
utodallamainak tertiletén kizarolag ez a genotipus harom évtizede tart fenn enzootias fertdzést
(Wehmann ¢és mtsai, 2003b).

A VI. genotipus tagjai kozel-keleti jarvanyokban bukkantak fel a 60-as években, majd

Afrika észak-keleti részén és Azsidban is uralkodova valtak. A 80-as évek masodik felében,



kelet-europai orszagokban is megjelentek az V. genotipus mellett, és szinte teljesen
levaltottak azt.

A VIla és VIIb genotipusok a ’80-as évek ota vannak jelen, elsésorban tavol-keleti
jarvanyokban fordulnak eld. Egy, a VIla-hoz tartoz6 indonéziai valtozat 1992-t61 kezdddéen
Nyugat-Eurépan vonult végig (Lee és mtsai, 2004; Lomniczi és mtsai, 1998). A VIIb egyik
valtozata pedig Afrika déli részén és a Kozel-Keleten telepedett meg, ujabban pedig
sporadikusan Eurdpaban bukkan fel, Bulgariaba, Angliaba és Olaszorszagba is behurcoltak
(Czeglédi és mtsai, 2002; Herczeg és mtsai, 2001).

A VIIIL. genotipus virusai a 60-as évek ota vannak jelen Dél-Afrikaban, de ijabban a

Tavol-Keleten is izolaljak 6ket (Herczeg és mtsai, 1999; Tsai és mtsai, 2004).

2.8. Az NDV iltal kédolt fehérjék és funkcidik
Az NP fehérje mintegy 2600 példanyban talalhato meg a virionban. Az RNS genomot

burkolja be, egy NP fehérje 6 nt-dal kapcsolodik. Az NP fehérje az RNS genommal egyiitt
alkotja a ribonukleoprotein (RNP) komplexet, ehhez, mint templathoz kapcsolodnak a
replikacioban és transzkripcioban résztvevo P és L proteinek, barmelyik 0sszetevé hianyaban
lehetetlen az NDV replikacioja és transzkripcioja.

A P fehérje az RNS-polimeraz kofaktoraként vesz részt a virus replikacidjaban és
transzkripciojaban. A P génrdl két masik fehérje is atirodik 1, illetve 2 guanin inszertalodasa
révén. A V fehérje szerepet jatszik a virus replikaciojaban, a virus egyik virulencia faktora
(Mebatsion ¢és mtsai, 2001). Alfa/béta antagonista tulajdonsaga is ismert (Park és mtsai,
2003a), és ezzel kapcsolatosan részt vesz a gazda-specifitas kialakulasaban (Park és mtsai,
2003b). A P génrdl atirodo harmadik fehérje, a W protein szerepe a mai napig nem ismert.

Az M protein a legnagyobb mennyiségii fehérje a virusban. A fehérje a virus burkanak
belsé feléhez rogziil, és kolcsonhatasban van az NP fehérjével, a kettds lipidmembrannal, és a
nyulvanyfehérjék (F és HN) citoplazmatikus részével (Yusoff és Tan, 2001). A szabad M
proteinek a fertézott sejt sejtmagjaban vannak jelen, melyet a fehérjén talalhaté nuklearis
lokalizacios szignalok tesznek lehetdvé. Az M protein f6 feladata a virion Osszeépitése
(Peeples, 1991).

A F fehérje 1. tipusu membran glikoprotein. A sejt proteazai altal végrehajtott aktivalast
kovetden az F fehérje a membranfiziot (penetracid) hajtja végre (Morrison, 2003). A F

protein az NDV {6 virulenciafaktora.



A HN protein II. tipust membran glikoprotein. A fehérje a szidlsav (N-acetil-
neuraminsav) tartalmu sejtfelszini receptorokhoz kapcsolodik, neuraminidaz aktivitasa révén
bontja a szialsavat, és konformaciovaltozasa révén indukalja az F protein altal végrehajtott
membranfiziot. A HN protein hemagglutinin aktivitassal is rendelkezik, a vorosvérsejtek
virus-specifikus receptoraihoz kapcsolodik, és keresztkotések révén agglutinalja azokat. Mind
az F, mind a HN fehérje antigénként szolgal a fert6zott szervezet immunrendszere szamara.

Az L fehérje a P proteinnel egyiitt alkotja az aktiv RNS-polimerazt, egy L proteinhez 5-
10 P fehérje kapcsolodik.

2.9. A patogenitds molekularis alapjai
Az NDV, ¢és mas burokkal rendelkezé virusok esetében a fertézéshez sziikség van a

virusburok ¢s a sejthartya fuzidjara. Az NDV ezt két nyulvanyfehérjéje, az F és a HN
proteinek segitségével hajtja végre. A HN fehérje felismeri a szidlsav - mas nevén N-acetil-
neuraminsav - tartalmi receptorokat a sejt felszinén, hozzajuk kapcsolédik (adszorpcio), és
neuraminidaz aktivitasa révén bontja a szialsavat. A HN protein tovabbi szerepe, hogy
indukalja az F fehérje altal végrehajtott membranfiziot.

A fzi6 (penetracio) az F fehérjén 1évo fuzids szekvencia segitségével valosul meg. A
fuzidés szekvencia mindaddig inaktiv, amig az F fehérje (FO) proteolitikus hasitas révén
FO—F2+F1 formaba nem jut. Az enzimatikus vagas az F fehérje 116. és 117. aminosavai
kozott, kozvetleniil a fazios szekvencia mellett kovetkezik be, ezaltal a fizios szakasz az F1
molekula végére jut, az igy aktivalt fehérje pedig a megfelelé haromdimenzios térszerkezet
révén képes végrehajtani a fuziot. Az NDV virulencidjat elsésorban az F protein proteolitikus
vagashelyének aminosav-sorrendje hatdrozza meg (Nagai és mtsai, 1976; Toyoda és mtsai,
1987), mely az irodalomban az F fehérje 112.-117. aminosavai altal hatarolt szekvencia, habar
a cellularis proteolitikus enzimek altal felismert szekvencia minddssze a 113-116. poziciok
altal hatarolt 4 as-bol all6 motivumra koncentralodik. Az, hogy milyen aminosav motivum
taldlhato a vagashelyen meghatarozza, hogy mely proteolitikus enzim képes azt felismerni, és
a kotdszekvenciahoz torténd kapcsolodas utan a fehérjét a megfelelé helyen torténd hasitassal
aktivalni. Az NDV F fehérjéjéhez kothetd aktivalodasi stratégia nagyon hasonlit a
madarinfluenza virus (AIV = Avian influenza virus) HA (hemagglutinin) fehérjéje altal
kovetett stratégiahoz, felderitése is tobbnyire ennek koszonhetd. Virulens NDV torzsek F

aminosav, NDV torzsek esetében arginin (R), vagy lizin (K). Ezt a BXBR motivumot ismerik



fel a szubtilizin-szerii protedzok (pl. furin), és a 116. és 117. as-ak kozotti vagassal aktivaljak
az F proteint (Stieneke-Grober és mtsai, 1992; Lomniczi, 2004). Szubtilizin-szer{i proteazok
majdnem minden sejtben megtalalhatok. A virulens NDV torzs ezaltal képes a szervezetben
generalizalt fertozést 1étrehozni, vagyis a virus patogenitasanak alapja a szubtilizin-szer(i
intracellularis proteazokra val6 fogékonysag. Az intracellularis proteazoknak koszonhetéen az
Ujonnan Osszeéplilt virusok még a sejtbdl torténd kiszabadulasuk el6tt aktivalodnak, vagyis
fertézoképesek, igy a szomszédos sejtek sejthartyajanak Osszeolvasztasa révén sejtrdl sejtre
kozvetleniil is tudnak terjedni.

Az avirulens NDV torzsek F proteinjében v kotérégio monobdzikus jellegi, és a
"BBXXR''® konszenzus as-szekvencidval irhaté le. A BXXR motivumot a szubtilizin-szerii
cellularis proteazok nem ismerik fel. Ezt a szekvenciat extracellularisan el6fordulé tripszin-
szerti protedzok képesek felismerni, és a fehérjét a megfelel helyen, a 116. és 117. as-ak
kozott hasitani. Tripszin-szerii protedzok kizardlag a 1€gz6- és az emésztérendszerben
taldlhaté nyalkahartyak feliiletére valasztodnak ki, az avirulens virusok ezért kizarolag az
ezeket béleld hamsejteket képesek megfertézni (Ito és mtsai, 2001). A sziik sejttropizmus
miatt ezek a torzsek csak lokalis fertdzést képesek létrehozni, enyhe vagy tlinetmentes
fertézést eredményezve (Rott és Klenk, 1988; Lomniczi, 2004). A virulens torzsekkel
szemben a sejtbdl kiszabadulé avirulens virusok nem fertézéképesek, mivel a sejten beliil -
megfeleld proteolitikus enzim hijan - nem térténik meg az F fehérje proteolitikus aktivalasa, a
nyulvanyfehérje vagatlan, inaktiv formaban épiil be a virionba. Az avirulens virusok sikere
azon mulik, hogy a kovetkez6 sejthez torténd adszorpciokor képesek-e aktivalodni, igy csak
az utolso pillanatban valnak fert6z6képessé. Az emlitett vagashelybeli kiilonbségen tal
virulens NDV torzsekben a 117. as pozicioban fenil-alanin (F), mig avirulens torzsek esetében
leucin (L) van jelen (Collins és mtsai, 1993; Lomniczi, 2004), bar ennek a kiilonbségnek a

jelentdssége, ¢s a virus fertdzoképességére gyakorolt hatasa nem ismert.
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116. és 117. as-ak kozott
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3. dbra. a.) NDV F proteinjének proteolitikus aktivalasa. N: N-terminalis; C: C-terminalis; S-S: diszulfid-hid; a
piros téglalap az aktiv fuzios szekvenciat, mig a piros vonallal hatarolt fehér téglalap az inaktiv fuzios
szekvenciat jeloli.

b.) Avirulens és virulens NDV torzsek proteolitikus aktivalasat kiilonboz6 cellularis proteazok hajtjak végre,
meghatarozva ezzel a virus sejttropizmusat, és azon keresztiil a virus patogenitasat.

2.10. NDV fertézésre fogékony fajok és a virus rezervoarjai
Az NDV 241 madarfajban képes természetes, vagy mesterséges koriilmények kozott

fertézést létrehozni (Kaleta és Baldauf, 1988). Kiilonbséget kell azonban tenniink az NDV
fertézésre fogékony madarfajok, és az NDV rezervoarjai kozott. Rezervoarrol csak akkor
beszélhetiink, ha a virus tartos fennmaradasa biztositott valamely gazda(ak) korében. A virus
Uj gazdaban torténd megtelepedésének sikere mindaddig kétséges, amig annak egyedei kozott
nem tud folyamatos fertézést elinditani. Vagyis a fert6zéképességhez a virus biologiai
tulajdonsagain kiviil egy masik nélkiilozhetetlen tényez0 is szervesen hozzajarul. Ez a tényezd
a virus-gazda kolcsonhatason alapul, és egy végtelen terjedési lanc 1étezésében nyilvanul meg.
A virus fennmaradasanak sikere sokkal inkabb mulik ennek hatékonysagan, mint az altala

okozott betegségen, és annak stilyossagan.



Egy meglehetésen altalanos érvényti definicio szerint a rezervoar olyan egy, vagy tobb
fajbol allo okologiai rendszer, melyben a fert6z0 agens a végtelenségig fennmarad kiilsé
segitség nélkiil (Ashford, 2003). A rezervoar fogékony gazdak populacioinak halozata, mely
folyamatosan boviil és megujul, akar a térben elszort populaciok talalkozasa révén, akar a
fogékony egyedek rendszeres utanpotlasaval.
természetes, vagy elsddleges rezervodr. A természetes rezervoar ¢s a virus kozos torténetének
tulnyomo része a civilizacido megjelenése el6tti idészakra tehetd, és emberi beavatkozastol
mentesen zajlott. A fentiekbdl kovetkezik a rezervoar 6si jellege is, valoszintileg e rezervoar
dseiben keletkezett a ma 1étezé virusok dse. Az NDV 0si, természetes rezervoarjai a vadon
élé vizimadarak populacioi, Osszesen mintegy 90 madarfaj, melyek vizi életteriik altal
alkotnak 6koldgiai rendszert (Alexander, 1995). Az elsédleges rezervoar esetében a fertézés
lokalis, a virus az emésztérendszerben szaporodik. A vad vizimadarakban talalhato avirulens
NDV torzsek tiinetmentes fertézést hoznak Iétre. Eléfordul ugyan, hogy csirkék BP-jarvanyai
alatt a vadmadarak is aldozatul esnek a csirkéktdl kapott virulens virusok altal okozott NDV
fert6zésnek, azonban ezek az esetek csak sporadikusan fordulnak el6.

Az elsédleges rezervoar mellett 1étezik egy masik gazdatipus is, a mdsodlagos rezervoar,
mely rendszerint 1-1 fajbol all, és amely az NDV esetében egyben mesterséges rezervoar is.
A tyukfélék NDV-vel valo fert6zottsége, és rezervoarra valasa a civilizacié terméke, az egyre
nagyon mértékii nagylizemi csirketartds biztositja a virus szamara a fogékony gazdak
folyamatos utanpotlasat. A ,masodlagos” jelzé utal arra, hogy a tyukfélék, mint rezervoar
recensnek tekinthet6 az 9si, elsddleges rezervoarral szemben, valamint jelzi, hogy a gazdat
kiils6 forrasbol érkezd virusok kolonizaltak, a virus nem a masodlagos gazdaban keletkezett.
A csirkéket fertéz6 NDV torzsek virulensek, a virus képes generalizalt, majdnem minden
szervre kiterjedd fert6zést 1étrehozni. A nemrégiben lezajlott, 1. genotipust avirulens torzsek
altali csirkekolonizaciot, és az utana kialakulo jarvanyt felderitették (Gould és mtsai, 2001),
ebbdl kidertilt, hogy a csirkékbe avirulens torzsek jutottak at, és az 0j gazdaban valt a virus
patogénné, ezt timasztja ala az is, hogy vad vizimadarakban nem talaltdk meg az avirulens
virus virulens parjat. A virus patogénné valasa tehat a masodlagos gazdaban, a csirkében
kovetkezik be, ugyanakkor a korokozo virulenssé valasa a csirkére nézve rendkiviil karos,
kozel 100%-os mortalitassal jar, tulajképpen a virus evolucidos tévedésének tekinthetd
(Lomniczi, 2004). A csirketartds koriilményeinek koszonhetéen azonban a masodlagos
rezervoarban a fert6zési lanc fenntartasa kozel olyan hatékony, mint a természetes gazdaban,

ez pedig a virus csirkékben ,elért” evolicios sikerét eredményezi. Az evollcios sikerhez a
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virus maga is szervesen hozzajarul, még ha torténnének is a masodlagos gazda eliminalasa
révén viruskipusztulasok, az NDV barmikor kész a csirke kolonizacidjara, ezt eddig harom
kiilonb6z6 genetikai vonal, a class I focsoport, valamint a class II-n beliili I. és II. genotipus
esetében is megfigyelhettiik.

Itt kell emlitést tenniink egy specidlis rezervodrrol, a vakcinazott csirkérdl. A recens ag
(V.-VIII. genotipus) megjelenése a csirkék 1950-es években altalanossa valt vakcinazasaval
hozhat6 kapcsolatba. Filogenetikai vizsgalatok egy, a korabbi genotipusok virulens
valtozatainak keletkezési mechanizmusatol eltérd stratégiat latszanak igazolni. A recens
genotipusok nem a régiek leszarmazottai, hanem egy teljesen 0j genetikai vonal (Lomniczi,
2006). A vakcinazast kovetéen a masodlagos gazda, a vakcinazatlan csirke helyett egy
valamennyire védett, vagyis mas fogékonysagi gazda jelent meg a szinen. Ez a
viruspopulacidban bekovetkezett besziikiilt allapotot eredményezett. Az irodalom bottle-neck
effektusnak, vagy magyarul palacknyak hatasnak nevezi azt a jelenséget, amikor egy
genetikai véltozatossaggal rendelkezd populdcié létszama valamilyen kiilsé hatasra (jelen
esetben a gazda vakcindzasanak hatasara) atmenetileg lecsokken. Ilyen esetben az alapitd
hatas meglétén, vagy hianyan mulik, hogy a populacio ismét feltamad-e. Ez pedig azon mulik,
létezik-e olyan egyed, ami a populacio besziikiilését okozo hatasnak ,.ellenall”.

Hipotézisiink szerint (Lomniczi, 2006) az V.-VIII. genotipus keletkezésének hatterében
a vakcinazast koveten Oridsi szerep jutott az immunszelekcionak. A régi és recens
genotipusok elvalasa valdsziniileg mar korabban megtortént, a régi genotipusok uralkodasa
alatt, vagy még azeldtt, mindenesetre az 1960-as évek el6tt valoszinlileg nem vettek részt
jarvanyok kialakitasaban. A vakcinazas kovetkeztében, a viruspopulacié besziikiilését
kovetden valosziniileg egyetlen alapitd viruson mulott a fennmaradas. Ez az alapitd virus, az
V.-VIII. genotipusok kozos 6se pedig rendelkezhetett az immunitas attorésének képességével,
ebbdl kovetkezik virulens volta is. A vakcinazast kovetéen bekovetkez6 palacknyak hatast, és
az V.-VIIL genotipus kozos 6sének alapito 1étét tamasztja ala az a tény is, hogy az ,,4j”, védett
gazda megjelenését kdvetden nagyjabol egy évtizedes késéssel kezdddott a recens torzsek
jarvanyokban valé felbukkandsa.

Az elmult évtizedekben a tyukfélék BP-e mell¢ harom 0j madarfaj 6nalldan terjedd BP-
e sorakozott fel, a galamb, a kormoran és a liba esetében a virus-gazda kolcsonhatas szintén
elérte mar a rezervoar statuszt, benniik a virus a csirkékhez hasonléan generalizalt fertdzést
alakit ki. A kiilonboz6 genotipushoz tartozo virulens NDV torzsek egymastol térben és idében

fuggetleniil csirkébdl mentek at az j gazdara, melyek ezaltal a harmadlagos rezervoarok
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csirkék kolonizacidjanal is recensebb gazdavaltasrol van szo, a harmadlagos gazdak és az
NDV torténete viszonylag rovid, a torzsfan az 0j NDV gazdavaltozatok galambok,
kormoranok ¢és libak esetében is egyes leszarmazasi vonalakon beliil csak egy-egy alcsoportig
kiizdottek fel magukat.

A rezervoarok 6si illetve mesterséges voltabol a benniik ¢16 virusok patogenitasanak
az Osi rezervoarban 1év6é apatogén virusallapotot tekinthetjiik Osinek. A mesterséges
rezervoarban, a csirkében a kolonizaciot koveten patogén virusok alakulnak ki, és vannak

jelen, a patogenitas igy a virus leszarmazott allapota.

2.11. NDV fert6zés galambokban

1981-ben, Olaszorszagban és Szudanban egy jarvanyos, a tiinetek tekintetében
baromfipestisre hasonlitd silyos megbetegedés jelent meg a galambokban (Columba livia)
(Biancifiori és Fioroni, 1983; Eisa és Omer, 1984). Az irodalomban akkor is, és azota is tdbbnyire
a galambok paramyxovirus-1 (gPMV-1) okozta betegségeként emlitik, az utobbi iddben azonban
mar a betegség jelentdségét sokkal kifejezObb galamb-ND elnevezéssel is lehet talalkozni (Varga
és mtsai, 1999; Meulemans és mtsai, 2002).

Mar az 1920-as évek kozepén, a baromfipestis madarinfluenzatél torténd etiologiai
alapu megkiilonboztetése kapcsan fény dertilt arra, hogy a galambok fogékonysagot mutatnak
NDV-re, ugyanakkor rezisztensek az Al fertézéssel szemben (Doyle, 1927, idézi Lomniczi,
1998). Késébb szamos sporadikus esetrdl szamoltak be, ezek azonban csirkéket érintd BP
jarvanyok alatt fordultak eld, ¢és a fertézés galambok kozott rendszerint nem volt ragalyos
(Hanson ¢és Sinha, 1951; Stewart, 1971; Pearson és McCann, 1975; Erickson és mtsai, 1980;
Kaleta és Bandauf, 1988). A 80-as évek elején kezdddd 0j betegség azonban a korabbiaktol
eltéréen posta-, disz- és hiisgalambok kozott gyorsan és 6nalldan terjedt, csirkék azonban nem,
vagy csak kivételesen kaptdk meg (Alexander és Parsons, 1986; Vindevogel és Duchatel, 1988).
A betegség olyan intenzitassal terjedt szét Eurdpa szerte, ami a csirkék baromfipestisének
terjedéséhez volt hasonlatos (Alexander és mtsai, 1985; Wilson, 1986; Vindevogel és Duchatel,
1988; Kaleta, 1992a, b). A korokozo laboratoriumi vizsgalatok soran NDV-nek bizonyult, az
izolatumok jelentés részét azonban csirkékben elvégzett tesztben mindossze kozepes
virulencidjinak, mezogénnek talaltdk (Alexander és mtsai, 1985; Alexander és Parsons, 1986;
Kissi és mtsai, 1988; Kissi, 1988; Werner és mtsai, 1999; Meulemans és mtsai, 2002). Az NDV
torzsek diagnosztizalasaban fontos elérelépést jelentett, amikor angol kutatok olyan monoklonalis

ellenanyagokat (Mke) allitottak eld, amelyek segitségével a galamb patogén PMV-1 torzseket
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(gPMV-1) meg lehetett kiilonboztetni a csirkékben eléforduld klasszikusabb NDV ' torzsektdl
(Alexander és mtsai, 1984). A betegség néhany éven beliil vilagszerte megjelent, és oriasi karokat
okozott a galambtenyészetekben. Harmadik vilagjarvanynak is nevezték, utalva ezzel — bar, mint
mar emlitettem, hibasan - a megelz6 évtizedekben csirkéket érinté BP-jarvanyok kiterjedésére
(Wilson, 1986; Alexander, 1988). Az inaktivalt vakcinakkal tortén6 oltas hatasara a betegség
visszaszorult ugyan, de a fertdzést nem sikeriilt felszamolni. A fertézés az eurdpai allomanyok
egy részében enzootiassa valt, manapsag is nagy szamban izolalnak gPMV-1 torzseket vilagszerte
(Alexander és mtsai, 1997; Werner és mtsai, 1999; Kommers és mtsai, 2001; Zanetti és mtsai,
2001; Meulemans ¢és mtsai, 2002; Barlic-Maganja és mtsai, 2005; Liu és mtsai, 2006), rdadasul
nemcsak haziasitott galambokbol, hanem vadon €16 galambokbol, gerlékbdl és diszmadarakbol is
(Alexander és mtsai, 1985; Lister és mtsai, 1986; Johnston és Key, 1992; Kaleta, 1992b; Werner
és mtsai, 1999). Magyarorszagon 1983-ban diagnosztizaltédk a betegséget (Pavozsan és mtsai,
1984), és a kovetkezd években, hazankban izolalt gPMV-1 virustorzseket kutatocsoportunk

jellemezte (Kissi és mtsai, 1988).

2.12. RNS-virusokkal kapcsolatos filogenetikai problémak

Az RNS-virusok nagyfokt szekvencia-valtozatossaganak oka, hogy a genetikai anyag
masolasat végrehajtd6 RNS-polimeraz nem rendelkezik 3°—5’ exonukledz aktivitassal, vagyis
a DNS-polimeraztol eltéréen a hibasan beépiilt nukleotidokat képtelen eltavolitani, és igy
javitasra sincs lehetdség. Emiatt az RNS-virusoknal a mutdciok gyakorisaga 107-107
szubsztitucié/nukleotid/replikacio, vagyis a DNS-virusoknal nagyjabol 4-6 nagysagrenddel
gyorsabban divergalodnak. A filogenetikai vizsgalatok segitségével a rokonsagi viszonyok
felfedésén tal az idOviszonyokrdl is szeretnénk tdjékozodni. Azonban az idSkalibraciot
tekintve a virusizolalas datumaval ovatosan kell banni, viszonylag ,,révid” evolucios id6
(néhany évtized) alatt is torténhetnek olyan valtozasok, amelyek az egyes pozicidban 1évo
nukleotid-szubsztitucio vissza- illetve tovabbalakulasa koévetkeztében rejtve maradnak
eléttiink. Ebbol kovetkezik, hogy minél nagyobb tavolsigra van egymastol két taxon, az
aghosszisagokkal reprezentalt id6 annal alabecsiiltebb lesz.

A virustorzsek kozotti killonbségek - a nukleotid és aminosav szubsztiticiok -
segitségével vizsgalhato a torzsek filogenetikai kapcsolata. A filogenetikai csoportositasaban
altalanosan elfogadott kifejezések: tipus, genotipus, szubtipus, csoport és alcsoport. Az egyes
virusfajoknal természetesen mas és mas értékek jelentik a genotipusok, és az azon beliili
csoportok hatdrait, altalanos azonban, hogy az értékeket befolyasoljak a korokozo biologiai

tulajdonsagai, és foldrajzi elterjedtsége, ezek pedig az adott virus jarvanytanat is jol jellemzik.
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Vagyis a rokonsagi viszonyok meghatarozasan tul, a szekvencia adatokon alapuld
filogenetikai vizsgalatok a betegségek epidemiologiai hatterének felderitéséhez is
szolgaltatnak informaciokat. A filogenetikai analizis soran kapott torzsfak egyrészt
tajékoztatnak a populacion beliili genetikai diverzitds mértékér6l, masrészt olyan fontos
adatok nyerhetok a segitségével, minthogy egy adott jarvany egy, vagy tobb genetikai
vonalnak tulajdonithato-e. NDV esetében példaul a pandémia-tedria d6lt meg a filogenetikai
vizsgalatokbol levont kovetkeztetésekkel (Lomniczi és Czeglédi, 2005). Mint mar korabban
emlitettem, az NDV szamlajara harom pandémiat irtak az 1920-as évektdl kezdve. Az NDV
genotipusok azonositasanak bevezetése azonban ravilagitott arra, hogy mig az elsé
,,pandémiat” legalabb harom korai genotipus (II., III., IV.) virustorzsei okoztak, addig a
masodik ,,pandémiaért” két recens genotipus, az V. és V1. tehetd feleldssé. Vagyis a pandémia
kifejezés nem helytalld, mivel nem egyetlen virus jarta be a vilagot, a globalis szinten
eléforduld jarvanyokat teriiletspecifikus jarvanytipusok egyidejii, de egymastol fiiggetlen
eléforduldsa jellemezte. A filogenetikai analizis véalaszt szolgaltat olyan kérdésekre is, hogy
egy adott teriileten megjelend virust a vilag mely részérél hurcoltak oda, esetleg a virulens
torzs helyben keletkezett-e enzootiasan jelenlévd avirulens virus mutacioja kovetkeztében. Ez
utodbbira példa az Ausztralidban vad vizimadar populaciobol szarmazo, csirkékben virulencia
fokozodason atesett NDV okozta jarvany (Gould és mtsai, 2001). A filogenetikai analizis
soran feltart kiilonbségek nemcsak a jarvanytan szamara hasznosak, hanem a nt szekvenciak
jellegzetességeinek vizsgalataval egylitt a virusok taxonémiai besorolasat is segitik. Erre
szintén példat szolgaltat az altalunk vizsgalt NDV, a genom részletes vizsgalatakor észlelt
anomalidk (de Leeuw és Peeters, 1999) miatt az NDV nemrégiben a Rubulavirus genusbol

atkerdilt az tjonnan létrehozott Avulavirus genusba (Mayo, 2002).

2.13. Filogenetikai médszerek
A filogenetikai analizis modszerei lehetnek tdvolsdag-matrix (kvantitativ) és karakter

(kvalitativ) alapi megkozelitések. Mindketté eredményeként filogenetikai fat kapunk, amely
nem mas, mint a vizsgalt taxonomiai egységek, esetiinkben virustorzsek kozotti rokonsagi
viszonyok grafikai abrazolasa. A tavolsag-matrix alapti megkozelitéseknél (pl. UPGMA,
Fitch-Margoliash modszer, Wagner-féle tavolsag modszer) a kiindulasi alap egy tavolsag-
matrix, ami tartalmazza a vizsgalt adatok (esetiinkben nukleinsav szekvenciak) becsiilt,
paronkénti Osszehasonlitasabol szarmazo tavolsag értékeit. Tavolsdg matrixok képzésének

egyik legegyszeriibb modja a stlyozatlan parok kialakitdsa mértani atlagok alkalmazéaséaval
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(UPGMA), ahol a legkisebb tavolsagot mutato taxonpar kivalasztasaval, azokat egyben kozos
dssel rendelkezd, legkozelebbi rokonoknak is tekintjiik. A tobbi taxon tavolsaga ehhez
viszonyitva hatarozhaté meg. A moddszer alapveté hibaja, hogy a kiilonb6z6 taxonok kozotti
eltéré szubsztitiicios ratabol szarmazo hatast nem veszi figyelembe. Széles korben elterjedt
tavolsag-matrix alapu alkalmazas az un. neighbor-joining modszer (Saitou és Nei, 1987),
mely lényegében egy Un. cluster-analizis, és kikiiszoboli a fentebb emlitett problémat. A
modszer a minimalis evolucid hipotézise alapjan a leghasonlobb két szekvenciat kivalasztva,
pontértékiik szamtani kdzepével jellemzett hipotetikus taxont hoz létre. A kovetkezo 1épésben
ismét Osszeveti az Osszes taxont (szekvenciat), beleértve az el6z6 1épésben a két legkozelebbi
taxonbol tjonnan létrehozott hipotetikus taxont is, és a két legkozelebbit megint 6sszevonja,
ezaltal a taxonok szama minden 1épésben eggyel csokken. Az atalakitott tavolsag-matrix
hasznalata azonban a fa torzulasat eredményezheti, mert nem veszi figyelembe, hogy a nt
szubsztitucioknak tobbféle tipusa is létezhet (egyszeres, tobbszords, koincidentalis, paralel,
konvergens, back). Emiatt bizonyos korrekciokra van sziikség ahhoz, hogy kikiiszoboljiik az
evolucios tavolsag alulértékelését.

Az altalunk erre a célra alkalmazott két-paraméteres Kimura korrekcios modell (Kimura,
1980) azon a tapasztalaton alapul, hogy statisztikailag gyakrabban fordulhat el§ tranzicio
(puriné>purin: A<>G; pirimidine>pirimidin: T<>C) egy vizsgalt DNS-szakaszon, mint
transzverzié (puriné> pirimidin: A, G <> C, T), ennek kovetkeztében a modell a tranziciot
alacsonyabb, mig a transzverziot magasabb pontszammal értékeli. A fak megbizhatosagat
, bootstrap” analizissel (Felsenstein, 1985) vizsgaltuk, mely véletlenszeri mintavételezéssel
general — esetiinkben 100 — egymastol fliggetlen fat, majd ezekbdl egy konszenzus fat készit,
és minden 4gra megadja, hogy ez a generalt fak mekkora hanyadaban szerepelt. Altalaban a
90% feletti ,,bootstrap” érték mellett nevezheté a kapott fa elagazasrendszere, és az azt
létrehozo filogenetikai modszer megbizhatonak, az 50% alatti ,,bootstrap” értékek mar nem
mindig tiikrozik megfelelGen a filogenetikai kapcsolatokat, ezért érdemes egyéb modszerrel is
elemezni a rendelkezésre allo adatokat, a valos filogenetikai viszonyok megallapitasahoz.

A filogenetikai vizsgalatok masik modja az egyedi karakterek dsszehasonlitasan alapuld
modszer (parsimony). Az eljaras a szekvencidk nukleotid-, vagy aminosav pozicidit, mint
karaktereket direkt modon hasonlitja 6ssze. A modszer Iényege a takarékossag, eszerint az a
fa tiikrozi leginkabb a valos leszarmazast, amelyik a legkisebb szamu evolucios valtozast
igényli a taxonomiai egységek kozotti kiilonbségek magyarazatara. A kapott torzsfa agai
aranyosak az evolicids valtozdsok szamaval, a tavolsdg alapti moddszerekkel nyert

filogenetikai fakhoz képest a ,,parsimony” fak tobbletinformaciot is hordoznak, mégpedig azt,
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hogy pontosan melyik pozicié jarult hozza egy adott 4g hosszisagahoz. A modszer hatranya,

hogy a konvergens evolicié modellezésére kevésbé alkalmas.
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3. CELKITUZESEK

1.

Reprezentativ galamb-NDV torzsek F génjének részleges szekvenciaibol adatbazis
létrehozasa, majd ennek felhasznalasaval a torzsek filogenetikai vizsgalata az alabbi

kérdések megvalaszolasa céljabol:

Milyen foku genetikai diverzitds jellemzi a galamb-NDV torzseket, és miféle

epidemioldgiai kapcsolatok és jelenségek ismerhetok fel analizisiikkel?

. Hogyan viszonyul egymashoz a galamb-NDV, és a klasszikus NDV természetes

viszonyok kozotti evolucios iiteme?
A galamb-NDV torzsek kozott fennall-e barmiféle foldrajzi és/vagy idébeli

elkiilontilés?

. A galamb-NDV torzsek monofiletikus csoportot alkotnak-e, azaz a csirke-galamb

gazdavaltds egyszeri esemény volt, vagy a gazda kolonizacidja egynél tobb
alkalommal tortént meg?

Az 1980-as ¢években kitort jarvany egyetlen alapvirus terjedésének volt-e
tulajdonithato, vagy egymastol jol elkiiloniilt genetikai vonalhoz tartoz6 torzsek vettek
részt benne?

Térben és idoben hova helyezhetd a galamb-NDV torzsek eredete?

. Milyen koriilmények kozott keriilhetett sor a gazdavaltasra?

Konnyen elvégezhetd, és minden laboratorium szamara elérhet6 restrikcios endonukleaz

analizis kidolgozasa galamb-NDV torzsek vizsgalatara annak érdekében, hogy...

a galamb-NDV torzseket megkiilonboztessiik a klasszikus NDV torzsektol.

b. galamb-NDV torzseket restrikciés fragmentum mintazatuk alapjan jarvanytani

jelentéssel biro alcsoportokba tudjunk sorolni.

Egy galamb-NDV térzs genomszekvencidjanak meghatarozasa annak megallapitasara,

hogy...

a. milyen genomszerkezeti sajatossagok jellemzoéek a galambhoz, mint harmadlagos

rezervoarhoz adaptalodott virusra.
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milyen genom-mérettel rendelkeznek a galamb-NDV torzsek, valamint a genom
mérete kapcsolatba hozhato-e a virus gazdatropizmusaval.

milyen genetikai valtozasok allhatnak a gazdavaltas hatterében.

a genom-szekvencian azonosithatok-e az NDV-nél eddig leirt mindazon szakaszok,
amelyek a replikacio, transzkripcid, és a virus-gazda kolcsonhatas eseményeinek

szabalyozasaban vesznek részt.
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4. ANYAG ES MODSZER

4.1. Virustorzsek
A vizsgilt virustorzsek az MTA Allatorvostudoményi Kutatéintézetében Dr. Lomniczi

Béla altal fenntartott virusgytijteménybdl szarmaznak. A hazai baromfipestis izolatumok az
Orszagos Allategészségiigyi Intézet Viruslaboratoriuma, valamint a debreceni, miskolci és
békéscsabai Allategészségiigyi Intézetek jovoltabol keriiltek a fent emlitett gyiijteménybe.
Kulfoldi jarvanymenetekbdl, kitorésekbdl izolalt torzsek kutatasi egylittmiikodés keretében
gazdagitottak a gyljteményt. A vizsgalt torzsek adatait az eredmények konnyebb
kovethetGsége érdekében az ,,5. Eredmények és megvitatas” cimil fejezetben ismertetem,

feltiintetve a szekvencia-analizis, illetve a RE-analizis eredményeit is.

4.2. Virus-szaporitas
10°-10* PFE/ml téménységii virusbol 0,1 ml-t oltottunk 9-10 napos embrionalt tyuktojés

allantoisz iiregébe, ahol a hartyat bélelo sejtrétegben szaporodott a virus. A tojasokat 37°C-on
3 napig inkubaltuk, majd a virustartalmu allantoisz folyadékokat leszivtuk, és

felhasznalasukig —70 °C-on taroltuk.

4.3. Virus RNS tisztitasa
Az NDV-vel fert6zott tyuktojas allantoisz folyadékabol 500 pl-t centrifugalassal (5 perc,

6500 g) mentesitettiink az esetleges szovetmaradvanyoktol, majd proteinaz K enzimmel
(Sigma) kezeltiink 600 pl reakcio-térfogatban (10 mM Tris-Cl pH=8; 6 mM EDTA pH=S8; 0,5
m/m% SDS; 100 pg/ml proteindz K) 55°C-on 1 6ran at. Ezutan 1-szeres térfogataranyu fenol
hozzaadasaval extrahaltuk, a keveréket centrifugaltuk (10 perc, 16500 g), a feliil 1évo vizes
fazist 0j eppendorf csdbe mértiik at, és a miiveletet még egyszer megismételtilk. Ezutan a
fenol maradékanak eltavolitasa céljabol az extrakcidt 1-szeres térfogataranyu kloroformmal is
elvégeztiik, majd centrifugalas (10 perc, 16500 g) utan a vizes fazist uj eppendorf csébe
mértiik at. A virus RNS kicsapasa 50 pul 3 M NaAc (pH=5,2) és 800 pl etanol hozzaadasaval -
20°C-on tortént 1 éjszakan keresztiil. A virus RNS-t 800 pl 70%-os etanollal torténé mosas és

szaritas utan 20 pl DEPC kezelt vizben oldottuk. Az RNS-t felhasznalasig -70°C-on taroltuk.
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4.4. A genom 3’ végének meghosszabbitasa
A genom 3’ végének meghosszabbitasara az RNS-genom 3’ végi szekvenciajanak

meghatarozasahoz volt sziikség. Ennek érdekében specifikus DNS oligonukleotidot (17.) (2.
tablazat) ligaltunk az RNS-hez. A 40 ul térfogati reakcidelegy 5 ul RNS-t, 250 ng DNS
oligonukleotidot, 5 mM DTT-t, | mM ATP-t, 40 U RNasin RNaz inhibitort (Promega), 20 pl
40%-o0s PEG-et, és 20 U T4 RNS-ligazt (Promega) tartalmazott. A reakcio 37°C-on 30 percen
at zajlott, majd az RNS-ligazt 96°C-on 3 percig denaturaltuk. A DNS-linkerrel ellatott RNS-t
ezutan 2,5-sz6ros mennyiségii etanollal kicsaptuk, és 100 pl 70%-os etanollal torténé mosas

¢s szaritas utan 20 pl DEPC kezelt vizben oldottuk.

4.5. Reverz transzkripcio
4.5.1. Reverz transzkripcio RE-analizishez, és filogenetikai vizsgalatokhoz

A RE-analizishez és a filogenetikai vizsgalatokhoz a ¢cDNS szintézis 25 pl reakcio-
térfogatban tortént random hexamer felhasznalasaval. A reakcidelegy 0,02 U random
hexamert (Pharmacia), 0,4 mM dATP-t, dCTP-t, dGTP-t és dTTP-t (Promega), 200 U
Moloney murine leukémia virus reverz transzkriptazt (Invitrogen), az enzimnek megfelelé
puffert (50 mM Tris-HCI pH=8,3, 75 mM KCl, 3 mM MgCl,) és 5 ul RNS-t tartalmazott. A

reakcid 90 percen at 37°C-on zajlott.

4.5.2. Reverz transzkripcié a genom teljes nukleotidsorrendjének meghatirozasiahoz
A genom teljes nukleotidsorrendjének meghatdrozasdhoz a reverz transzkripcié 25 pl

térfogatban zajlott, a reakcidhoz genom-specitikus oligonukleotidokat (18., 19., 20., 21. és 22.)
(2. tablazat) alkalmaztunk. A kiindulési 16 pl-es reakcioelegy 2 pmol oligonukleotidot, 0,4
mM dATP-t, dCTP-t, dGTP-t, valamint dTTP-t és 5 pl RNS-t tartalmazott. A reakcidelegyet
10 percig 65°C-on, majd 1 percig jégen tartottuk. Ezutan hozzaadtunk 40 U RNasin RNaz
inhibitort, 2 ul 0,1 mM-os DTT-t, és az enzimnek megfeleld puffert (50 mM Tris-HCI, pH 8,3,
75 mM KCl; 3 mM MgCl,, 0,02 M DTT). Az elegyet 1 percig 42°C-on tartottuk, majd
hozzaadtunk 2 U SuperScript II RNaz H™ Reverz Transzkriptazt (Invitrogen). A reakcio 50
percen keresztiil 42°C-on, majd az enzim denaturalasa 15 percen at 70°C-on zajlott. Ezutan a
reakcioelegyet 20 percig jégen tartottuk, majd 2 U RNaz H enzimmel emésztettiik az RNS-t
37°C-on 30 percen keresztil. Az RT-reakciokhoz minden esetben DEPC-kezelt vizet

hasznaltunk.
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4.6. A genom 5’ végének meghosszabbitasa
A genom 5’ végének meghosszabbitasa az RNS genom 5’ végi nukleotidsorrendjének

meghatarozasa érdekében volt sziikséges. Ehhez az 5 RACE kitet (Invitrogen) alkalmaztuk.
A szekvencia specifikus oligonukleotiddal (22.) (2. tablazat) tortént RT-reakciot kovetden a
cDNS-t  GlassMAX oszlopon keresztiil tisztitottuk az esetlegesen megmaradt
oligonukleotidoktol torténd elvalasztas céljabol. A ¢cDNS-hez 120 pl 6 M-os Nal-oldatot
adtunk, majd az elegyet az oszlopon keresztiil 13000 g mellett 20 s-ig centrifugaltuk. Ezutan
haromszor mostuk az oszlopot 400 pl hideg mosopufferrel, majd kétszer 400 pl 70%-os
etanollal, a centrifugalds minden esetben a korabbiak szerint zajlott. Az oszlopot
centrifugaldssal szaritottuk (13000 g, 1 perc), majd 50 pl 65°C-os steril vizzel (Sigma) 13000
g mellett 20 s-ig tarto centrifugalassal elualtuk a cDNS-t.

A tisztitas utan a cDNS 3’ végéhez poli-C farkat szintetizaltunk. A 25 pl végtérfogati
reakcidelegy 10 pl tisztitott cDNS-t, 0,2 mM dCTP-t, 1 pl terminalis dezoxinukleotidil-
transzferazt, és az enzimnek megfeleld puffert (10 mM Tris-HCI, 25 mM KCl, 1,5 mM MgCl,)
tartalmazott. A reakciohoz DEPC-kezelt vizet hasznaltunk. Az enzim hozzdadasa elétt az
elegyet 3 percig 94°C-on inkubaltuk, majd jégre helyeztiik. A reakcioé 10 percen at 37°C-on
zajlott. Az enzimet ezutan 10 perc alatt 65°C-on inaktivaltuk, majd a reakcidelegyet rovid
centrifugalast kovetden jégre helyeztiik. A reakcidelegybdl 5 ul-t kozvetleniil hasznaltunk fel

a PCR soran.

4.7. Polimeraz-lancreakcié (PCR)
4.7.1. Oligonukleotidok tervezése és szintézise

Az oligonukleotidokat laboratoriumunkban korabban szekvenalt gPMV-1, illetve egyéb
NDV torzsek megfelelé génszakaszainak szekvenciai alapjan terveztiik OLIGO 4.0 szoftver
segitségével. Az oligonukleotidokat az MTA Szegedi Biologiai Kozpont Nukleinsav Szintézis

Csoportjaval szintetizaltattuk.

4.7.2. PCR-ek RE-analizishez, és filogenetikai vizsgalatokhoz
A RE-analizishez ¢s a filogenetikai analizishez alkalmazott PCR-ek az 1.-2., 3.-4., 5.-6.,

9.-10., 11.-12., 13.-14. és 15.-16. oligonukleotid parok (2. tablazat) felhasznalasaval 100 pl
reakcio-térfogatban zajlottak. A reakcidelegy 5 pl random hexamer alkalmazasaval késziilt

c¢DNS-t, 0,1 mM dATP-t, dCTP-t, dGTP-t, valamint dTTP-t, mindkét oligonukleotidbol 30
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pmol-t, 2U Taq DNS-polimerazt (Perkin-Elmer), és az enzimnek megfelelé puffert (10mM
Tris-HCI pH=8,3, 50 mM KCl, 2,5 mM MgCl,) tartalmazott.

Fészkes PCR alkalmazasakor az 5. és 6. oligonukleotidok felhasznalasaval késziilt elsé
PCR-terméket 50-szeresére higitottuk, és a fészkes PCR reakcidhoz ebbdl a higitasbol
hasznaltunk 5 pl-t. A fészkes PCR a 7.-8. primerparral (2. tablazat) szintén 100 pl reakcio-
térfogatban zajlott. A reakcioelegy 0,1 mM dATP-t, dCTP-t, dGTP-t és dTTP-t, mindkét
oligonukleotidbol 30 pmol-t, 2U Taq DNS-polimerazt, és az enzimnek megfeleld puffert (10
mM Tris-HCI pH=8,3, 50 mM KCl, 2,5 mM MgCl,) tartalmazott. A reakciok PTC-200 Peltier
Thermal Cycler késziilékben zajlottak. A PCR-ek koriilményeit a 3. tablazat tartalmazza.

4.7.3. PCR-ek a genom teljes nukleotidsorrendjének meghatiarozasahoz
A genom teljes nukleotidsorrendjének meghatarozasa céljabol késziilt PCR-ek 50 pl-es

reakcio-térfogatban zajlottak a 18.-23., 24.-25., 26.-27., 28.-29. és a 30.-31. oligonukleotid
parok (2. tablazat) felhasznalasaval. A reakcidelegy 5 pl genom-specifikus primer
segitségével késziilt cDNS-t, 0,2 mM dATP-t, dCTP-t, dGTP-t, valamint dTTP-t, mindkét
oligonukleotidbol 10 pmol-t, 2,5 U PfuTurbo DNS-polimerazt (Stratagene) ( 24.-25., 26.-27.
¢és 28.-29. primerparok esetén) vagy 1 U Cloned Pfu polimerazt (Stratagene) (18.-23. és 31.-
31. primerparok esetén), és az enzimnek megfeleld puffert (20 mM Tris-HCI (pH=8,8), 2 mM
MgS0s4, 10 mM KCI, 10 mM (NH4)>SOy4, 0,1% Triton X-100, 0,1 mg/ml BSA) tartalmazott.
A reakciok PTC-200 Peltier Thermal Cycler késziilékben zajlottak. A PCR-ek koriilményeit a
3. tablazat tartalmazza.

A PfuTurbo ¢és Cloned Pfu polimerazzal amplifikalt PCR-termékeket 2U Taq DNS-
polimerazzal kezeltiik, annak érdekében, hogy a tompa 3’ végekre adenin keriiljon, ezaltal
alkalmassa valjon pCR-XL-TOPO vektorba (Invitrogen) illetve pCR 4-TOPO t6rténd

klonozasra. A reakcid 72°C-on 15 percen at zajlott.
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2. tablazat: Reverz transzkripciokhoz és PCR-ekhez hasznalt oligonukleotidok, szekvenciaik és pozicioik

Az F gén restrikciés enzim analiziséhez hasznalt primerek és pozicidik

1. 5-YGAYTCMATCCGCARGATACAAGGRTCTG-3’ (4837-4865)
2. 5-ATCTGATCGAGGGYATTRTTCCCAAGCCA-3’ (6189-6161)
3. 5-TGAITCWATYCGIARGAIACAAGRKTCTG-3' (4837-4865)
4. 5-ATCTGRYCIAGTGTRTTATTCCCAAGCCA-3' (6189-6161)

Az F gén részleges szek i liziséhez h alt kiilsé primerek és pozicidik

5. 5-GGGRAAGARAGTGACWTTTGACA-3’ (4033-4055)
6. 5-TKGGATAAWCCRYYRGTGACCTC-3’ (5064-5042)

Az F gén részleges szekvencia-analiziséhez hasznalt belsé primerek és pozicidik

7. 5-CCYRAATCAYYRYGRYRCATAA-3' (4418-4442)
8. 5-KCRGCRTTYTGKKTGGCTKGTAT-3’ (4989-4967)

Az F gén Hinfl, BstOl és Rsal vagashelyeinek felderitéséhez hasznalt primerek és pozicidik

9. 5-GGYGCYRTYATYGGYRGTRTRGCTCT-3’ (4898-4923)
10. 5-YTGAGTMTGTGAGTCRTAYARDATAGG-3’ (5386-5360)
11.  5-AAGYTAGGTGTRGGRAAYARYCAAC-3' (5297-5321)
12.  5-TYATYTTRCARTTDGCRAYRACTGA-3' (5732-5708)

13. 5-CATTCCCTATGTCCCCTGGTATTTA-3' (5598-5622)

14. 5-GTCTTTTGTTGTGCCTTTTGCTT-3’ (6147-6125)

15.  5-CYYTGRAYAARTTRGMRGARAGCA-3’ (5973-5996)

16. 5-ATGABYGAMKHCYGYTRYYGGTGA-3' (6413-6390)

Az IT-227/82 galamb PMV-1 torzs 3' végének meghosszabbitasahoz hasznalt linker

17.  5-AACTCTCAAACGCCGCGCAAAAGGAAAA-3'

Az IT-227/82 galamb PMV-1 torzs reverz transzkripciéjahoz hasznalt primerek és pozicidik

18. 5-TTTTCCTTTTGCGCGGCGTTTGAGAGTT-3'

19.  5-ACCAAACAGAGAATCCGTAAG-3' (1-21)

20. 5-TGT GCC AAG ATG GAC TCA TCT AGG ACA AT-3' (3287-3315)
21. 5-CTTATCAAATTAACGGGGCTG-3' (6749-6769)

22. 5-GCCATCCTGGCGTTGTTGTTC-3' (13394-13414)

Az IT-227/82 galamb PMV-1 torzs genomjanak amplifikalasahoz hasznalt primerek és pozicioik

18. 5-TTTTCCTTTTGCGCGGCGTTTGAGAGTT-3'

23. 5-TGAGAGCACCTTGCCTGAGCGGTTTGTT-3' (341-314)
24. 5-ACGGGTAGAAGGTGTGAATC-3' (56-75)

25. 5-TC CAT GCT GAT ATT GAG CTG-3' (4604-4623)

26. 5-TCTTGTTGAGCTGGCAATGG-3' (3601-3620)

27. 5-CACACTCGTCAGGGAGCGGTA-3' (8519-8499)

28. 5-CCTCTAGGTTGTGATATACTGTGC-3' (7147-7170)

29. 5-TTAGACAAGAGCGTCCCGTGCC-3' (14355-14334)

30. 5-GATACCTGTTCAGAGGAATAGGGA-3' (13608-13631)
31. 5-GGCCACGCGTCGACTAGTACGGGIIGGGIIGGGIIG-3'
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3. tablazat: PCR-ek soran alkalmazott oligonukleotidok, és az amplifikalasok koriilményei

Az F gén restrikciés enzim analiziséhez alkalmazott primerek és a PCR koriilményei
1.-2.
3.-4.

Az F gén részl szekvenci liziséhez

94 °C 3 min, 35x(94 "C 455, 53 °C 1 min, 72 °C 2 min), 72 °C 10 min

t primerek és a PCR koriilményei
5.-6. 94 °C 3 min, 35x(94 ‘C 45 s, 53 °'C 1 min, 72 °C 2 min), 72 °C 10 min
Az F gén részl szekvenci liziséhez alkalmazott belsé primerek és a PCR koriilményei
7.-8. 94 °C 3 min, 20x(94 "C45's, 53 °C 1 min, 72 "C 1 min), 72 “C 10 min
Az F gén Hinfl, BstOl és Rsal vagashelyeinek felderitéséhez alkalmazott primerek és a PCR koriilményei
9.-10.
11.-12.
13.-14.
15.-16.
Az IT-227/82 gPMV-1 toérzs genomjanak amplifikalasahoz alkalmazott primerek és a PCR koriilményei
18.-23. 94 °C 3 min, 30x(94 °C 45 s, 61 °C 1 min, 72 °C 1 min) 72 °C 10 min
24.-25. 94 °C 3 min, 30x(94 °C 45 s, 58 °C 1 min, 72 °C 5 min) 72 °C 10 min
26.-27. 94 °C 3 min, 30x(94 °C 45 s, 62 °C 1 min, 72 °C 5 min) 72 °C 10 min
)
)

94 °C 3 min, 20x(94 ‘C 45's,53 °C 1 min, 72 °C 1 min), 72 °C 10 min

28.-29. 94 °C 3 min, 30x(94 °C 45 s, 62 °C 1 min, 72 °C 8 min) 72 °C 10 min
30.-31. 94 °C 3 min, 30x(94 °C 45 s, 60 °C 1 min, 72 °C 2 min) 72 °C 10 min

4.8. Agaroz gélelektroforézis
A PCR-termékek mennyiségét és méretét agaroz gélelektroforézissel ellendriztiik 2,5%-

os, illetve 0,8%-0s agardz (Promega) gélben, melyet 0,5-sz6ros toménységli TBE-pufferrel
készitettiink (Sambrook és mtsai, 1989). A PCR-termékekbdl 8 pl-t mértiink a gélbe, az
elektroforézis 0,5-sz6rés TBE-pufferben 200 V fesziiltség mellett tortént. A kapott
fragmentumok méretének viszonyitasahoz 100 bp-os illetve 1 kbp-os molekulatomeg markert
hasznaltunk (Gibco). A gélt az elektroforézist kovetden 1,5 mg/ml ethidium-bromid oldattal
festettiik, mostuk, majd a DNS-t UV-lampa segitségével tettiik lathatova. Arhivalashoz a gélt
Kodak Digital Science DC120 kameraval fényképeztiik, melyhez a Kodak Digital Science 1D

programot hasznaltuk.

4.9. PCR-termék emésztése restrikcios endonukleazokkal, fizikai térképezés
Az 1.-2. és a 3.-4. oligonukleotid parokkal amplifikalt PCR-termékeket Hintl, BstOl és

Rsal restrikcios endonukledazokkal emésztettiik, kiilon-kiilon. El6szor a PCR-termékeket 1 ml
n-butanol hozzaadasaval kicsaptuk, majd hidegen 10 percig 16500 g-vel centrifugaltuk.
Ezutan a pelletet szaritottuk, 18 pl steril desztillalt vizben oldottuk, és 3 részre osztottuk. Az
emésztés 20 pl-es reakcio-térfogatban tortént, a reakcidelegy a PCR-terméken kivil a

megfelel6 restrikcios enzim puffert (Promega), és 8-12 U Hinfl, BstOl vagy Rsal (Promega)
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enzimet tartalmazott. A reakcié 37°C-on 2,5 oran at zajlott. A restrikcids fragmentumok
elvalasztasa agaroz gélelektroforézissel tortént a fent emlitett modon kisebb modositasokkal,
a gél 2:1 aranyt MetaPhor agar6z (Cambrex Bio Science Rockland, INC.) és Analytical
Grade agar6z (Promega) felhasznalasaval késziilt, és az elektroforézis idotartama 2,5 h volt. A
restrikcios fragmentumokbol és vagashelyekbol fizikai térképet szerkesztettiink a Harward

Graphics program segitségével.

4.10. PCR-termék tisztitasa agardz gélbol
A teljes genom szekvencidjanak meghatdrozasdhoz késziilt PCR-termékeket

elektroforetikus elvalasztds utan iiveg mikroszalas szlirdn (Whatman) keresztiil tisztitottuk. A
PCR-terméket mérettdl fiiggden 2,5%-os illetve 0,8%-o0s agardz gélben futtattuk, a gélt 1-
szeres toménységii TAE-pufferrel készitettiik (Sambrook és mtsai, 1989). Az elektroforézis
200 V mellett szintén 1-szeres toménységii TAE-pufferben tortént. A gélt az elektroforézist
kovetéen 1,5 mg/ml ethidium-bromid oldattal festettiik, majd a DNS-t UV-lampa segitségével
tettiik lathatova. Ezutan a megfeleld méretli PCR-terméket a gélbol kivagtuk, a sziirével
ellatott oszlopra helyeztiik, és 3 percen at 4000 g-vel centrifugaltuk. A kinyert PCR-termék

mennyiségét agar6z gélelektroforézissel ellendriztiik.

4.11. Klénozas
A 24.-25., 26.-27., és 28.-29. oligonukleotid-parokkal késziilt PCR-termékeket pCR-

XL-TOPO vektorba (Invitrogen), a 18.-23. és 30.-31. primerparokkal amplifikalt PCR-
termékeket pCR 4-TOPO vektorba (Invitrogen) klonoztuk agar6z gélbdl tortént tisztitds utan.
4 pl tisztitott PCR-termékhez 1 pl vektort, és 1 pl - a gyart6 altal rendelkezésre bocsatott -
sooldatot adtunk, majd az elegyet 5 percig szobahdmérsékleten inkubaltuk. Ezutan a pCR-
XL-TOPO vektor esetén 1 pl stop-oldatot (Invitrogen) adtunk a ligatumhoz. A ligatumbol
pCR-XL-TOPO, illetve pCR 4-TOPO vektor alkalmazasa esetén 6, illetve 2 pl-t adtunk TOP
10 kompetens E. coli baktériumtorzshoz (Invitrogen), és az elegyet jégen tartottuk 45 percen
keresztiil. Ezutan a TOP 10 kompetens E. colit hosokknak tettiik ki 42°C-on 3 percen
keresztiil, razogépben 37°C-on 1,5 oran at novesztettik, majd a transzformalt
baktériumtorzset 50 pg/ml kanamycint tartalmazé LB-taptalajon (Sambrook és mtsai, 1989)

novesztettiik egy éjszakan keresztiil.
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4.12. Rekombinans plazmidok tisztitasa
A rekombinans plazmidok tisztitasahoz a QIAprep Spin Miniprep kitet (QIAGEN)

alkalmaztuk. A kanamycin antibiotikumot tartalmazé taptalajon felnétt baktériumtelepeket 5
ml LB-tapoldatban (Sambrook és mtsai, 1989) 1 éjszakan keresztiil novesztettik, majd
masnap eppendorf-csében kétszer 1,5 ml baktériumkultarat centrifugaltunk 16500 g mellett 5
percig. A feliilluszo eltavolitasa utan a baktériumokat 250 pl P1 pufferben (QIAGEN)
szuszpendaltuk, majd a sejteket 250 pl P2 puffer (QIAGEN) hozzaadasaval tartuk fel. Az
elegyhez 350 pl N3 puffert (QIAGEN) mértink, majd 17000 g mellett 10 percig
szobahémérsékleten centrifugaltuk. A feliiluszot ezutan a gyarto altal rendelkezésre bocsatott
oszlopra mértiik, és 17000 g mellett 30 s-ig centrifugaltuk. Az oszlopot 0,5 ml PB pufferrel
(QIAGEN) mostuk, ¢s a centrifugalast az el6zéek szerint ismételtiik. Ezutan az oszlopot 0,75
ml PE pufferrel (QIAGEN) mostuk, és ismét centrifugaltuk 30 s-ig 17000 g mellett. Az
oszlopot tovabbi 1 perces centrifugalassal szaritottuk, 50 ul steril vizet mértiink ra, és a
plazmidot 1 perces, 17000 g mellett torténd centrifugalassal eppendorf csébe elualtuk. A

plazmid méretét és mennyiségét 0,8%-os TBE-gélben agardz gélelektroforézissel ellendriztiik.

4.13. Szekvenalas
A 7.-8.,9.-10., 11.-12., 13.-14. és 15.-16. oligonukleotidok segitségével felsokszorozott

PCR-termékek direkt szekvenaldasa mindkét iranybol bérmunka keretében a godolléi
Mezbégazdasagi Biotechnoldgiai Kutatokézpontban, és a németorszagi Genotype GmbH
cégnél tortént.

A rekombinans plazmidok inszertjeinek szekvenalasa ,,primer walking” technikdval
tortént a Genotype GmbH ¢és a Medigenomics cégeknél, a szekvenaldshoz sziikséges

oligonukleotidok tervezésével és szintézisével egylitt.

4.14. Szekvencia- és filogenetikai analizis
A szekvenalas eredményét vizualisan ellendriztiik az esetleges hibak kiszilirése végett, és

sziikség esetén a szekvencidkat a Lasergene programcsomag (DNASTAR Inc, Madison, WI,
USA) EditSeq programjaval szerkesztettik. A szekvenciak illesztéséhez a - szintén a
Lasergene programcsomaghoz tartozé - Megalign programot hasznaltuk, mely a Clustal
algoritmust alkalmazza (Higgins és Sharp, 1989). A mddszer lehetéséget nyujtott a torzsek

kozotti genetikai tavolsdg meghatarozasara, és a nukleinsav szekvencidkbdl szarmaztatott
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aminosav szekvenciak elemzésére. A SeqPup program segitségével az illesztett szekvenciakat
tartalmaz6 fajl formatumat msf-re valtoztattuk. A filogenetikai fat a TREECON for Windows
1.1 verzidjaval (Van de Peer és De Wachter, 1994) konstrualtuk, melyhez a tavolsag matrix
alapu neighbor-joining algoritmust (Saitou és Nei, 1987) alkalmaztuk. Az evolicios tavolsag
alulbecslésének kikiiszobolése érdekében a Kimura két-paraméteres korrekciés modellt
(Kimura, 1980) alkalmaztuk, mely kiilonboz6képpen értékeli a statisztikailag gyakrabban
eloforduld tranziciot (purin-purin, illetve pirimidin-pirimidin csere), és a ritkabban
bekovetkezé transzverziot (purin-pirimidin, illetve pirimidin-purin csere). A torzsfak

megbizhatdosagat 100 ,,bootstrap” értékkel ellendriztiik (Felsenstein, 1985).
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5. EREDMENYEK ES MEGVITATAS

5.1. Galamb-NDV torzsek csoportositisa az F gén részleges nukleotid-

sorrendje alapjan

5.1.1. Filogenetikai analizis
A galamb eredetli NDV térzsek F génjének filogenetikai analiziséhez 68 reprezentativ

izolatumot valasztottunk ki azok Hinfl, BstOl és Rsal restrikcios endonukleazokkal tortént
emésztéssel adott mintazata alapjan (részletesen lasd az ,,5.2. Galamb-NDV torzsek
csoportositasa az F gén restrikcios endonukleaz analizise alapjan” cimii fejezetet).

Az izolatumok tobbsége hazigalambbol, néhanyuk vadon é16 galambbol, diszmadarbol,
baromfibol és facanbol szarmazik. A vizsgalati anyag az 1978 és 2002 koz6tti id6szakot dleli
fel, és a torzseket harom f6ldrészrol, osszesen 16 orszagban izolaltak.

A galamb-NDV izolatumok filogenetikai vizsgalatahoz a korabban mar egyéb NDV
alkalmaztuk. A filogenetikai analizishez alkalmazott szakaszt tobb szempont alapjan
valasztottuk ki. Mivel vizsgalataink targya gyorsan divergalodé RNS-virus, és célunk a
virustorzsek kozotti finomabb kiilonbségek kimutatasa volt, kézenfekvé modon variabilis
régiot valasztottunk. Az F gén 47.-420. nt kozotti szakaszanak tovabbi elénye, hogy a

génbankban (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/) elhelyezett nagy mennyiségiit NDV szekvencia

segitségével eredményeink tobb, ugyanezen szakaszt vizsgald kutatocsoport adataival is
Osszevethetok és kiegészithetok. Kérdésként meriilhet fel, hogy rokonsagi kapcsolatok
feltarasara alkalmas-e a filogenetikai vizsgalatokhoz kivalasztott gén, megfelel-e a kijelolt
régio, annak hosszusaga, illetve reprezentalja-e az egész genomot a valasztott szakasz. A
kérdés megvalaszolasat szamos vizsgalat célozta direkt, vagy indirekt modon NDV esetében
is. Az F, HN (Sakaguchi ¢és mtsai, 1989; Toyoda és mtsai, 1989) és M gének (Seal, 1995)
teljes hossza alapjan késziilt filogenetikai fak, és a laboratoriumunkban részleges F gén
alapjan konstrualt fak hasonld topoldgiaval rendelkeztek (Wehmann, 2000). Annak
igazolasara, hogy az altalunk filogenetikai vizsgalatokhoz alkalmazott szakasz jol
reprezentdlja-e az NDV torzsek kozotti rokonsagi viszonyokat, laboratériumunkban is
torténtek kisérletek. Kutatocsoportunk egyik tagja genotipusonként néhany reprezentativ torzs
esetében az F gén variabilis részén kiviil egy konzervativabb régiot (F gén 1226.-1503. nt) is
filogenetikai vizsgalatnak vetett ala. A kiilonboz6 szakaszok alapjan konstrualt filogenetikai

fak hasonl6 elagazasrendszerrel rendelkeztek, bar — nem meglepé modon - a variabilis régio
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elemzésével kapott fan nagyobb aghossziisagok voltak tapasztalhatok (Wehmann, 2000).
Témacsoportunk egy masik tagja az NDV tovabbi 6t génjének részleges szekvencian alapuld
filogenetikai analizisét végezte el annak megallapitasara, hogy a fuzids fehérje (F) génjével
feltart genetikai csoportokat (genotipusok ¢és altipusok) a tobbi génfa reprodukalja-e.
Eredményei azt mutattak, hogy az NDV barmely génjének szinte barmely szakasza alkalmas
ugyanazon rokonsagi viszonyok reprodukalasara (Czeglédi, 2007).

A filogenetikai vizsgalatokhoz a virus RNS-extrakciojat kovetdéen az RNS-t reverz
transzkripcié soran random hexamer segitségével cDNS-s¢ irtuk at. Ezutan a cDNS-t a
klasszikus NDV torzsekre tervezett 5.-6. degeneralt oligonukleotid-parokkal sokszoroztuk fel,
melynek eredményeként egy 1032 bp hossziisagh PCR-terméket nyertiink. Ezt a PCR-
terméket 50-szeresre higitottuk, és szintén klasszikus NDV torzsekre tervezett belsd, 7.-8.
degeneralt primerek segitségével fészkes PCR-reakciéo keretében egy 572 bp-os szakaszt
amplifikaltuk. A fészkes PCR segitségével egyrészt nagyobb mennyiségli, masrészt
specifikusabb terméket nyertiink. Az igy kapott PCR-terméket gélbdl vald tisztitds utdn
bérmunka keretében szekvenaltattuk mindkét iranybol elindulva. A szekvencidkat vizualisan
ellendriztiik, sziikség esetén szerkesztettiik, illesztettiik, és végiil az F gén 47.-420. nt kozotti
szakasz felhasznalasaval filogenetikai fat generaltunk. A fa megbizhatésagat 100 ,,bootstrap”
értékkel ellendriztiik. A vizsgalt torzsek adatait, szekvenciajuk génbanki elérhetdségét, és a

filogenetikai vizsgalatok alapjan tortént csoportositasukat a 4. tablazat tartalmazza.
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4. Tablazat: Galamb-NDV torzsek csoportositasa filogenetikai analizissel

A galamb-NDV térzs elnevezése Gazda Mke Szekvencia  Génbanki szam
Elnevezés Eredeti elnevezés

Iraq'78 BVC'78 galamb P 1Q AY150092
1T-227/82 25/01.03./1982 galamb P EUy, AY150093
MT-217/82 KS 286/1982 galamb EUy, AY150094
DE-209/83 1377/1983 galamb EUy AY150095
DE-302/83 VG 71/1/73 galamb EUy, AY150096
DK-279/83 PD-992/1983 galamb P EUy, AY150097
HU-58/83 V 14506/1983 galamb P EUy, AY150098
HU-61/83 14736/1983 galamb P EA, AY150099
SE-2/83 V 2683/1983 galamb P EUy, AY150100
DE-380/84 WNK/1984 csirke EUy, AY150101
HR-267/84 V 509/1984 galamb EUy, AY150102
HU-238/84 15347/1984 galamb P EA, AY150103
Pi/262/84 (GB)  PD 298/1984 csirke EU, AY150104
NO-1/85 F 1084/1985 galamb P EUy, AY150105
DE-356/86 1390/1986 papagdj EUy AY150106
HU-342/86 18183/1986 galamb P EUy, AY150107
DEy5-33/87 626/2/1987 galamb P EUy, AY150109
DE-47/87 G 242/1987 galamb P EA, AY150110
EG-3/<87 AE 23<1987 galamb P EUy, AY150111
HU-417/87 V 23/1987 galamb EA, AY150113
HU-491/87 V 96/1987 galamb P EUy, AY150114
IT-125/87 76 (Udine)/1987 galamb (hobbi) P EU,, AY150115
US-17/87 MN 2446/88/1987  galamb EA, AY150116
CA-24/88 V 3754/1988 galamb EAl AY150117
HU-541/88 481/1988 galamb EUj, AY150118
CA-28/89 V 6773/1989 galamb EA, AY150119
HU-655/89 597/1989 galamb EU, AY150120
1T-132/89 39 (Vicenza)/1989  gerle P EU, AY150121
CA-41/90 V 9948/1990 galamb EA, AY150122
IT-137/90 108 (Padova)/1990  galamb (hobbi) P EUy, AY150125
SE-3/90 VF 66/1990 galamb P EA, AY150126
HU-1114/90 HU-1114/90 galamb EUy, AY252120
DE-72/90 KP 87b/1990 papagaj EUy AY150123
DE-76/90 KP 232a/1990 papagaj EA, AY 150124
CA-48/91 V 14274/1991 galamb EAl AY150127
CA-56/92 V 20337/1992 galamb EAl AY150128
DE-48/92 R 8/1992 galamb P EU,¢ AY150129
DE-95/92 UP 3488/1992 kakadu EU» AY150130
ES-3/92 4436/1992 galamb P EU,¢ AY150132
DE-51/93 R 67/1993 galamb P EU,, AY150133
DE-61/93 R 6/1993 csirke P EU,, AY150135
DE-65/93 R 165/1993 kacsa (hizo) P EA, AY150136
DE-97/93 UP 697/1993 kakadu EU,, AY150137
DK-12/93 181731-4/1993 galamb EA, AY150138
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A galamb-NDV térzs elnevezése Gazda Mke Szekvencia  Génbanki szam

Elnevezés Eredeti elnevezés

DE-55/94 R 205 galamb P-szerii EU,¢ AY150140
DE-68/94 R12° csirke (hobbi) p EU,, AY150141
IT-146/94 58 (Savona)’ galamb P EUp AY150142
DE-57/95 R171° galamb P EU,; AY150143
IT-150/95 273 (Teramo) galamb P EU, AY150145
IT-151/95 364 (Verona)® facan P EUy, AY150146
HR-65/95 P-negativ. = VIb/2 AY150144
IT-152/96 12 (Vicenza)’ gerle P EUj, AY150147
IT-153/96 219 (Vicenza)® galamb (hobbi) P EU, AY150148
MX-11/98 220 galamb EA, AY150152
DE-2653/98 EU, AY150149
DE-1383/99 EU,, AY150153
DE-690/00 EU.e AY 150154
HU-1G/00 Gal 1/00' gerle EU.» AY150155
SE-6/00 IF 84° galamb (szabadon ¢l6) P EU,., AY 150156
SE-7/00 IF 96> galamb (szabadon ¢l6) P EU,., AY150157
SE-8/00 IF 97° galamb (szabadon ¢l6) P EU,., AY150158
DE-1266/01 EU,., AY150160
SE-10/01 IF 112 csirke p EU,» AY150161
HR-111/01 P-negativ. VIb/2 AY150162
HR-155/01 P-negativ. VIb/2 AY150163
YU(Vo0)-595/01  595/2001 galamb (szabadon ¢él6) EU, AY150164
HR-3/02 3/2002 gerle P-negativ. VIb/2 AY150165
HU-1/02 EU,., AY190518

A szekvencia-vizsgalat alapjan a galamb-NDV torzsek zome egyetlen genetikai dghoz, a
VIb/1-hez tartozik a csirkék NDV torzseinek VI. genotipusan (Ballagi-Pordany és mtsai, 1996;
Lomniczi és mtsai, 1998; Czeglédi és mtsai, 2002) beliil (4. abra). Néhany, egymastol
fiiggetlen, galambokat érintd jarvanybol szarmazo6 horvatorszagi torzs azonban egy nagyon
divergalt, a VIb/I-gyel polifiletikus viszonyban 1évé csoportot alkot, melyet onkényesen
VIb/2-nek neveztiink el (4. abra). A dendrogram alapjan a VIb/1 csoporton beliill négy
alcsoport kiilonithetd el egymastol a torzsek izolalasanak ideje és/vagy foldrajzi eredete
szerint, ezeket onkényesen iraki (IQ), észak-amerikai (EA), korai eurdpai (EUy), és recens

eurdpai (EU,) csoportoknak neveztiik el.
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4. abra. A filogenetikai fa a gPMV-1 és egyéb NDV torzsek rokonsagi viszonyait szemlélteti az F gén 47.-420.
nt kozotti szakaszat alapul véve. Az aghosszak a torzsek kozotti genetikai tavolsaggal aranyosak %-ban mérve.
Az altalunk szekvenalt torzsek neveit vastagon, a nem hazigalambbol szarmazé izolatumok neveit ferdén
szedtiik. A VIL.-tol kiilonb6z6é genotipusokbol csak néhany reprezentativ torzset mutatunk. A genotipusokat és

szubtipusokat az abra jobb oldalan tiintettiik fel.
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Az Irak’78 torzs a filogenetikai analizis alapjan az IQ alcsoport egyetlen ismert tagja, a
legkorabbi galamb-NDV torzs, Irakban galambok virusos enchephalomyelitise kapcsan
herpeszvirussal egyiitt izolaltak (Tantawi és mtsai, 1979; Kaleta és mtsai, 1985). A galamb-
NDV izolatumok jelentSs részét az 1980-as évek elsé felében, Eurdpaban izolaltak, e
torzseket a szarmazasi idejiik és helyiik miatt EUy csoportnak neveztiik el. Ez a csoport tehetd
felelossé az Eurdpaban a 80-as évek elején kezd6do, galambokat érinté kiterjedt jarvanyért.
Az EUy csoporton beliil tovabbi két varians kiilonithetd el, az EUy; és az EUy,. Az EUy
varianshoz a jarvany korai, féként 1985 eldtti id6szakabol szarmazo eurodpai (brit, dan, horvat,
magyar, maltai, német, norvég, olasz, svéd) izolatumok tartoznak (részletesen lasd a 4.
tablazatot), azonban a csoport tartalmaz egyiptomi és japan (Mase és mtsai, 2002) torzseket is.
A japan izolatumok koziil ketté (FK-1/84 és Nagano-8/84) szamos Eurdpaban izolalt virussal,
koztiik az EUy alcsoport legkorabbi tagjaval, az IT-227/82-vel is identikus, mely mar a
jarvany kezdetén direkt epidemiologiai kapcsolatot feltételez Eurdpa és Japan kozott. A
jarvany elején, 1984-ben Eszak-Amerikaban izolalt torzsek (Pearson és mtsai, 1987)
(galamb/US(NY)/84 (EF520716), és galamb/US(MD)/3981/84 (AY008326)) az altalunk
vizsgalt szakasszal egészben vagy részben (F gén 97.-130. nt) atfedd szekvenciajuk alapjan
szintén az EUy, varianshoz tartoznak.

A diverzifikacio erdteljesebb jelei a 80-as évek vége felé két kladnal is mutatkoznak.
Ezek egyike az EUy alcsoporton beliil az EUy,-nek nevezett varians, melyhez 1986 és 1996
kozott izolalt magyarorszagi és olaszorszagi torzseken kivill - az altalunk vizsgalt szakasszal
atfed6 génbanki szekvenciajuk alapjan - néhany szlovén izolatum (Barlic-Maganja és mtsai,
2005) és 2000-ben izolalt olaszorszagi torzsek (Terregino és mtsai, 2003) is tartoznak (4.
abra). Az EUy, varianshoz tartozo virusok a mai napig jelen vannak a régioban.

A masik, jelent6s diverzitast mutato csoportot Japanban, 1984 és 2000 kozott izolalt
torzsek alkotjak (Mase és mtsai, 2002), ezt a varianst a torzsfan JP-vel jeloltiik.

Az Eszak-Amerikabol (Kanada és az Egyesiilt Allamok), Mexikobol, illetve néhany
eurdpai orszagbol (Németorszag és Svédorszag) szarmazod izolatumok az EA, varianshoz
tartoznak a VIb/1 szubtipus EA alcsoportjan beliil. Az EA; varianshoz tartozé kanadai és
amerikai izolatumok ko6z6tt nyilvanvald jarvanytani kapcsolat all fenn, ahogy azt korabban is
leirtak (Ide, 1987).

Néhany torzs - melyeket Europaban (Dania, Németorszag és Magyarorszag), illetve
Kinaban (CH-1/98) izolaltak - az EA alcsoport EA, varianséhoz tartozik. Bar ez utobbi, EA,
varians nem tartalmaz ,valodi® észak-amerikai izolatumokat, és kezelhetnénk az EA

alcsoporttol kiilonallo, egyedi, jellemzobb elnevezéssel birdé monofiletikus csoportként is,
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azonban az ide sorolt torzsek RE-analizissel nyert mintazata (lasd az ,,5.2.2. RE-analizissel
vizsgalt galamb-NDV torzsek ¢s csoportositasuk” cimii fejezetet), illetve F fehérjéjiik
aminosav-szubsztitucios vizsgalatanak eredményei (lasd az ,,5.1.2. Aminosav szubsztitiicios
analizis” cimii fejezetet) alapjan indokoltnak tartjuk az EA alcsoport egyik variansaként
kezelni. Az EA alcsoportot, és a jarvanyért felelés EUy alcsoportot sszehasonlitva
észrevehetd, hogy mar a jarvany elejérél, 1983-bol szarmazo izolatumok genetikai tavolsaga
viszonylag nagy, 4,2-5,4% kozotti (HU-61/83 tavolsaga az EUy torzsekkel szemben) (5.
tablazat), ami azt mutatja, hogy kiilonb6zé genetikai vonalakhoz tartozd galamb-NDV
virusok cirkulalnak szimultan a jarvany kitorése ota.

Az EU; alcsoportba a 1987 és 2002 kozotti idGszakbol, Eurdpabol (Magyarorszag,
Németorszag, Olaszorszag, a volt Jugoszlavia teriilete és Svédorszag) szarmazé torzseken
kiviil génbanki szekvencidjuk alapjan Franciaorszagban és Japanban izolalt galamb-NDV
torzsek is tartoznak. Az altalunk vizsgalt szakasszal részben atfedé (196 nt) génbanki
szekvencidja alapjan néhany belga (Meulemans és mtsai, 2002), szlovén (Barlic-Maganja és
mtsai, 2005), és egy 2000-ben izolalt olasz torzs (Terregino és mtsai, 2003) is ebbe az
alcsoportba sorolhato (4. abra). Megemlitendd, hogy Svédorszagban, ahol a baromfit nem
vakcinazzak NDV ellen, a csirkék nagy aranyban bizonyultak NDV-szeropozitivnak, késébb
a régioban galambokbol, a csirkékben talalt virusokkal kozeli rokonsagot mutatd (<0,5%-0s
tavolsag) torzseket izolaltak, mely a galamb-NDV csirkére valo atmenetét jelzi (Czifra, nem
kozolt eredmények). Ennek az egyedi virusnak a gyors terjedését mutatja Franciaorszagban,
Németorszagban és Magyarorszagon tortént 2002-es eléfordulasa.

A VIb/2 kladhoz csupan harom izolatum tartozik, mindegyik Horvatorszagbol
szarmazik. A csoporthoz tartozé hazi-, és szabadon ¢él6 galambbodl, valamint vadgalambbol
izolalt kisszamu torzs mindegyike tipikus ,,galamb-PMV betegséget” eredményezett, azonban
nem mutattak a gPMV-1 torzsekre jellemz6 monoklonalis ellenanyagokhoz val¢ affinitast (P

csoport).
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5. tablazat: A gPMV-1 torzsek és VI. genotipusit NDV torzsek genetikai tavolsaga (%)

Alcsoport Vib/1 Vib/2 NDV
Q EUy EU, EA EU, SD Via Vic
(e} 0
EUy 2,5-4,2 0-2,5
EUy, 4,7-5,3 0,8-6,5 0,3-5,0
EA 3,3-6,2 3,6-7,7 47114 0-7,0
EU, 3,6-7,1 5,3-10,0 6,8-11,5 53-10,5 0-6,8
VIb/2 10,0-11,0 10,3-13,7 11,9147 10,6-150 10,9-147 0,3-2,2
SD 3,3-3,6 3,6-6,3 4,7-9,6 4,2-8,0 6,296 10,3-123 0,3-2,7
Via 3,6-5,0 4,5-7,2 5,6-11,2 5,3-9,0 6,8-11,2 94-113 2,5-4,8 0,5-2,7
Vic 6,5-7,4 8,0-109 93-139 7,7-11,8 10,5-142 112-136 6,8-8,0 4,7-6,8 1,1-3,9

5.1.2. Aminosav szubsztitiiciés analizis
A filogenetikai vizsgalat alapjan meghatarozott csoportokat nem csupan megerésitette,

hanem finomitotta is egy tovabbi vizsgalat, az aminosav-szubsztiticios analizis, mely szintén

az F gén 47.-420. nt kozotti szakaszéra irdnyult. A nt szekvencidkbdl szarmaztatott aminosav

(tovabbiakban as) szekvencidkat Megalign programmal hoztuk létre, a konszenzus as-

szekvenciat a legkorabbi VI. genotipusti csoport, a Vla tagjainak fehérjeszekvenciajabol

generaltuk. A dendrogramon tapasztalt elkiiloniilésekkel egyetértésben a klasszikus VI.

genotipust torzsekhez viszonyitva a galamb-NDV torzseknél egyrészt VIb, masrészt

alcsoport-specifikus mutaciok vannak jelen. Ezek a mutaciok lehetnek nem-szinonimek és

szinonimek, azaz as valtozast okoznak, illetve nem okoznak. Az 5. abra a VIb szubtipus

alcsoportjainak és variansainak néhany reprezentativ torzsét, és azok as mintazatat mutatja. A

szinonim — vagyis a kiilonboz0 tripletek altal kodolt, kémiailag azonos — as-akat az egyes

poziciokban ,,*” jellel kiilonboztetjitk meg.
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AIGSOPOT  Tor7s § 11 13 14 19 20 21 23 25 27 28 49 50 56 58 67 72 75 82 107 110 111 112 113 114 115 116 117 122
&s varians RV L M I M L L Cc c L A V S T P D A E S G G R R Q K R F |
Kuvait 256/88 - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - Q F -

Kozel-Kelet  Irak AGE8 v - - - - - - - - - . - - - - - . . . - - R R QKR F -
1960-as évek  Libanon 70 - - - - - - - - - - . . . . - . . . . &R - R R QKR F -
Izrael 70 - - - - - - - - - . . . . T . . . - . - . R R QKR F -

BG-29/86 I L - - - - - - R R Q K R F -

Eurdpa BG-105/92 - - P - F T - - - - - - - - - - - . - . - - R R Q KR F -
1980- DK-1/95 - - P - F T - - - - - - - - - - - - - . - - R R QKR F -
CH-1/95 - - P - - T - - - - - . - - - - . . . . . . R R Q@KU RF -

Bulgaria BG-72/74 T S R - - - - s - - R R Q K R F -
191 BG-99/82 - - - - - - - ¢ - P - - & - - - - - & - - R R Q@ KR F -
Szudan SD-2/75 - - - - - - - - R - - - - T.-. D- - s - - R R QKR F -
1970-es évek SD-4/78 - - - - - - v - c¢- - - - - T- D- F S - - R R QKR F -
1rak'78 - - - - - ™V - cCc P - - - T P DA- S - - R R QKR F -

1T-227/82 - - - TT L - ¢ c P - - & T P DA - S - - 6 R QKR F -

MT-217/82 - - T A L - ¢ c P - - & TP DA - S - - 6 R QKR F -

HU-56/83 - - - TT L - Y ¢c P - - & T P DA - S - - G R QKR F -

DK-279/83 - - - T T - U - CcC P - - & T P DA- S - - G R QKR F -

z - - - T T - U - CcC P - - & T P DA- S - - G R QKR F -

PI76083(UK) - - - T T - L* - ¢ C P - - § T P D A - S - - G R Q K R F -

DE-209/83 - - - ToT L - ¢ oc P - - & T P DA - § - - G R Q K R F -

DE-380/84 - - - TT L cc P - - § T P D A - S*- - 6 R Q K R F -

Pi/1168/84 (UK) - - - T T L cc P - - - T P DA - S - - 6 R Q KR F -

U, HR-267/84 - - - TT L - ¢ c P - - & T P DA - SR - G R Q K R F -
Piy262/84(UK) - - - T T - L* - Cc C P - - S T P D A - S - - G R Q@ K R F -
Nagano-884(P) - - - T T - L* - ¢ C P - - § T P D A - § - - G R Q K R F -

NO-1/85 - - - T T - I - CcCP - - - T P DA- SR - G R QKR F -

HU-342/86 - - - TT L - coc - - - & TP DA - § - - R R Q K R F -

DE-356/86 - - - TT L cc P - - 8 T P DA - S - - 6 R Q K R F -

EG-3/87 - - - TT L 1* ¢c c P - - & T P DA - S - - 6 R QKR F -

DE-35MU/87 - - - T T - LU - CcC P - - & T P DA - S - - 6 R QKR F -

- - - - T T - LU - CcC - - - & T P DA - S - - G R QKR F -

lbaraki84 () G - - T T - L* - ¢ C P - - § T P D A - S - - G R Q K R F -
Kumamoto/95(P) - - - T T - L* - ¢ C P - - § T P D A - S - - G R Q K R F -

HU-491/87 Mo- - T T L ¢t ct P - V8 TP DA - § - - 6 R Q K R F -

HU-655/89 Mo- - TOT L - ¢ c P - vV § T P DA - S - - G R QKR F -

1T-132/89 M - - T T - L* - ¢ C P - - $ T P DA - S - - G R QKR F -

HU-1114/90 M - - T T - L* - ¢ CcC P - - $ T P DA - S - - G R QKR F -

EU IT-137/90 M - - T T - L* - ¢ CcC P - - S T P DA - S - - G R QKR F I”
IT-146/94 M - - T T - L* - ¢ C P - - S T P DA - S - R G R Q K R F -

IT-150/95 Moo - T T L cocP - - & T P DA - S8 - - G R Q K R F -

1T-151/95 Mo- - TT L cc P - - 8 T P D A - S - - 6 R Q K R F -

IT-152/96 M- T ¥ - ¢ c P - - & T P DA - 5 - ¢ R Q K R F -

Us-17/87 - - P - Fr - v - cc Q- I - T P DA- 5 G ERRQKRF -

CA-24188 - - P - F - LI - - Q- I - T P DA - s GE R R QKR F -

CA-41/90 - - P T - ¢ - Q@ - | - T P DA - S G E R R Q K R F -

SE-3/90 - - P - L c ¢ Q - I - T P D A - § G E R R Q K R F -

EA, DE-76/90 B L cocoa - | T P D A - § G E R R Q K R F -
CA-48/91 - - L c - Q - | - T P D A - S G E K R Q K R F -

CA-56/92 - - - - ¢ - Q - | - T P DA - S G E R R QKR F -

DE-65/93 - - P - F - L - CcCY Q- I - T P DA - § GE R R QKR F

MX-11/98 - - P - F V &§E - ccQ - | - TP DA- s G ERRQKRF -

HU-61/83 - - P - L - ¢ c P - I - T P DA - § G E R R Q K R F -

HU-238/84 - - P - L - ¢ c P - I - T P D A - § G E R R QKR F -

EA, DE-47/87 - - P - L c ¢ P | T P DA - § G E R R Q K R F -
? DK-12/93 - - P - L - ¢ c P - I - T P DA - S R E R R Q K R*"F -
CH-1/98 (CN) - P - - - LU - c cCc P I - T P D A - § G E K R Q K R*F -

HU-417/87 - P - F - " - CcCcC P - I - T P DA - §§REURPRAQKRF -

ES-3/92 K A - - - T L' L' ¢Cc o Cc - VI - T P D AE S - V R RKKTRF I

DE-48/92 - A - - - T L L CoC - V I - T P DA E S - V R R K KUR F I

DE-51/93 - A - - VvV Tl L cCcoC - V I - T P DA E S - V R RK KT RF I

DE-61/93 - A - - - TU L CC - VI - T P DA E S - V R R K KR F I

DE-55/94 - A - - - TU LI CC - VI - T P DAE S - VR RK KR F I

EUy DE-68/94 - A - T - TULU L' CC - VI - T P DA E S - V R R K KR F I
DE-57/95 - A - - - T L' L' CoC - V I - T P D A E § - V R R K KR F I

Tochigi95 (9») - A - - - T L* L* ¢ C - V I - T P D A E S - V R R K K R F I

Shigal96 (JP) - A - - - TTL L CoC - V I - T P DA E S - V R R K KFRF I

DE-2653/98 - A - - - Tl L CoC - V I - T P DA E S - - R R K KTRF I

DE-1383/99 - A - - F TU L CC PV I - T P DA E S - V R RK KR F I

G/00 A - - - T U L' CcC Cc P Al - T P DA E S - - R R Q K R F I

YU(Vo)-595/01 - A - T L L oCcoC P Al - T P D A E S - - R R Q KR F I

IT-125/87 - A Lt - - T L L CoC P A I - T P D A E S§ - - R R Q KR F I

DE-95/92 L T L CcCct P Al - T P D A E S - - R R Q KR F I

EU, DE-97/93 - T Lt - - Tl L CcoC P A - T P DA E S - - R R QKR RF I
” SE-6/00 - A - T - TU UL CC - - I - T P DAE S - - R R QKRF I
DE-690/00 M A - - - T L' L*CcCc - - | - T P DA E S - - RRQKRF I

SE-10/01 - A - - - T U LI Cc C -1 - T P D A E S - - R R Q K R F I

DE-1266/01 M A - - - T L' L*C¢c C - - | - T P DA E S - - R R QKR F I

HU-1G/02 - A - - - T L' " cCoC - - I - T P DA E S - - R R QKRF I

HR-65/95 - A - FT UL C R - - - - A - s - - K R Q K R F It

Vibi2 HR-111/01 - A - - F T U L'CR - - - - - - - A . & - - KR QKR F I
HR-3/02 - A - - ¢ T v v Cc R .- - - - - - A - st - - K R Q K R F I

5. abra. Reprezentativ gPMV-1 és VI. genotipusi NDV torzsek as mintazata. A konszenzus szekvenciat a Vla
szubtipushoz tartozo torzsek as szekvenciaibol generaltuk. A * kémiailag identikus, de kiilonboz6 tripletek altal

kodolt as-akat jelol. A proteolitikus enzimek felismeréhelyének as-ait vastagon szedtiik.
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A VIb (VIb/1 és VIb/2) szubtipust az AssA*-ot eredményezd szinonim nt-valtozas
(GCG helyett GCA triplet) kiilonbozteti meg a klasszikus, csirke eredetii VI. genotipusu
torzsektdl. A VIb/1 csoport tagjai az egyéb VI. genotipust torzsektdl két tovabbi valtozas, a
C7C*-ot (TGT helyett TGC kodon a kanadai izolatumok, és a DE-65/93 torzs kivételével) és
a Pg;P*-ot (CCA helyett CCG) eredményezd szinonim nt-cserék alapjan kiilonboztethetdk
meg. A VIb/2 csoport a VI. genotipust csirke NDV torzsekt6l a Co7R és az R12K as cserék
alapjan kiilonboztethetd meg, a 112. pozicidban levé lizint (K) nemcsak VI. genotipusu, de
egyetlen mas genotipushoz tartozo torzs esetében sem észleltiik.

Szinonim ¢és nem-szinonim mutaciok alapjan a VIb/1 szubtipus alcsoportjai kozott
tovabbi kiilonbségek tapasztalhatok. Az EUy alcsoportot az M 4T, és néhany torzs kivételével
az 119T és az Ry 12G as szubsztituciok kiilonitik el a tobbi haromtdl. Korabban a gPMV-1
torzsek karakterizalasara a 112. pozicioban 1évé R—G as cserét jel6lték meg (Collins és mtsai,
1994), azonban a 112. pozicidban 1évé glicin kizarolag az EUy alcsoport jellemzéje a VIb/1
szubtipuson beliil. Raadasul a glicint mas-mas triplet kodolja az EUy két variansanal, GGG az
EUy, és GGA az EUy, esetében. Az EUy, varidnst az EUy—t6l az RgM as szubsztiticio
kiilonbozteti meg.

Az EA alcsoport két kanadai izolatum kivételével az L3P illetve a Gy E as cserékkel
jellemezhet, mig két varidnsa, az EA| és EA, az LyQ, illetve LogP as szubsztitciok alapjan
kiilsnboztethetd meg egyméstol. Az EA és EU; alcsoportok kozos jellemzéje a Vol as csere.
Az EU, alcsoportot az Mo T* as szubsztitucio, illetve az Eg,E*-ot (GAA helyett GAG kodon),
a KjjsK*-ot (AAA helyett AAG) és az Ijp1*-ot (ATC helyett ATA) eredményezé szinonim
mutaciok kiilonboztetik meg a tobbi haromtol. Az A4V, a G111V és a Q14K as cserék az EU,
alcsoport EU;; variansat kiilonboztetik meg az EU,, varianstol.

Mivel NDV-vel foglalkozé mas kutatocsoportok sok esetben nem pontosan az altalunk
szekvenalt szakaszt vizsgaljak, hanem csupan az F fehérjén 1évo proteolitikus vagashely
szekvenciajara (as 112.-117.), és kozvetlen kornyezetére koncentralnak, érdemes kiilon
megemliteni a galamb-NDV torzsekre jellemzd, proteolitikus vagashelyet érinté as
szubsztituciokat, és szinonim mutacidkat. A VIb/1 szubtipus tagjai konnyen azonosithatok a
113. as-at kodolo triplet vizsgalataval, a VI. genotipusban 1évé AGA helyett AGG szekvencia
talalhatd a VIb/1 torzsekben, mely mutacio as cserét nem okoz. A VIb/1 szubtipus EUy
alcsoportjandl egyetlen térzs kivételével a 112. pozicidban glicin szerepel a tobbi alcsoport
lizinjével szemben, amelyet az EUy,; variansnal GGG, az EUy, varians esetében GGA triplet
kodol. Szintén a VIb/1 szubtipuson belil az EU, alcsoportnal egy tovabbi szinonim

mutacioval talalkozunk a VIb/1 specifikus, 113. pozicidban elhelyezkedd as-at érintd
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szinonim mutacion kiviil, az egyéb alcsoportokban 1évé AAA helyett AAG triplet szerepel itt,
mindkét kodon lizint (K) kodol a 115. pozicioban. Az EU, alcsoport EU,; variansa a fenti két
szinonim mutacion til egy Ujabbat is hordoz, mely a 115. pozicidban 1évé glutamin (Q)
helyett lizint (K) kodol. Az EA alcsoport torzsei a 111. pozicioban 1év6 glutaminsavval
azonosithatok, mely aminosav ugyan nem tartozik a proteolitikus vagashelyhez, azonban
feltételezhet6, hogy a vagashelyet kodoldo nt-sorrend meghatarozasaval a kozvetlen
szomszédsagba esé szekvenciara is szert tettiink, igy vizsgalni is tudjuk azt. Ebbdl a
feltételezésbdl kiindulva érdemes megemliteni az EU,; varians szintén 111. pozicioban 1évo,
nem szinonim mutacio kovetkeztében kialakulo valint (V), mely tovabbi segitséget nytjt egy
gPMV-1 torzs EU,; variansként torténé azonositasaban. A VIb/2 csoport a 112. pozicidban
arginin (R) helyett lizint (K) hordoz, mely a mai napig elérhet szekvencia adatok alapjan

egyediilallo a VIb/2 csoportnal az NDV-n belil.

5.1.3. A gPMV-1 torzsek evoliciéjaval és eredetével kapcsolatos megallapitasok
Annak ellenére, hogy a VIb/l és VIb/2 csoportok legdivergaltabb tagjai kozotti

genetikai tavolsag eléri a 15%-ot, mindkét szubtipus a VI genotipushoz tartozo NDV 6s6kt6l
szarmazik. A VIb/1 csoporton beliill maximalisan 11,5%-o0s szekvencia divergenciat
tapasztaltunk (IT-150/95 ¢és HU-1G/00 kozott), azonban tobb bizonyiték is a csoporthoz
tartoz6 izolatumok monofiletikus eredete mellett szol:

e A dendrogram alapjan ezek a torzsek mindannyian egy diszkrét genetikai vonalhoz
tartoznak (bootstrap érték 64%).

e A VI genotipusi klasszikus NDV torzsek és a gPMV-1 torzsek F génjét
Osszehasonlitva a vizsgalt régioban harom VIb/1 csoportspecifikus mutaciot talaltunk
(Ts1C, A201C és GapsA), ezek aminosav valtozast nem okoztak (Cp7C*, PgP* és
A75A%).

o A galamb-NDV torzsek restrikcids analizise soran (részletesen lasd a ,,5.2. Galamb-
NDV torzsek csoportositasa az F gén restrikcios endonukledz analizise alapjan” cimi
fejezetet) megallapitottuk, hogy a VIb/1 csoport torzseiben hidnyzik az 1601.
pozicidban a BstOl vagashely, és ezt minden vizsgalt esetben ugyanaz a nt-valtozas

okozza (CC*'TGG—CTTGG).

A homolog as-ak kozds szerzett jegynek tekinthetdk, segitségiikkel betekintést

nyerhetiink a kiilonboz6 genetikai vonalak rokonsagi és idébeni viszonyaiba. Annak
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érdekében, hogy meghatarozzuk a galamb-NDV torzsek foldrajzi eredetét, dsszehasonlitottuk
az F polipeptid részleges (1.-124. as) szekvenciajat gPMV-1 torzsek, és négy kiilonbozo, jol
korvonalazott VI. genotipusu genetikai vonal esetében (5. abra).

A Vla csoportba tartoznak a legkorabbi VI. genotipusit NDV torzsek, melyeket a Kozel-
Keleten, csirkék kozt duldo NDV jarvanyok kapcsan izolaltak a 60-as évek végén. Az SD
virusok Szudanbol, mig a BG (VId) szubtipus tagjai Bulgariabol szarmaznak a 70-es évek
kozepérdl, mindkét csoport egy nagyobb észak-kelet afrikai vonalhoz tartozik, mely
egyiptomi és etiopiai izolatumokat is magaba foglal (Wehmann, 2000). A VIc csoportba a 80-
as években, illetve azutan Kelet- és Nyugat-Eurdpaban sporadikus esetek kapcsan izolalt
torzsek tartoznak (Czeglédi és mtsai, 2002).

A konszenzus as-szekvenciat — mint mar emlitettem - a legkorabbi VI. genotipusu
poziciokat, vagyis kdzos szerzett jegyeket talaljunk a VIb, és barmely egyéb VI. genotipusi
genetikai vonal kozott. Két szinonim nt-csere (TsgT* és D;,D*) a gPMV-1 torzseknél ¢és az
SD csoportnal egyarant tapasztalhatd (5. abra). Az L, L*, a CpsC*, az S;p7S* és az R 3R*
valtozasok jellemzbéek a VIb/1 szubtipuson kiviil az SD és BG (VId) csoportra is. A 107.
pozicidban 1évo, TCT triplet altal kodolt szerin (S) egyedi a VI. genotipusu klasszikus csirke
eredetli torzsekben, az I1.-V. genotipusu torzsekben treonin (T), mig a VIla és VIIb
genotipusokban a TCC kodon altal meghatarozott szerin (S*) van jelen (Herczeg és mtsai,
1999). Erdekes médon a VIb/1 és VIb/2 csoportokban is a VII. genotipusnal tapasztalt TCC
triplet altal kodolt S* szerepel a 107. pozicidban, szemben a VI. genotipusu csirke eredetii
torzsek TCT nt-sorrend altal meghatarozott szerinjével. A galamb-NDV torzsek, és egyéb VI.
genotipust genetikai vonalak homolog as pozicioi, a filogenetikai fa leagazasa, és a genetikai
tavolsagok is arra utalnak, hogy a négy VI. genotipusi alcsoport koziil az SD csoportnak van
id6ben a legkozelebbi kozos dse a VIb/1 csoporttal.

A filogenetikai és aminosav szubsztiticios vizsgalatokon tal jarvanytani megfigyelések
is alatdmasztjadk a galamb-NDV északkelet-afrikai eredetét. A legelsé ismert galamb-NDV
izolatumot, az Irak’78-at herpeszvirussal egyiitt izolaltdk enchephalomyelitis tiineteit mutato
galambbol. Ez a tény feljogosit arra, hogy ujragondoljuk a korabbi feltételezést, mely szerint
herpeszvirus okozta a galamb enchephalomyelitis-ét. A legkorabbi ismert gPMV-1 torzs iraki
szarmazasa azt sugallta, hogy a betegség eredete a Kozel-Keleten keresendd (Kaleta és mtsai,
1985). Valgjaban a gazdavaltasi eseményt ahhoz a teriilethez kell kotniink, ahol a VI.
genotipus enzootias fertézést tartott fenn a csirke populacioban, valamint adott volt a csirkék

¢és galambok érintkezése. A hagyomanyos galambtenyésztés, — elsdsorban, mint élelmiszer —

49



és az intenziv ¢ldmadar kereskedelem olyan faktorok, melyek megkonnyitik a korokozo fajok
kozotti atmenetét. Valdjaban az egyik legelsd, gPMV-1 fertdzésnek tulajdonitott jarvany
1982-ben, Szudanban tort ki, és gyorsan terjedt a galambok kozott (Eisa és Omer, 1984;
Ballouh és mtsai, 1985). Habar egy szudani galamb izolatum Mke vizsgalatok alapjan
atmenetet képez az NDV ¢és a tipikus gPMV-1 kozott (Alexander és mtsai, 1985), a torzs
genetikai kapcsolatat mas gPMV-1 torzsekkel nem deritették fel. A jarvanytani megfigyelések,
a filogenetikai vizsgalatok, kiegészitve az as szubsztitiicids analizissel bizonyitjak, hogy a
galamb specifikus NDV VIb/I tipusa Eszakkelet-Afiikiban alakult ki. Az altalunk vizsgalt as-
ak, mint k6zos szerzett jegyek a VIb/1 szubtipust az SD vonalhoz kotik, sokkal inkabb, mint a
kozel-keleti (VIa) kladhoz.

A galambok ko6zott 6nalloan terjedd PMV-1 fert6zés szamos kérdést vet fel, nevezetesen
hogy hol, mikor és hanyszor tortént meg a virus csirkérél galambra torténd atmenete, illetve
ez az atmenet hazi vagy vadgalambokat érintett-e. A VIb/1 és VIb/2 csoportok polifiletikus
viszonya arra utal, hogy a virus csirke—galamb gazdavaltasa a VI. genotipuson beliil
legalabb kétszer megtortént. Nem vilagos azonban, hogy a gazdavaltas természetes fert6zés
soran jott létre fertdzott csirkék és szabadon ¢é16 galambok kozott, vagy emberi kozremiikodés
nyoman fertdzott csirkék és haziasitott galambok kozott a két faj haz koriili egylitt tartasa és
¢16-allat piacok kozvetitésével.

Habar a VIb/2 virusok elterjedtsége és jarvanytana — mivel gyljteményiink nagyon
korlatozott a csoportot illetden — felderitetlen maradt, valosziniisithetd, hogy a VIb/2 torzsek
egy Ujabb csirke-galamb gazdavaltast reprezentalnak, a VIb/1 és VIb/2 mas-mas virus-pool-
bol indultak ki a VI. genotipuson belill. A csoport tagjai nem mutatjak a gPMV-1 specifikus
Mke-okkal valdo kotédést. Gylijteményiink mindharom, VIb/2-héz tartozd torzsét
Horvatorszagban izolaltak, azonban kialakulasukban a helyi csirkék NDV torzseinek szerepe
kizarhato, a volt Jugoszlavia teriiletén az elmult 25 évben kizardlag az V. genotipusba tartozd
torzsek fordultak el¢ (Wehmann és mtsai, 2003b).

Az 1j gazdaban val6 megtelepedést kovetden a VIb/1 és a VIb/2 szubtipusok egymastol
gyoOkeresen eltéré evolucios utakat jartak be, koszonhetden a teriileti szortsagnak, és a
jarvanyokban valo részvételnek. Eredményeinkbdl kideriil, hogy a genetikailag tobb
alcsoportra €s variansra oszthatd VIb/1 szubtipus mar a jarvany elején is létezett, a 80-as évek
elején izolalt torzsek genetikai tavolsaga azt mutatja, hogy a betegséget megel6zden a torzsek

kozott nagymértéki diverzifikalodas ment végbe.
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A VIb/1 szubtipussal szemben a VIb/2 esetében nyilvanvaldéan hosszu evolicios folyamat
zajlott le, azonban a torzsek szignifikans diverzifikacidja és teriileti szorodasa nélkiil. Ez
utobbi folyamat meglehetden szokatlan olyan erdsen kontagidzus virus esetében, mint az
NDV, ezért okkal feltételezhetd, hogy a csoport tagjainak megjelenése a palacknyak-hatasnak
(angolul bottle-neck effect) tulajdonithato, feltételezhetden az altalanos vakcinazast kovetden
az NDV recens genotipusainak térhoditasa is ennek kdszonhetd (lasd a ,,2.10. NDV fert6zésre
fogékony fajok és a virus rezervoarjai” cimi fejezetet).

A betegség megjelenésének idejét ismerjiik, azonban azt, hogy mikor ment at a virus
csirkérol galambra, csak talalgatni tudjuk. Korabbi tapasztalatok alapjan, jarvany idején,
mezei korilmények kozott az NDV F génjének evolucios valtozasi iiteme 1%/évtized
(Czeglédi és mtsai, 2002; Wehmann ¢és mtsai, 2003b), és ez a tapasztalati tény segithet
nekiink, hogy az NDV galambokat érintd gazdavaltasat idében el tudjuk helyezni.
Amennyiben a gazdavaltas a 70-es években tortént, az azota eltelt id6 tal rovidnek bizonyul,
hogy olyan nagy genetikai tavolsag alakuljon ki a gPMV-1 torzsek kozott, amekkorat a
kiilonb6z6 alcsoportokba tartozé torzsek kozott tapasztaltunk (5. tablazat). Példanak okéaért az
EA alcsoporthoz tartozé HU-61/83 torzs, és az azonos évben - a jarvany masodik
esztendejében - izolalt EUy torzsek kozotti genetikai tavolsag 4,2-5,4%, aminek
kialakulasdhoz — az 1%/évtized titemet figyelembe véve — minimum 40-50 év sziikséges. Az
els6 gPMV-1 torzsek izolalasa ota eltelt id6hoz képest mért nagy szekvencia divergencia
kétféeleképpen magyarazhatd. Az egyik hipotézis szerint a gazdavaltasi esemény és a betegség
megjelenése kozott hosszu idd telt el, mely alatt a csirke virus az uj gazdahoz adaptalédott. Ez
alatt az id6 alatt a galambokban csupan tiinetmentes fert6zés alakult ki, azonban az sem kizart,
hogy el6fordultak sporadikus esetek enyhe tiinetekkel, azonban ezek akkor elkeriilték a
figyelmet. Az adaptacié soran a gPMV-1 galamb-patogenitasa nétt, mig betegség-okozd
képessége csirkék esetében szignifikansan csokkent (Alexander és Parsons, 1986; Werner és
mtsai, 1999; Meulemans és mtsai, 2002). A masik hipotézis szerint a virus evoliicios tempdja
a gazdavaltast kévetden felgyorsult, ezt lathattuk mér Influenza A virus esetében (Scholtissek
¢és mtsai, 1993; Scholtissek, 1995; Webster, 1999). Scholtissek szerint legalabb két esemény
sziikséges egy virus 0j gazdaban torténd stabil megtelepedéséhez. Elsddlegesen nyilvanvaldan
sziikséges az 1 gazda adott virussal torténé fertézodése. A masik esemény a virus polimeraz
génjében kialakulo mutdator mutdacio, ennek eredményeként olyan labilis torzs alakul ki,
melynek utodai nagy divergenciat mutatnak egymashoz, és a sziildvirushoz képest is. Ezek
kozott a virusok kozott nagyobb valoszintiséggel fordulnak elé olyanok, melyek gyorsan

képesek adaptalodni az 0j gazdahoz, vagy barmilyen egyéb szokatlan koérnyezethez
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(Scholtissek és mtsai, 1993). Munkank alapjan nem igazolhat6 egyik hipotézis sem, ehhez
tovabbi vizsgalatok sziikségesek.

A kiilonb6zé VIb/1 alcsoportok létezése a betegség korai fazisaban a galambok
Newcastle-betegségének komplex epidemiologiai hatterére utal. Az 1980-as évek elején
kezdodé jarvanyhullaimban az EUy alcsoport virusai vettek részt, és az alcsoport Irak’78
torzzsel szembeni genetikai tavolsagat (2,5-4,2%) tekintve nagyon valosziniitlen, hogy az
Irak’78 lett volna a jarvanyért felelos alapvirus. A jarvanyt okozo EUy alcsoport gyorsan
terjedt a mediterran teriileteken (Egyiptom, Malta és Olaszorszag) és Eurdpaban éppugy, mint
a vilag mas részein, Japanban és az USA-ban. Az, hogy az EUy alcsoport vilagszerte jelen
volt — sokszor ugyanaz a torzs a vilag két, egymastol tavoli pontjan bukkant fel — sokkal
inkabb tulajdonithatd emberi tevékenység eredményének, mint természetes uton vald
terjedésnek, a gazda gyakori szallitasa (haziasitott galambok kiallitasa és kereskedelme) a
legszélesebb kori és leghatékonyabb virusterjedést teszi lehetéveé.

Bar a 11,GRQKR ¢ vagashelyet hordozé korai gPMV-1 virusok (EUy) manapsag is
cirkuldlnak a galambok kozott (Werner és mtsai, 1999; Zanetti és mtsai, 2001), nyilvanvalo,
hogy a térségben napjainkra az EU, virusok valtak uralkodéva. Az EU, alcsoport 1990-es
évek végi térhoditasat masok is leirtadk (Mase és mtsai, 2002; Meulemans ¢és mtsai, 2002), és
az a tendencia, hogy az EU, alcsoport kiszoritotta az EUy virusokat, kdvetkezménye lehet a
betegség korai fazisaban alkalmazott vakcinazasnak. Sajnalatos modon azonban, mivel a
betegséget két évtizeden at nem tekintették NDV-nek, - ezt bizonyitja az is, hogy foként a
gPMV-1 elnevezés ¢élt a koztudatban — nem is vakcinaztak ellene olyan széleskoriien,
ahogyan az NDV ellen kell. Raadasul a szabadon €16 galambok vakcinazasa megoldhatatlan,
mely szintén hozzajarult ahhoz, hogy a galamb eredetii NDV enzootiassa valt az eurdpai

hazigalamb populacioban (Kaleta, 1992a, b).

Filogenetikai és aminosav szubsztiticios vizsgalatainkbol a galamb eredeti NDV
torzsek eredetével és jarvanytandval kapcsolatos szamos részletre fény deriilt. A torzsek nagy
része egy jol elkiiloniilé genetikai dghoz, a VIb/1-hez tartozik a csirkék NDV torzseinek VI.
genotipusan beliil. A VIb/1 tovabbi, jarvanytani jelentéssel bird, idében és/vagy foldrajzilag
elkiil6niil alcsoportokra, és azokon beliil tovabbi variansokra oszthatd. A gPMV-1 virusok
nagyon kis hanyada, 6sszesen harom, Horvatorszagban izolalt torzs a VIb/1-gyel polifiletikus
viszonyban all6 VIb/2 csoportot alkotja. A VIb/1 és VIb/2 csoportok kiilonallasa alapjan
bizonyitott, hogy a gPMV-1 torzsek tobbszords, legalabb két gazdavaltasi esemény nyoman

jottek létre. A gPMV-1 torzsek nagy genetikai valtozasa az izolalasi idejiiket tekintve két

52



evolucids hipotézist vet fel. Az egyik szerint a gazdavaltasi esemény idében joval megeldzte a
betegség ¢és a jarvany jelentkezését, a galambok kozt onalldan terjedd betegség kialakulasat
megel6zden tiinetmentes fertdzés, vagy sporadikus megbetegedések fordultak csupan els. A
masik hipotézis a gazdavaltast kovetéen a virus evolucios tempojanak felgyorsulasat
feltételezi, mely esetlegesen egy, a polimeraz gént érintd mutator mutacionak koszonhets. A

gPMV-1 térzsek eredete nagy valosziniiséggel Eszakkelet-Afrikdhoz kothetd.

5.2. Galamb-NDYV torzsek csoportositasa az F gén restrikcios endonukleaz
analizise alapjan

5.2.1. Restrikciés endonukleazok, és kivalasztasuknak szempontjai

A galamb-NDV torzsek restrikciés enzim (tovabbiakban RE) analizissel torténd
csoportositasahoz laboratoriumunkban egyéb NDV térzsek F génjének RE-vizsgalatdhoz
korabban mar alkalmazott enzimeket hasznaltuk. Az enzimvalasztasnal a szempontok a
kovetkezék voltak: egy RE-vel torténé emésztés soran a kapott fragmentumok szama ne
haladja meg az 5-6-ot, és a fragmentumok mérete a konnyl értékelhetéség szempontjabol
egymastol jol elkiilonithetd legyen, illetve a RE-mintazat nem tartalmazzon se tul kicsi, se tal
nagyméretli fragmentumokat. Az enzimek kivalasztasahoz a génbankban fellelhet6 NDV
szekvenciak nyujtottak segitséget. A fenti szempontok alapjan NDV torzsek csoportositasara
harom enzimet (Hinfl, BstOl és Rsal) alkalmaztunk rutinszertien (Ballagi-Pordany és mtsai,
1996; Lomniczi és mtsai, 1998; Herczeg ¢és mtsai, 1999; Czeglédi és mtsai, 2002; Wehmann
és mtsai, 2003a, b;), és ezek galamb-NDV izolatumok egyéb NDV torzsektdl valod
elkiilonitésére, és tovabbi csoportositasara is megfeleldnek bizonyultak. A RE-analizis elénye,
hogy nagyszamu minta gyors feldolgozasara alkalmas, és segitségével kisziirhet6k a kevert
fertézések. A laboratoriumba érkezd, a bekiildd altal galambbol izolalt és/vagy monoklonalis
ellenanyagokkal végzett vizsgalat alapjan galamb-NDV térzsnek tekintett izolatumokat ezért
rutinszerien RE-analizisnek vetettiik ald, bizonyitand6, hogy valdban galamb-NDV torzzsel
van dolgunk.

A virus RNS-extrakciojat kovetden az RNS-t reverz transzkripcid soran random
hexamer segitségével cDNS-sé irtuk at, majd a génbankban talalhato NDV torzsek
szekvenciai alapjan tervezett 1. és 2. degeneralt primerekkel az F gén egy 1353 nt hosszisagu
részét amplifikaltuk. Néhany galamb-NDV torzs amplifikalasahoz az 1. és 2. degeneralt
primerek nem voltak alkalmasak, ekkor a rendelkezésre allo gPMV-1 szekvenciak alapjan

ujabb, gPMV-1 specifikus degeneralt oligonukleotidokat (3. és 4.) terveztink. A PCR-
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termékeket gélelektroforézissel torténd ellendrzést kovetden Hintl, BstOl és Rsal enzimekkel
emésztettiik kiilon-kiilén, a hasitott fragmentumokat gélelektroforézissel valasztottuk el
egymastol, majd a kapott RE-vagashelyek és fragmentumok alapjan fizikai térképet
szerkesztettiink.

Vizsgalataink soran szamos esetben eléfordult, hogy korabban még nem latott
fragmentum mérettel és eloszlassal talalkoztunk. Ezekben az esetekben sziikség volt a
feltételezett valtozast okozo RE-vagashely meglétének vagy hianyanak bizonyitasara, illetve
az Gjonnan megjelend vagashelyek felderitésére (925., 958. és 1350. Hinfl, 893., 953. és 1427.
BstOl, és 1591. Rsal). Ennek érdekében a kérdéses szakaszt szekvencia-analizisnek vetettiik
ala. A virus RNS-r6l késziilt cDNS-t a kivant szakasz fliggvényében a 9.-10., 11.-12., 13.-14.
illetve 15.-16. oligonukleotid-parok segitségével sokszoroztuk fel. A PCR-terméket agardz

gélen torténd elektroforézissel ellendriztiik, majd bérmunka keretében direkt szekvenaltattuk.

5.2.2. RE-analizissel vizsgalt galamb-NDV toérzsek és csoportositisuk
Tobb mint szaz, 1978 és 2002 kozott izolalt torzset vizsgaltunk RE-analizissel. A

torzsek Osszesen 16 orszagbol, a Kozel-Keletr6l, Europabol és Eszak-Amerikabol szarmaztak,
tobbségiik mas kutatok vizsgalatai alapjan Mke-okkal a klasszikus NDV térzsekhez képest
jelentds antigénszerkezeti eltéréseket mutatd P-csoportba sorolhatéd (Alexander és mtsai, 1985;
Lana és mtsai, 1988; Collins ¢és mtsai, 1989). JelentSs résziiket (83 torzs) hazigalambbol,
kisebb hanyadukat vadgalambbol izolaltak, de az Mke eredmények alapjan baromfibdl, illetve
diszmadarakbol, és allatkerti madarakbol szarmazé torzseket is bevontunk a vizsgalatba. Az
altalunk vizsgalt torzsek adatait, és a RE-analizis eredményeit Osszevetve a filogenetikai

vizsgalatok eredményével a 6. tablazat tartalmazza.
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6. Tablazat: Galamb-NDV torzsek adatai, csoportba sorolasuk RE-analizis alapjan

A galamb-NDV torzs elnevezése Gazda Mke Szekvencia RE-analizis
Elnevezés Eredeti elnevezés

Iraq'78 BVC'78 galamb P 1Q 1Q
IT-111/82 PA 5679 (Piacenza)'~ galamb EUypa
1T-227/82 25/01.03./1982 galamb P EUy, EUy,,
MT-217/82 KS 286/1982 galamb EUy, EUy,,
BE-276/83 PD-250/83 (Alex) galamb EUy,
DE-209/83 1377/1983 galamb EU, EUyyp
DK-279/83 PD-992/1983 galamb P EU, EUyyp
GB-257/83 PD 561/1983 galamb P EUy,
HU-48/83 69-1F/1983 galamb P EUpp
HU-52/83 14383/1983 galamb P EUpp
HU-53/83 14389/1983 galamb P EUpp
HU-54/83 14443/1983 galamb P EUpp
HU-55/83 14478/1983 galamb P EUpp
HU-57/83 14498/1983 galamb P EUpp
HU-58/83 V 14506/1983 galamb P EU EUpp
HU-59/83 14568/1983 galamb P EUpp
HU-60/83 14697/1983 galamb P EUyp
HU-61/83 14736/1983 galamb P EA, EA,
HU-62/83 14769/1983 galamb P EUyyp
HU-63/83 14892/1983 galamb P EUyyp
HU-64/83 14957/1983 galamb P EUyp
HU-65/83 1245V/1983 galamb P EUyp
HU-66/83 1389/1983 galamb P EUy
NL-210/83 1383/1983 galamb P EUy,
Pi/760/83 (GB) galamb P EUyp
SE-2/83 V 2683/1983 galamb P EU, EUyyp
DE-380/84 WNK/1984 csirke EUy, EUpp
HR-267/84 V 509/1984 galamb EUy EUpp
HU-67/84 20V/1984 galamb P EUpp
HU-68/84 184V/1984 galamb P EUgp
HU-238/84 15347/1984 galamb P EA, EA,
HU-461/84 53V/1984 galamb P EUpp
HU-462/84 232V/1984 galamb P EUpp
Pi/262/84 (GB)  PD 298/1984 csirke EUy EUy,
Pi/1168/84 (GB) galamb P EUyyp
NO-1/85 F 1084/1985 galamb P EUy EUyp
DE-356/86 1390/1986 papagij EU, EUyyp
HU-396/86 1212V/1986 galamb P EU,
DEy-33/87 626/2/1987 galamb P EU, EUpp
DEy-35/87 490/1987 galamb P EUy,
DE-47/87 G 242/1987 galamb P EA, EA,
EG-3/<87 A& 23<1987 galamb P EUy EUy,
EG-6/<87 A& 28<1987 galamb P EUy,
HU-417/87 V 23/1987 galamb EA, EA,
HU-449/87 20048/1987 galamb P EUyyp
HU-451/87 20123/1987 galamb P EUy,
HU-491/87 V 96/1987 galamb P EU,, EUyp
HU-512/87 368V/1987 galamb EUyy,

55



A galamb-NDV torzs elnevezése Gazda Mke Szekvencia RE-analizis
Elnevezés Eredeti elnevezés

IT-125/87 76 (Udine)/1987 galamb (hobbi) P EU,, EU,
US-17/87 MN 2446/88/1987  galamb EA, EA,
CA-23/88 V 3702/1988 EA,
CA-24/88 V 3754/1988 galamb EA, EA,
HU-541/88 481/1988 galamb EUj, EUy,
IT-131/88 211 (Vicenza)/1988  galamb B EUyyp
CA-26/89 V 4728/1989 EA,
CA-28/89 V 6773/1989 galamb EA, EA,
CA-37/89 V 8468/1989 galamb EA,
HU-655/89 597/1989 galamb EU, EUpp
IT-132/89 39 (Vicenza)/1989  gerle P EU, EU,
IT-133/89 165 (Venezia)/1989  galamb P EU,
CA-41/90 V 9948/1990 galamb EA, EA,
IT-137/90 108 (Padova)/1990  galamb (hobbi) P EUy, EU,
SE-3/90 VF 66/1990 galamb P EA, EA,
HU-1114/90 HU-1114/90 galamb EU,, EUj,
DE-71/90 KP 84ab/1990 papagaj EUj,
DE-72/90 KP 87b/1990 papagdj EUy, EU,
DE-73/90 KP 88ab/1990 papagéj EU,
DE-74/90 KP 97ab/1990 papagaj EU,
CA-48/91 V 14274/1991 galamb EA, EA,
CA-56/92 V 20337/1992 galamb EA, EA,
DE-48/92 R 8/1992 galamb P EU,, EU,
DE-91/92 UP 3338/1992 papagaj EU,
DE-92/92 UP 3391/1992 papagéj EU,
DE-93/92 UP 3394/1992 papagaj EU,
DE-95/92 UP 3488/1992 kakadu EU,, EU,
ES-3/92 4436/1992 galamb P EU,, EU,
DE-96/93 UP 054/1993 kakadu EU,
DE-51/93 R 67/1993 galamb P EUp EA,
DE-60/93 R 3/1993 papagaj P EU,
DE-62/93 R 18/1993 csirke P EU,
DE-63/93 R 35/1993 pingvin (allatkerti) P EU,
DE-64/93 R 39/1993 papagdj (allatkerti) P EU,
DE-65/93 R 165/1993 kacsa (hizo) P EA, EA,
DE-66/93 R 166/1993 csirke P EA,
DE-97/93 UP 697/1993 kakadu EU,., EU,
DK-12/93 181731-4/1993 galamb EA, EA,
DK-13/93 181178-3/993 galamb EU,
DE-54/94 R 145° galamb P-szerii EU,
DE-55/94 R 205 galamb P-szerli EU EU,
DE-56/94 R 260 galamb P EUy,
DE-67/94 R8° csirke P-szerii EU,
DE-68/94 R 12° csirke (hobbi) P EU,q EU,
IT-145/94 50 (Pavia)’ galamb (hobbi) P EU,,
IT-146/94 58 (Savona)’ galamb P EU, EUy,
DE-57/95 R171° galamb P EU,, EU,
DK-14/95 75060° galamb EU,
IT-151/95 364 (Verona)® fican P EUp EUp
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A galamb-NDV torzs elnevezése Gazda Mke Szekvencia RE-analizis

Elnevezés Eredeti elnevezés

HR-65/95 P-negativ.  VIb/2 ViIb/2
DE-86/96 2897 galamb EU,
IT-152/96 12 (Vicenza)® gerle P EU,, EU,,
IT-153/96 219 (Vicenza)® galamb (hobbi) P EU, EUj,
MX-11/98 220’ galamb EA, EA,
SE-6/00 IF 84° galamb (szabadon él6) P EU, EU,
SE-8/00 IF 97* galamb (szabadon ¢16) P EU,, EU,4
SE-9/00 IF 105° galamb (szabadon ¢16) EU,
SE-10/01 IF 117 csirke P EUso EUs
HR-111/01 P-negativ = VIb/2 VIb/2
HR-155/01 P-negativ = VIb/2 VIb/2
HU-1/02 EUre EUs
HU-2/02 EUs
HU-3/02 EUs

A galamb-NDV térzsek RE-analizissel kapott fragmentum-eloszlasi mintdzata a VL
genotipuson beliil a VIa szubtipus mintazatabol szarmaztathaté. A galambok ND-szert
megbetegedését megelézden a Vla szubtipus — mely a galamb varians sének tekinthetd, és
amelyhez a VI. genotipus legkorabbi ismert torzsei tartoznak - a Kozel-Keleten és Eszakkelet-
Afrikaban volt elterjedt, azonban az ezt kovetd években azsiai orszagokban is felbukkant
(Wehmann, 2000). A VIa csoportba tartozd6 NDV torzsek - az F gén Hinfl, BstOlI és Rsal
enzimekkel kiilon-kiilon végzett hasitasaval konstrualt fizikai térképei alapjan - egy sor
egyedi vagashellyel jellemezhet6k a tobbi genotipussal dsszehasonlitva (Ballagi-Pordany és
mtsai, 1996; Lomniczi és mtsai, 1998; Herczeg és mtsai, 1999). A galamb-NDV torzsekre a
Vla szubtipushoz képest szintén egyedi vagashely progressziv megjelenése vagy eltiinése
jellemz6. A torzsek RE-analizis alapjan egy jol elkiilonitheté, gPMV-1 torzsekre jellemzd
markerrel karakterizalhato csoportot alkotnak a VI. genotipuson beliil, melyet VIb
vagashely, amely a VI. genotipust csirke eredetli NDV torzseknél jelen van, a gPMV-1
torzseknél viszont hidnyzik. A vagashely eltiinése fontos diagnosztikai jegyként alkalmazhato,
ha ugyanis egy NDV torzs F génjénél VI. genotipusra jellemzé vagashely eloszlast
tapasztalunk, ugyanakkor az 1601. pozicidban hianyzik a BstOl vagashely, akkor ugyanolyan,
ha nem nagyobb biztonsaggal azonosithatjuk gPMV-1 torzsként, mintha Mke-okkal
vizsgaltuk volna.

A galamb-NDV toérzseket RE-analizissel kapott mintazatuk alapjan a filogenetikai

analizissel egybevagoan 6t nagyobb csoportba soroltuk a VIb szubtipuson beliil, ezeket a
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szarmazasi helyiik és/vagy izolalasi idejiik alapjan iraki (IQ), észak-amerikai (EA), korai
eurdpai (EUy), recens eurdpai (EU,) és VIb/2 csoportoknak neveztiik el. Az 6t nagy csoporton
beliil tovabbi nyolc varians kiilonboztethetd meg a fragmentum eloszlas alapjan. A VIb
szubtipusba tartozo alcsoportok, €és az azokon beliili variansok részleges F génjének

hasitasaval kapott RE-fragmentum mintazatai a 6A. és 6B. abran, fizikai térképei a 7. abran

lathatok.
6A.) BstO1
bp 1 2 3 M 4 5 6 Marker bp
—— 700
560 — —— 600
—— 500
419 —
362, 364 — ——400
——300
208
24—
201,208 — 00
163 —
144 —
123 —
—— 100
85 —
6B.)
Markerbp
754— — 500
538, 540— —600
465— —— 500
— 400
336—
286—— — 300
—200
181—
139—
— 100

6. abra. Az F gén restrikcios fragmentum mintézata reprezentativ gPMV-1 alcsoportokban és variansokban.

A.) BstOl enzimmel kapott mintazatok. 1: VI. genotipus, a fehér keretben lathatoak a 85 és 123 bp hosszisagi
fragmentumok, melyek fuzioja jellemzé minden gPMV-1 torzsre, 2: 1Q alcsoport, 3: EUyy, varians, 4: EUgy,
varians, 5: EA;, EA,, EU,, és EU,, varidns, 6: EU,; varidns, M: 100 pb-os marker (a VIb/2 csoport BstOl
mintazatat nem mutatjuk). B.) Hinfl és Rsal enzimekkel kapott mintazatok. 1: Hinfl mintazat VI. genotipus, IQ
alcsoport, EUyja, EUgyy, EUo, BA, és EU,, varidns esetében, 2: Hinfl mintazat EUy; varians esetében (a 42 bp-os
fragmentumot nem mutatjuk), 3: Rsal mintazat VI. genotipus, 1Q alcsoport, EA,, EA, és EU,; variansok esetében
(az 61 bp-os fragmentumot nem mutatjuk), 4: Rsal mintazat EUyy,, EUyyp, EUy, és EU,, variansok esetében, M:
100 pb-os marker (az EA, és EU,, variansok, és a VIb/2 csoport Hinfl mintazatat, valamint az EU,; varians, és a
VIb/2 csoport Rsal mintazatat nem mutatjuk).
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7. Hinfi

15TB

3 B75 8831064 1400
i Vali
VL d s 6w oz | 2w
| 1L Il Il |
Q 2 50 S a6 286
EUiia z} 540 ﬂf&f } 336 } 286 !
EU; | EUgp | = f {
EUkZ | Il Il | I}
T ] T T 1
1350
- | i Il Il |
. EA, 2 50 B 181 208 50 288 |
EA
EA, 1 — o f i
| i Il Il |
EUn I 181 | 396 | 286 |
958
EU, {EU, | o
75 106
i
EU; | ﬁé P | f {
Vib/2 2} 540 } 189 } 236 } 280 !
7%
VIII | T 1 |
: 2 401 1398 181 336 286

7. dbra. A VIb szubtipus alcsoportjainak ¢és variansainak RE-analizissel késziilt fizikai térképei. Az abran fc

BstOl Rsal
7.")2 111‘8 1780 1478 1\301 10‘97 1?25
| L |
418 f 364 ‘144‘ 218 ‘123 ‘55‘ ! 754 ! 538 ‘61‘
1 R | 1 H
419 364 144 218 208 754 538 61
953 WGD
—t - | n H
419 01 163 362 208 754 73 465 61
1 1 — 1 H H
364
1 1 | 1 H H
570
902
— — | 1 H
569 214 362 208 754 538 61
| | | | L | ]
T T T 1 I T [
1591
— — 1 H L
569 214 362 208 754 73 431 3461
— — ; H H
465
- — | 1 H
51163 538
893 1427
A | | |
419 223 144 167 5# 208 754 599
683
o 1 \ 1 | | L
419 201 307 426 350 404 538 61
a VL ésaz 1601. a VIb-hez I 16 szintén

BsiOI vigishely hianyt mutatd VIIL genotipus fizikai térképét is. A térképek feletti szimok a megfeleld RE-k dltal kivagott fragmentum utolso nukleotidjdt jelslik az F génen, kivéve a 334.

poziciét, ami az amplifiklt régi6 kezdpontja. A fizikai térképek alatti dslt szamok a kivagott fragmentumok méretét jeldlik (nt).
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5.2.3. Az 1Q alcsoport
Az 1Q alcsoporthoz egyetlen izolatum, az Irak’78 tartozik. Az Irak’78 RE-mintazata

minddssze egy kiilonbséget mutat a Vla csoporttal szemben, hidnyzik az 1601. pozicidban
levé BstOl vagashely (Wehmann, 2000). Ez minden, késébbiekben ismertetett alcsoportba
tartoz6 galamb NDV izolatum jellemzdje, igy a gPMV-1 torzsek diagnosztikai markerének
tekinthet6. A BstOl vagashely eltinése a VIa genotipusnal jelenlévé 123 ¢és 85 bp-os
fragmentum helyett egy 208 bp-os hosszusagl flziés fragmentumot eredményez. Ezt a
fragmentumot egyetlen korabbi jarvanybol szarmazo, I1.-VIIIL. genotipusokhoz tartozd6 NDV
torzs RE-analizise soran sem lattuk (Ballagi-Pordany és mtsai, 1996; Lomniczi és mtsai, 1998;
Herczeg és mtsai, 1999, 2001; Czeglédi és mtsai, 2002; Wehmann és mtsai, 2003a, 2003b),
igy az 1601. pozicioban levo BstOl vagashely eltiinése, és az altala eredményezett 208 bp-os

fragmentum valdban a galamb-NDV torzsek karakterisztikus jegyének tekintheto.

5.2.4. Az EUy alcsoport és variansai
A galamb-NDV izolatumok jelentds részét az 1980-as évek elsd felében, Europaban

izolaltak, ezek RE-mintazatuk alapjan az EUy alcsoporthoz tartoznak. Az EUy alcsoport két
vagashely kiilonbséget mutat az Irak’78 torzshoz képest. Az egyik valtozas a BstOI vagashely
fragmentumot eredményez, és ez a vagashely hiany minden tovabbi VIb/1 alcsoportra és
variansra jellemz6. A masik valtozas az 1160. pozicioban megjelend Rsal vagashely, melynek
eredménye a korabbi 538 bp-os helyett egy 73 bp ¢és egy 465 bp hosszusagu fragmentum. Az
EUy alcsoporton beliil RE-analizissel tovabbi harom varians kiilonboztetheté meg: EUy,,
EUyp és EUyo. Az els6 két varians hasonld elnevezésének oka, hogy filogenetika vizsgalatok
soran nem kiiloniilnek el egymastol. Az EUyy, alcsoport minddssze - a fentebb mar emlitett -
két vagashelyben (1160. Rsal és 1260. BstOl) kiilonbozik az 1Q alcsoporttol, mig az EUy,
varians esetében az I1Q alcsoporttal szembeni két kiilonbségen tul megjelenik a 953.
pozicidban egy BstOl vagashely, mely egy 201 és egy 163 bp-os fragmentumot eredményez a
364 bp hosszusagu fragmentum helyett.

Az EUy, variansban az 1160. és 1260. pozicidkban jelenlévd valtozasokon tul a BstOl
vagashely hianya tapasztalhato az 1478. pozicioban, melynek eredménye egy 570 bp
(3624208 bp) hosszasagu fuzids fragmentum.
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5.2.5. Az EU; alcsoport és variansai
Az EU, alcsoport RE-mintdzata két tovabbi vagashelyben kiilonbozik az EUy

alcsoporttol, a 752. pozicidban eltiinik, mig a 902.-ben megjelenik egy BstOl vagashely.
Ennek kovetkezményeként a 419 és 364 bp-os fragmentumok helyett 569 ¢és 214 bp
hosszusagu fragmentumok keletkeznek. Az EU, alcsoport kiilonboz6 variansai szamos egyedi
vagashelyet hordoznak, melyek lehetévé teszik a tovabbi csoportositast. Az EU,; varians egy
Rsal vagashellyel rendelkezik az 1591. pozicidban, mely a 465 bp-os fragmentum helyett egy
431 ¢és egy 34 bp hossziisagi fragmentumot eredményez. Az EU,, variansnal egy Hinfl
vagashely talalhato a 958. pozicioban, mely a 181 bp-os szakaszt 75 és 106 bp hosszisagu
részekre osztja. Az EU,; varianshoz csak 2000 utan izolalt torzsek tartoznak. Az EUs
variansnal hianyzik az 1160. pozicidban az Rsal vagashely, ennek eredménye egy 538 bp
méretll fizios fragmentum a 73 és 465 bp méretii fragmentumok helyett. Az EU,3 variansnal
esetenként egy Hinfl vagashely van jelen a 925. helyen, 42 és 139 bp-os fragmentumokat
eredményezve a 181 bp hosszusagu fragmentum helyett. Jelen van a 953. pozicidban egy
BstOl vagashely, melyet mar lathattunk az EUy,, variansnal, azonban a 902. pozicioban 1évo
BstOl vagashely szimultan jelenléte miatt itt egy 51 és egy 163 bp hosszusagu fragmentumot

lathatunk az agardz gélen.

5.2.6. Az KA alcsoport és variansai
Az EA és az EU, alcsoportok alapvetéen az 1160. pozicidban eléforduld Rsal vagashely

hianya, illetve megléte alapjan kiilonboztethet6k meg egymastol. Mint mar emlitettem, az
EU,; variansnal szintén hianyzik az 1160. pozicioban az Rsal vagéashely, azonban az EUg
specifikus Hinfl és BstOl vagashelyek a 925. és 953. poziciokban lehetévé teszik a varians
megkiilonboztetését az EA alcsoport tagjaitol. Az EA; és EA, variansok kozott mindossze
egy vagashely kiilonbség tapasztalhaté. Az ,igazi” EA variansnal, az EA,-nél - ahova zémmel
az észak-amerikai kontinensrél szarmazo torzsek tartoznak - az 1350. pozicidban megjelenik
egy Hinfl vagashely, mig az EA, varians esetében — ahol eurépai, de filogenetikai és
aminosav szubsztiticios vizsgilatok alapjan az EA csoporthoz tartozd torzsek vannak
(részletesen lasd az ,,5.1.1. Filogenetikai analizis” és ,,5.1.2. Aminosav szubsztiticios
analizis” cimi fejezetekben) — ez a vagashely a tobbi alcsoporthoz (IQ, EUy, EU; és VIb/2)
hasonléan hianyzik. A 1350. pozicié Hinfl vagashelyének megjelenése egy 286 és egy 50 bp-

os fragmentumot eredményez az EA, varians torzseinél a 336 bp hossziisagu helyett.
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5.2.7. A VIb/2 alesoport
A VIb/2 csoport tagjait 1995 ¢és 2002 kozott Horvatorszagban izolaltdk. A csoport azért

kapta a VIb/2 nevet, mert filogenetikai vizsgalatok alapjan nem alkot monofiletikus csoportot
az 1Q, EUy, EU; és EA alcsoportokat magéba foglald VIb/1 szubtipussal (errél bévebben az
,5.1.1. Filogenetikai analizis” cimii fejezetben esett sz6). A VIb/1 csoporthoz hasonldan a
VIb/2 csoportnal szintén hianyzik az 1601. poziciéban a BstOl vagashely. A VIb/2-t a VIb/1
csoporttol alapveten két vagashely kiilonbozteti meg. Az egyik a Hinfl vagashely hianya a
883. pozicidban, melynek eredménye egy 189 bp méretli fuzios fragmentum (8+181 bp). A
masik jellegzetes kiilonbség a VIb/1 csoport tagjaival szemben a Rsal hely eltiinése az 1625.
pozicidban, mely egy 599 bp-os fuzids fragmentumot (538+61 bp) eredményez. A VIb/2
csoport tovabbi érdekessége, hogy jelen van a VI. genotipusnal, illetve a VIb/1 csoport IQ és
EUy alcsoportjainal tapasztalt 752. BstOl vagashely, és a VI. genotipusnal, valamint az 1Q
alcsoportnal az 1260. pozicioban meglévo BsrOl hely. A VIb/2 csoportnal megjelenik két,
korabban nem tapasztalt BstOl vagashely is, a 893. pozicioban 1évé a 364 bp-os
fragmentumot egy 141 és egy 223 bp méretii darabra szabja, mig az 1427. helyen 1év6 a 218

bp méretli fragmentumot bontja 167 és 51 bp méretii részekre.

5.2.8. RE-analizis: egy uj diagnosztikai médszer galamb-NDV torzsek azonositasara és
csoportositisiara

A galamb-NDV torzsek RE-analizise azon tul, hogy egy 0j diagnosztikai méodszert kinal
galamb-NDV torzsek azonositasara, az epidemiologiai hattér felderitése terén is szamos
eredményt hozott. A RE-analizis legfontosabb eredménye, hogy minden galamb-NDV
torzsnél hianyzik az 1601. pozicioban a BstOl vagashely, mely kozos tulajdonsaga mind a
VIb/1, mind a VIb/2 szubtipushoz tartoz6 NDV torzseknek. Az 1Q alcsoport és a VIb/2
szubtipus kivételével minden tovabbi alcsoport jellemezheté az 1260. pozicioban a BstOl
vagashely hidnyaval. Megallapithatd, hogy egyetlen enzimmel, a BstOI-gyel végzett RE-
vizsgalat elegendd a galamb eredetli NDV torzsek, vagyis a VIb (VIb/1 és VIb/2) szubtipusba
tartozo torzsek azonositasahoz, ezt az 1601. pozicidban a BstOl vagashely eltiinése, €s ennek
eredményeként kialakulo 208 bp-os, illetve e fragmentum hianyaban az EUy, varians esetében
egy tovabbi, az 1478. BstOl vagashely eltinésével kialakulo 570 bp-os fuziés fragmentum
teszi lehetové. Megjegyzendd, hogy a jelenleg is cirkulald VIla (Lomniczi és mtsai, 1998) és
VIII. genotipushoz (Herczeg és mtsai, 1999) tartozo6 csirke eredetli NDV torzseknél szintén

hianyzik az 1601. BstOl vagashely, de ezeknek a virusoknak a RE-mintazata egy 426 bp-os
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fragmentumot tartalmaz (218+123+85 bp) az 1478. pozicidban szintén hianyzo, és az 1260.
helyen meglévé BstOl vagashelyeknek koszonheten, igy ez a hasonlosag nem okoz
diagnosztikai problémat. Raadasul a kiilonb6z6 genotipusokban az 1601. pozicidban a BstOl
vagashely megsziinéséért felelos nt-valtozas mas, mint a VIb esetében, melynek Osszes
alcsoportjanal CTTGG nt-sorrenddel talalkozunk. Az eltéré nt szubsztiticiok alatamasztjak,
hogy e vagashely eltiinése a VIb, VIla és a VIII. genotipusban nem értékelhetd kozos szerzett
jegyként (angolul shared derived character), hanem a vagashely megsziinése konvergens
evoltcio kovetkezménye. A galamb-NDV torzsekben — mint fentebb emlitettem - a vagashely
eltiinését minden esetben azonos (CCiTGG—>CITGG) nt szubsztiticid eredményezte, mely
viszont a VIb/1 szubtipushoz tartozé torzsek kozos szerzett jegyének tekinthetd, vagyis a
torzsek monofiletikus eredetét tamasztja ala. Megjegyzendd, hogy az egymastdl tavoli
genotipusokban - mint a VIb és az 1. vagy Il. genotipus - az identikus helyeken torténd
vagashely megjelenés (mint a 953. pozicidban a BstOl, vagy az 1160. helyen az Rsal
vagashely) homoplazianak tekintend6 (nem valtozas nélkiil 6rokolték egy kozos 6stél, hanem
parhuzamos és konvergens evolicié eredményeként alakult ki ugyanaz a jegy), és nem
kezelhet6 6roklott hasonlosagként.

Galamb-NDV torzseknél a klasszikusabb csirke genotipusokkal szemben szamos RE-
hely valtozast, vagashely megjelenést ¢és eltiinést tapasztaltunk. Ezek a véltozasok az iddben
haladva progressziv jelleget mutattak, a kialakult RE-vagashely valtozasok mell¢ wjabb
valtozasok sorakoztak fel. A galamb-NDV izolatumok RE-mintazatanak sokfélesége a
galamb eredet (VIb) azonositasan tul lehetové teszi az izolatumok jarvanytani jelentéssel biro
alcsoportokba, és azokon beliil tovabbi variansokba torténé sorolasat. A galamb-NDV
torzseknél latott vagashelyek, illetve azok hianya esetlegesen egyéb NDV genotipusoknal is
elofordulnak, azonban mas genotipusokban ezek egészen mas kombinacioban szerepelnek,
ennél fogva mas fragmentum méreteket és eloszlast eredményeznek (Ballagi-Pordany és
mtsai, 1996), igy ez nem csokkenti a RE-analizis, mint a galamb-NDV torzsek diagnosztikai
modszerének értékeét.

Mig a BstOl enzimmel tortént hasitassal kapott RE-mintazat 6nmagéaban is alkalmas a
galamb-NDV torzsek azonositasahoz, a tovabbi csoportositashoz nem elég a BstOl enzimmel
végzett vizsgalat, ugyanis ezen enzim kizarolagos hasznalataval nem tudunk kiilonbséget
tenni az EU; és EA alcsoportok kozott. Hasonld a helyzet a masik két enzim, a Hinfl és az
Rsal 6nmagaban valo6 alkalmazasa esetén is. A Hinfl-gyel nyert RE-mintazat az Irak’78 torzs
(IQ), az EAy alcsoport, valamint EU,; és az EA, variansok esetében azonos, mig az Rsal

Onmagaban val6 alkalmazasa az Iraq’78 torzs, az EA alcsoport és az EU,; varians, illetve az
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EUy alcsoport és az EUy, varians kozott nem tesz kiilonbséget. Azonban a Hinfl, BstOl és
Rsal enzimekkel vizsgalt vagashely-kombinaciok alapjan teljes biztonsaggal megallapithatd
az egyes galamb-NDV izolatumok hovatartozasa. A harom enzimmel végzett RE-vizsgalat
segitségével a VIb szubtipuson beliil 6t foldrajzi és/vagy idébeli elkiiloniilést mutatd
alcsoportot (IQ, EUy, EU,, EA és VIb/2), és harom alcsoporton beliil tovabbi nyolc varianst
azonositottunk. A RE-analizissel képzett alcsoportok és variansaik 1étjogosultsagat az F gén
aminosav szubsztitucids analizis is megerdsiti (lasd az ,,5.1.1. Filogenetikai analizis” és az
,,5.1.2. Aminosav szubsztiticids analizis” cimi fejezeteket), a RE-analizissel, ¢és filogenetikai
vizsgalatokkal kapott csoportok egymassal nagymértékben kongruensnek bizonyultak. A VIb
szubtipus F génjének RE-analizissel kapott mintdzata kapcsan meghataroztuk az 1601.
pozicidban a BstOl vagashely eltinését eredményez6 nt-sorrendet kiilonb6z6 alcsoportokhoz
tartozd reprezentativ. gPMV-1 torzsekben. A kapott nt-szekvencidk homolog volta
alatdmasztotta a VIb/1 csoport monofiletikus eredetét.

Az F-gén RE-analizise Hinfl, BstOl és Rsal enzimekkel egy egyszerili, megbizhato, és
minden laboratorium szamara elérhetd modszer galamb eredeti €s - laboratoriumunkban
végzett korabbi vizsgalatok alapjan - egyéb NDV izolatumok azonositdsara és
csoportositasara. Miutan a vizsgalt torzsek 16 orszagbol, harom foldrészrél szarmaznak, és
széles iddintervallumot reprezentalnak (1978-2002), a RE-analizis alapjan rajzolt fizikai
térképek referenciaként szolgalhatnak barmilyen ismeretlen galamb-NDV torzs besorolasahoz.
A betegség felbukkanasat kovetdéen a galamb eredetll torzsek azonositasara monoklonalis
ellenanyagokat fejlesztettek ki (Alexander és mtsai, 1985), és a mai napig ez volt az egyetlen,
am kizarolag referencia laboratoriumokban hozzaférheté diagnosztikai modszer. Mke
vizsgalatok alapjan a galamb-NDV torzsek a P (pigeon) csoportba tartoznak. Esetenként
eléfordul, hogy gPMV-1 torzset Mke-okkal nem a P csoportba tartozoként azonositanak, az
altalunk vizsgalt torzsek koziil példaul a galambbol izolalt IT-131/88 torzs Mke vizsgalatok
alapjan a B csoportba tartozik, mig a VIb/2 alcsoport torzsei P-negativnak bizonyultak, azaz
az Mke vizsgalat nem azonosit sikeresen minden galamb-NDV izolatumot. Az Mke vizsgélat
tovabbi hianyossaga, hogy a gPMV-1 izolatumok csoportositasara alkalmatlan. A RE-analizis
minden, a filogenetikai vizsgalatok alapjan VIb csoportba sorolt izoldtumot sikeresen
azonositott galamb-NDV torzsként, és megforditva is igaz, minden RE-vizsgalattal gPMV-1-
nek bizonyult térzset a VIb szubtipusba sorolt a filogenetikai analizis. Eredményeink alapjan
kimondhato, hogy a RE-analizis megbizhaté diagnosztikai modszer galamb eredetli NDV

torzsek azonositasara.
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5.3. Az IT-227/82 galamb-NDYV torzs teljes genomjanak szekvencidja
5.3.1. Filogenetikai vizsgalatok

Annak érdekében, hogy fényt deritsink a galamb-NDV toérzsek, és mas NDV
izolatumok kozotti genom-szintl kiilonbségekre, meghataroztuk az egyik legrégebbi galamb
izolatum, nevezetesen az IT-227/82 torzs teljes genomjanak nukleotidsorrend;jét.

A mai napig az NDV-n beliil két osztalyt (class I és class II) és a class II-n beliil nyolc
genotipust irtak le (Ballagi-Pordany és mtsai, 1996; Lomniczi és mtsai, 1998; Herczeg és
mtsai, 1999, 2001; Yang és mtsai, 1999; Yu és mtsai, 2001; Gould és mtsai, 2001, 2003;
Czeglédi és mtsai, 2002, 2003; Mase és mtsai, 2002; Aldous és mtsai, 2003; Wehmann ¢és
mtsai, 2003a, b; Huang és mtsai, 2004; Tsai és mtsai, 2004; Bogoyavlenskiy és mtsai, 2005).
Ez idaig 15 NDV torzs teljes genomjat analizaltak (de Leeuw és Peeters, 1999; Huang és
mtsai, 2004; Zou és mtsai, 2005; Czeglédi és mtsai, 2006; Kattenbelt és mtsai, 2006), és
szamos tovabbi NDV torzs genomjanak nukleotidsorrendje talalhaté meg a génbankban. A
génbankban fellelhet6 NDV genomoknak génenkénti, kodold régiok felhasznalasaval
mutatjuk). Az egymastol eltéré elagazasrendszerrel rendelkezd torzsfak kétféleképpen
magyarazhatok. Az egyik magyarazat az NDV torzsek kozotti rekombinacios esemény lehet,
azonban laboratériumunkban 70 NDV térzs bevonasaval végzett vizsgalatok nem utaltak
NDV torzsek kozotti rekombinaciora (Czeglédi, 2007). Az utdbbi években megjelent néhany
tanulmanyban génbanki NDV szekvencidk alapjan NDV torzsek kozotti rekombinaciot irtak
le (Chare és mtsai, 2003; Han és mtsai, 2008), azonban a szekvencidk eredete (egyetlen
plakkbol szarmazott-e a vizsgalt NDV torzs, milyen oligonukleotidokat alkalmaztak a cDNS
amplifikaciojahoz, illetve a génbankban elhelyezett végsé szekvenciakat hany
szekvenciarészletbdl szerkesztették meg) nem tisztazott. Qin és munkatarsai szintén az NDV-t
érint6 rekombinacios eseményré6l szamoltak be, és vizsgalataik metodikai hattere alapjan mar
nem zarhato ki, hogy valoban létezik rekombinacio NDV torzsek kozott (Qin és mtsai, 2008).
gazda, melybdl az NDV izolatum szarmazik, egyszerre tobbféle NDV torzzsel fertdzott, erre
laboratériumunkban is szamtalan esetben adddott példa. Mivel a génbanki torzsek esetében
nem tisztazott, hogy rekombinécids esemény eredményei, vagy kevert fertézésbol szarmaznak,
ezért az Osszehasonlitdshoz csak azokbdl a génbanki NDV szekvencidkbol valogattam,

melyeknél a kiilonb6z6 gének kodold szekvencidinak filogenetikai vizsgalata azonos
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alapjan ugyanabba a genotipusba tartozik. Az Osszehasonlitasban felhasznalt NDV torzsek

adatait a 7. tablazat tartalmazza.

7. Tablazat: Az 6sszehasonlitashoz felhasznalt NDV torzsek adatai

NDV torzs Genotipus ~ Genom mérete (nt) Virulencia Génbanki szam
DE-R49/99 Class I. 15198 L DQ097393
N.Ireland/Ulster/67 L 15186 L AY562991
PHY-LMV42 L 15186 L DQ097394
I-2 L 15186 L AY935499
B-1/46 II. 15186 L AF309418
LaSota/46 II. 15186 L AF077761
Italien Iv. 15186 \ EU293914
Herts/33 Iv. 15186 A% AY741404
U.S.(CA)211472/02 V. 15192 v AY562987
U.S.(F1)/44083/93 V. 15192 \% AY562986
U.S./Largo/71 V. 15192 v AY562990
U.S.(CA)/1083(Fontana)/72 VL 15192 v AY562988
goose paramyxovirus SF02 VIL 15192 \% NC005036
ZJ-1 VII. 15192 \ AF431744

“L: Lentogén, M: Mezogén, V: Velogén

Az 1T-227/82 gPMV-1 torzs genomjanak nt-sorrendjét 6t, egymassal részlegesen atfedo
szakasz szekvenalasaval hataroztuk meg. Génbanki gPMV-1 torzsek, illetve ezek hianyaban
egyéb NDV torzsek szekvenciai alapjan tervezett szekvencia-specifikus oligonukleotidok
felhasznalasaval RT-reakcid soran a genomialis RNS-t ¢cDNS-sé irtuk at, majd szintén
génbanki gPMV-1 és NDV torzsek nt-sorrendje alapjan tervezett primerekkel a genom nagy
részét harom, egymassal atfedd, tobb ezer pb hosszi termékeket eredményezé PCR soran
amplifikaltuk. A genom terminusait 3’ és 5° RACE (rapid amplification of cDNA ends)
modszerekkel sokszoroztuk fel. A PCR-termékeket pCR-XL-TOPO ¢és pCR 4-TOPO
vektorokba klonoztuk, majd bérmunka keretében szekvenaltattuk. A filogenetika vizsgalatok
a ,,4.14. Szekvencia- és filogenetikai analizis” cimi fejezetben leirtak szerint torténtek. Az IT-
227/82 torzset részleges és teljes génszekvenciakkal is 6sszehasonlitottuk, attol fiiggéen, hogy
egyéb gPMV-1 torzsekbél milyen szekvenciak alltak rendelkezésre a génbankban (nem
mutatjuk). Az IT-227/82 torzs mindegyik génje alapjan a VI. genotipusba, azon belill is a VIb
szubtipusba tartozik.
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5.3.2. A genom mérete
Az elséként szekvenalt régi tipusi NDV torzsek (LaSota/46, B1/47 ¢és Beaudette C)

genomjanak mérete 15186 nt hosszusagunak bizonyult (Krishnamurthy és Samal, 1998; de
Leeuw és Peeters, 1999). A VII. genotipust, libabol izolalt ZJ1 térzs genom-szekvenciajanak
kozlésekor azonban egy uj NDV genom méretre deriilt fény, a ZJ1 genomja 15192 nt-bol all,
1648 nt kozott (a nt poziciok a LaSota/46 torzsre vonatkoznak) (Huang és mtsai, 2004). Egy
masik VII. genotipusi NDV torzs, a liba paramyxovirus SF02 genomja szintén 15192 nt
hosszusagunak bizonyult, a 6 nt tobblet ugyanabban a pozicidban helyezkedik el, mint a ZJ1
torzs esetében (Zou és mtsai, 2005). A laboratoriumunkban szekvenalt DE-R49/99, class I-be
tartozo torzs vizsgalatakor kideriilt, hogy létezik egy harmadik genom méret is az NDV-n
nincs 6 nt tobblet, azonban a P gén kodolo régidja egy 12 nt hosszu inszertet tartalmaz a class
II-be tartozd NDV torzsek P génjéhez képest (Czeglédi és mtsai, 2006). A génbankban
talalhatd NDV genomok mérete 15186 nt az L., II. és IV. genotipusu torzsek esetében, illetve
15192 nt az V. és VL. genotipusba tartozo torzseknél. Kérdésként meriilt fel, hogy a VIb
genotipust IT-227/82 galamb izolatum szintén nagyobb genommal rendelkezik-e, és a genom
méret kotheté-e a virus gazdatropizmusahoz, bizonyos genotipusokhoz, kapcsolatban all-e a
virulencidval, illetve filogenetikai jegynek tekintheto-e.

Vizsgalataim alapjan az 1T-227/82 galamb-NDV torzs genomjanak mérete 15192 nt
hosszusagu, a 6 nt tobblet az NP gén 5’ iranyban 1évé nem kodold részén talalhat6 a ZJ1 és az
SF02 torzsekhez hasonloan az 1647.-1648. nt poziciok kozé ékelddve. A genom mérete
megfelel a ,rule of six”-nek, vagyis a hatos szabalynak, mely szerint a replikacid és
transzkripcid hatékonysaganak feltétele a genom nt-szamanak hattal valo oszthatosaga.

Huang és munkatarsai kozlése szerint nem tartalmazzak a 6 nt tobbletet az L., IL., IIL., IV.
és V. genotipushoz tartozé NDV izolatumok, mig a 6 nt tobblet jelen van a V1., VIL., VIIL és
IX. genotipusu torzseknél (Huang és mtsai, 2004). Megallapitasaik némileg ellentmondasban
allnak a génbankban talalhatd6 NDV torzsek felhasznalasaval végzett filogenetikai
vizsgalatainkkal. A génbankban talalhato NDV torzsek szekvenciai, illetve a VIb genotipust
IT-227/82 torzs szekvenciaja alapjan kimondhato, hogy a class 1I-hoz tartozo 1., 1I. és IV.
genotipusi NDV izolatumok 15186 nt hosszusagu, mig az V., VL. és VIL. genotipust
izolatumok 15192 nt hosszisagi genommal rendelkeznek az NP gén 5° nem kodold régiojat

érinté 6 nt hianynak, illetve tobbletnek kdszonhetden (8. abra). Laboratoriumunkban az I.-

67



VIII. genotipushoz tartozé 23 NDV torzs bevonasaval végzett vizsgalat megerdsitette a
génbankban talalhato teljes hosszusagia NDV genomok, és az IT-227/82 genomja alapjan tett
megallapitasunkat, tovabba kimutatta, hogy a III. genotipust torzseknél nincs, mig a VIIIL.
genotipustaknal van 6 nt tobblet az NP gén nem kodolo régidjaban (Czeglédi és mtsai, 20006).
Huang és munkatarsai, illetve a sajat vizsgalataink alapjan tett megallapitasok kozotti
kiillonbségek a kovetkezékkel magyarazhatoak. Huang és munkatarsai szerint a CA1083/72
NDV izolatum az F gén részleges szekvenciaja (génbanki szam: AF419397) alapjan az V.
genotipusba tartozik. Ugyanezen izolatum NP génjének részleges szekvenciaja
felhasznalasaval késziilt illesztés szerint az izolatum nem tartalmazza a 6 nt tobbletet, azonban
a szekvenciarészlet rovidsége miatt ez nem mondhatd ki teljes bizonyossaggal. Ugyanezen
torzs az NP gén felhasznalasaval altalam végzett filogenetikai vizsgalatok alapjan (nem
mutatom) a VI. genotipushoz tartozik, és egy hosszabb NP szekvenciarészletet vizsgalva
Huang ¢és munkatarsai egy masik megallapitdsa szerint a 6 nt tobblettel rendelkezd FJ-1/85
NDV izolatum a IX. genotipushoz tartozik - mely a régi tipusit NDV torzsekkel van kozelebbi
rokonsagban - az F gén részleges szekvenciajanak filogenetikai vizsgalata alapjan, mig az NP
gén részleges szekvencidja alapjan a VII. genotipus tagja. A fenti anomalidk szintén
rekombinacioval vagy kevert fertézéssel magyarazhatok, azonban ilyen esetekben a
konkluziot tekintve megbizhatobb informaciokat nyeriink, ha a 6 nt tobbletet az azt hordozo
NP gén szekvenciaja alapjan felallitott filogenetika viszonyokhoz parositjuk.

A 6 nt tobblet, vagyis a 15192 nt hossziisagii genom méret a class II 60-as évek utan
megjelend monofiletikus vonaldhoz kothetd, mely az V.-VIIIL. genotipusokbdl all, igy ez a
marker az 0j genotipusok koz0s szerzett jegye, sziinapomorfiaként értékelhet6. A 6 nt
tobblettel nem rendelkezd, 15186 nt-os genom méret a class Il régi genotipusainak (L.-IV.),
illetve a 15198 nt hosszusagu class I csoport jellemzdje, vagyis a 6 nt-os inszert hianya 6si

formanak tekinthet6 (8. abra).
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52 zn 7
100[ L—— Goose paramyxovirus SF02 VII
FJ-1/85 B
1615. nt U.S./LARGO/71
ACAGGACCACACCAAACCCCCC o U.S.(CA)/211472/02 v
GCAGGATCACACCAAACC U.S.(F1)/44083/93
ACAGGGTAACACCGAACC
ACAGGGTCGCCCCAAATC 9% ITALY/2736/00 T
ACAGGGCCACCCCARATC
TCGCCCCAAATC
ACAGGGLCATCCCAAATC -~ IT-227/82 VI
ACAGGGTCAGCCCARACCT U.S.(CA)/1083(Fontana)/72 |
ACAGGACCACCTCRACEEE Heress =
ACARAATCATCCCAAT AC B Italy/Milano/45 v
ACAAGAACATCCCAATGE -
ACAAAAACATCCCAATGC Beaudette C
ACAAAAACATCCCAATGC 0]
ATGAAATCATCCCAACTC B-1/47
ATGAGGTCATCCCAATTC I
74| | CLONE30
' LaSota/46

8. dbra. Az NP gén 5’ nem kodolo régiojanak illesztése a kiilonboz6 NDV genotipusok rep

meg.
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Kérdésként meriilt fel, hogy a 6 nt hosszisagl inszert befolyasolja-e a virus valamely
biologiai tulajdonsagat, virulencigjat, illetve gazdatropizmusat. Mivel a 6 nt tobblet nem
kodold régidban helyezkedik el, ezért kicsi a valdszinlisége, hogy bioldgiai tulajdonsag
kialakitasaban részt vesz. Korabban mar emlitettem, hogy a recens genotipusok (V.-VIIL.)
tagjai kozott avirulens torzsek nem fordulnak eld, azonban az egyik harmadlagos gazda, a
galamb virusai (VIb genotipus) altalaban csirkére nézve kozepes virulenciajuak. A régi
genotipusok (I.-IV.) tagjai kozo6tt azonban mindharom virulenciatipus el6fordul, az ide tartozo
torzsek pedig nem tartalmazzak a 6 nt hosszisagl inszert, fiiggetlenill attol, hogy az adott
torzs apatogén, kozepes virulenciaju vagy patogén. Vagyis a 6 nt tobblet ugy tinik, nem vesz
részt az NDV virulenciajanak kialakitasaban.

Egy masik fontos kérdés, hogy a virus gazdatropizmusat befolyasolja-e a 6 nt
hosszasagu inszert megléte, illetve hianya. Az NDV-nek két nagy rezervoarja van: ezek
egyike a vadon €16 vizimadarak, a masik pedig a csirkék. A vadon ¢él6 vizimadar az NDV 6si,
elsédleges gazdaja, mig a csirke egy, - a vizimadarnal recensebb - masodlagos gazda.
Harmadlagos gazdaknak tekintheték a galambok, a kormoranok, illetve ujabban a libak,
melyekben VI., V. és VIL. genotipusu virusok telepedtek meg, kiilon-kiilon (Lomniczi, 2006).
E genotipusok mindegyike 15192 nt hossziisign genommal rendelkezik a klasszikus,
ugyanazon genotipusokba tartozo csirke virusokhoz hasonldan. Ezek alapjan ugy tiinik, hogy

a genomok méretében tapasztalt kiilonbség nem all kapcsolatban a gazdatropizmussal sem.

5.3.3. Genom-terminusok
A virus genomjanak 3’ és 5 vége tartalmazza az Un. ,leader” és , trailer” szekvenciakat.

Ezek a szekvencidk tartalmazzak a replikaciohoz ¢és transzkripcidhoz nélkiilozhetetlen
szabalyoz6 régiokat (Kolakofsky és mtsai, 1998). Az IT-227/82 galamb-NDV torzs ,leader”
szekvenciaja 55 nt hossza hasonléan a tobbi vizsgalt NDV torzshoz (de Leeuw és Peeters,
1999). Az 1T-227/82 ,trailer” régidja 113 nt-bol all, ezt eddig egyediil a Beaudette C torzs
esetében irtak le (Krishnamurthy és Samal, 1998), a tobbi vizsgalt NDV torzs ,trailer”
szekvenciaja 114 nt hosszusagu (de Leeuw és Peeters, 1999). A kiilonb6z6 NDV torzsek
Ltrailer” szekvencidinak méretbeli eltérése nem okoz valtozast a genom teljes méretében (lasd
bbvebben az ,,5.3.4. Gén-start és gén-vég szekvenciak” c. fejezetben). A ,,leader” szekvencia
elsé nyolc, illetve a ,trailer” szekvencia utolsé nyolc nt-ja egymds komplementerei, és ez
minden vizsgalt NDV genomra igaz, igazolva, hogy ezeknek a régioknak valoban szerepe

lehet a genomikus ¢s antigenomikus replikaci6 szabalyozasaban (Marcos és mtsai, 2005).
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5.3.4. Gén-start és gén-vég szekvencidk
Az IT-227/82 és a tobbi 6sszehasonlitasban felhasznalt NDV torzsek gén-start és gén-

vég szekvencidinak adatait a 8. tblazat mutatja. A gén-start és gén-vég szekvencidk erésen
konzervaltak az NDV torzseknél. A gén-start szekvencidk minden gén esetében azonosak az
Osszes vizsgalt NDV genomban (UGC3AUCU). A P és M gének esetében a gén-vég
szekvencia minden vizsgalt NDV genomban azonos, azonban a t6bbi gén (NP, F, HN és L)
gén-vég szekvencidjaban kisebb kiilonbségek tapasztalhatok. Az L gén esetében a gén-vég
szekvencia az IT-227/82 ¢és a Beaudette C torzseknél egy nt-dal hosszabb (AAUCU
AAUCU) helyett), mint a tobbi vizsgalt NDV torzs esetében, azonban a “trailer”
szekvenciajuk egy nt-dal rovidebb, igy ez az eltérés nem okoz valtozast a genom teljes

méretében.

5.3.5. Intergénikus régiok
Az 0sszehasonlitashoz felhasznalt NDV torzsek intergénikus régioinak adatait szintén a

8. tablazat mutatja. Az NP és P gének kozotti szakasz egy nt hosszisagt az 1T-227/82
torzsben ugyanugy, mint a vizsgalatba bevont IV., V., VI. és VII. genotipusu torzsek esetében.
Ugyanezen két gén kozotti intergénikus régio két nt hosszi a class 1 fécsoportban, valamint az
1. ¢és 1I. genotipust izolatumokban, kivételt képez az 1. genotipusu I-2 izolatum, melynél egy
nt hosszlisaghl az intergénikus régio. Mivel e torzsek NP génjének gén-vég szignalja egy nt-
dal r6videbb, mint az egy nt hosszisagi NP-P intergénikus régioval rendelkezd torzseké,
ezért itt sem okoz genom-méretbeli véltozast az eltérés (8. tablazat). Ugy tiinhet, hogy az NP
és P gének kozotti intergénikus régiod hossza és a virulencia kozott szignifikans Osszefiiggés
van, vagyis az intergénikus régié két nt hosszi avirulens, és egy nt hosszi kozepes
virulenciaju, illetve virulens torzsek esetén. Ujabban kozolt ausztral 1. genotipusi NDV
genomok (pl. az I-2 izolatum) NP-P gének kozotti intergénikus régidi azonban két nt
mig a HN és L gének kozotti 47 nt az 1T-227/82 térzsnél, ugyaniugy, mint a vizsgalt NDV
torzsek tobbségénél, azonban eléfordulnak e géneket tekintve 32 és 48 nt hosszlisagl
intergénikus régioval rendelkez6 izolatumok is (8. tablazat). Az intergénikus régiok hosszbeli
kiillonbségei minden esetben kompenzaltak a tdliik upstream (3”) iranyban 1év6 gén-vég

szekvencia hosszaval, igy a teljes genom méretét nem befolyasoljak az eltérések.
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8. tablazat: Génbankban taldlhato NDV genomok dsszehasonlitasa az IT-227/82 gPMV-1 torzzsel

Torzs Gén Gén Kaédolo Fehérije  Gén start (nt) Gén vég (nt) Intergénikus
szekvencia régio hossza (as) régio (nt)

DE-R49/99 NP 56-1801 122-1588 489 10 10 2
N.Ireland/Ulster/67 56-1801 122-1588 489 10 10 2
PHY-LMV42 56-1802 122-1588 489 10 11 1
1-2 56-1801 122-1588 489 10 10 2
B-1/46 56-1801 122-1588 489 10 10 2
LaSota/46 56-1801 122-1588 489 10 10 2
Italien 56-1802 122-1588 489 10 11 1
Herts/33 56-1802 122-1588 489 10 1 1
U.S.(CA)211472/02 56-1808 122-1588 489 10 11 1
U.S.(F1)/44083/93 56-1808 122-1588 489 10 11 1
U.S./Largo/71 56-1808 122-1588 489 10 11 1
1T-227/82 56-1808 122-1588 489 10 1" 1
U.S.(CA)/1083(Fontana)/72 56-1808 122-1588 489 10 11 1
goose paramyxovirus SF02 56-1808 122-1588 489 10 11 1
ZJ-1 56-1808 122-1588 489 10 11 1
DE-R49/99 P 1804-3266  1887-3083 399 10 11 1
N.Ireland/Ulster/67 1804-3254 1887-3071 395 10 11 1
PHY-LMV42 1804-3254  1887-3071 395 10 11 1
-2 1804-3254 1887-3071 395 10 11 1
B-1/46 1804-3254 1887-3071 395 10 1" 1
LaSota/46 1804-3254  1887-3071 395 10 11 1
Italien 1804-3254 1887-3071 395 10 11 1
Herts/33 1804-3254 1887-3071 395 10 11 1
U.S.(CA)211472/02 1810-3260 1893-3077 395 10 11 1
U.S.(F1)/44083/93 1810-3260 1893-3077 395 10 1" 1
U.S./Largo/71 1810-3260  1893-3077 395 10 11 1
IT-227/82 1810-3260 1893-3077 395 10 11 1
U.S.(CA)/1083(Fontana)/72 1810-3260 1893-3077 395 10 1" 1
goose paramyxovirus SF02 1810-3260 1893-3077 395 10 11 1
ZJ1 1810-3260 1893-3077 395 10 11 1
DE-R49/99 M 3268-4508 3302-4393 364 10 10 1
N.Ireland/Ulster/67 3256-4496  3290-4381 364 10 10 1
PHY-LMV42 3256-4496 3290-4381 364 10 10 1
-2 3256-4496  3290-4381 364 10 10 1
B-1/46 3256-4496 3290-4381 364 10 10 1
LaSota/46 3256-4496 3290-4381 364 10 10 1
Italien 3256-4496  3290-4381 364 10 10 1
Herts/33 3256-4496 3290-4429 380 10 10 1
U.S.(CA)211472/02 3262-4502  3296-4387 364 10 10 1
U.S.(F1)/44083/93 3262-4502 3296-4387 364 10 10 1
U.S./Largo/71 3262-4502 3296-4387 364 10 10 1
1T-227/82 3262-4502  3296-4387 364 10 10 1
U.S.(CA)/1083(Fontana)/72 3262-4502 3296-4387 364 10 10 1
goose paramyxovirus SF02 3262-4502 3296-4387 364 10 10 1
ZJ-1 3262-4502  3296-4387 364 10 10 1
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Torzs Gén Gén Kodolo Fehérie  Gén start (nt) Gén vég (nt) Intergénikus

szekvencia régio hossza (as) régio (nt)
DE-R49/99 F  4510-6301  4556-6214 553 10 1 31
N.Ireland/Ulster/67 4498-6289 4544-6202 553 10 1" 31
PHY-LMV42 4498-6289 4544-6202 553 10 11 31
1-2 4498-6289 4544-6202 553 10 11 31
B-1/46 4498-6289 4544-6202 553 10 11 31
LaSota/46 4498-6289  4544-6202 553 10 11 31
Italien 4498-6288 4544-6202 553 10 10 32
Herts/33 4498-6288  4544-6202 553 10 10 32
U.S.(CA)211472/02 4504-6295 4550-6208 553 10 11 31
U.S.(F1)/44083/93 4504-6295 4550-6208 553 10 1" 31
U.S./Largo/71 4504-6295  4550-6208 553 10 11 31
IT-227/82 4504-6295 4550-6208 553 10 1 31
U.S.(CA)/1083(Fontana)/72 4504-6295  4550-6208 553 10 11 31
goose paramyxovirus SF02 4504-6295 4550-6208 553 10 11 31
ZJ1 4504-6295 4550-6208 553 10 11 31
DE-R49/99 HN  6333-8333  6424-8178 585 10 10 48
N.Ireland/Ulster/67 6321-8322 6412-8259 616 10 1 47
PHY-LMV42 6321-8321 6412-8259 616 10 10 48
-2 6321-8322  6412-8145 578 10 11 47
B-1/46 6321-8322 6412-8142 577 10 11 47
LaSota/46 6321-8322  6412-8142 577 10 11 47
Italien 6321-8322 6412-8124 571 10 11 47
Herts/33 6321-8322 6412-8124 571 10 1 47
U.S.(CA)211472/02 6327-8328  6418-8130 571 10 1 47
U.S.(F1)/44083/93 6327-8328 6418-8130 571 10 1 47
U.S./Largo/71 6327-8328 6418-8130 571 10 1 47
IT-227/82 6327-8328 6418-8130 571 10 1 47
U.S.(CA)/1083(Fontana)/72 6327-8328 6418-8130 571 10 1" 47
goose paramyxovirus SF02 6327-8328 6418-8130 571 10 11 47
ZJ-1 6327-8328 6418-8130 571 10 1 47
DE-R49/99 L  8382-15084 8393-15004 2204 10 10
N.Ireland/Ulster/67 8370-15072  8381-14992 2204 10 10
PHY-LMV42 8370-15072  8381-14992 2204 10 10
-2 8370-15072  8381-14992 2204 10 10
B-1/46 8370-15072  8381-14992 2204 10 10
LaSota/46 8370-15072  8381-14992 2204 10 10
Italien 8370-15072  8381-14992 2204 10 10
Herts/33 8370-15072  8381-14992 2204 10 10
U.S.(CA)211472/02 8376-15078  8387-14998 2204 10 10
U.S.(F1)/44083/93 8376-15078  8387-14998 2204 10 10
U.S./Largo/71 8376-15078  8387-14998 2204 10 10
IT-227/82 8376-15079  8387-14998 2204 10 1"
U.S.(CA)/1083(Fontana)/72 8376-15078  8387-14998 2204 10 10
goose paramyxovirus SF02 8376-15078  8387-14998 2204 10 10
ZJ-1 8376-15078  8387-14998 2204 10 10
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5.3.6. Nukleoprotein (NP)
Az NP gén altal kodolt fehérje a paramyxovirusokban, igy az NDV-ben is az RNS-hez

szorosan kotve taldlhatd. Egy nukleoprotein molekula 6 nt-dal kapcsolodik, a
nukleoproteinnel bevont RNS-t ribonukleoprotein (RNP) komplexnek nevezziik. A replikacié
és a transzkripci6 templatja az RNP-komplex, a meztelen RNS sem replikalodni, sem atirodni
nem képes (Kolakofsky és mtsai, 1998). Az IT-227/82 NP génje a tobbi vizsgalt NDV
torzshoz hasonldéan 1753 nt hosszusagu, a genomban az 56.-1808. nt-ok kozott foglal helyet
(8. tablazat). Az NP gén 5’ nem kodolo szakaszan egy 6 nt hosszisagu inszert (CCCCAA)
van jelen az NDV V.-VIII. genotipusahoz hasonléan, mely 15192 nt méreti genomot
eredményez a 15186 nt hosszusagu helyett. Az IT-227/82 ¢cDNS szekvenciabdl szarmaztatott
NP fehérjéje 489 aminosavbol (as) épil fel, ez egybevag a tobbi NDV térzs azonos
402. poziciotol kezdve a C-termindlis rész meglehetdsen variabilis, mas kutatocsoportok
tapasztalataihoz hasonloan (Seal és mtsai, 2002; Pham és mtsai, 2004; Seal és mtsai, 2005).

Az NP fehérje 447.-455. as kozotti részén egy neutralizacios epitop talalhato (Mebatsion
és mtsai, 2002), mely az IT-227/82 torzsben teljesen konzervalt. Az NP N-terminalisan 1év6
25 as érintett a foszfoproteinnel (P) torténd kapcesolodasban (Kho és mtsai, 2004), ez a régid
az IT-227/82-ben er6sen megtartott. A C-terminalis 49 as-a egy masik lehetséges szakasz,
melyen keresztiil az NP és P kapcsolatot 1étesit, azonban az elébb emlitett régional kevésbé
fontos (Kho ¢és mtsai, 2004). A C-terminalis oldalon egy konzervativ (P471L) és néhany nem
konzervativ as csere (Nag3D, Taeol, Qu70H, Ps75S, PazsH és GuzgE) tortént az 1T-227/82
torzsben. Az IT-227/82 genomjat osszehasonlitottam a génbankban rendelkezésre allo egyéb
galamb-NDV szekvenciakkal (APMV 1/parakeet/Japan/Chiba/97 (AB124596),
APMV 1/quail/Japan/Chiba/2001 (AB124609), APMV 1/pheasant/Japan/Gunma/85
(AB124595), APMV 1/chicken/Japan/Niigata/89 (AB124604), 99299 (AJ306302) és 99106
(AJ306303)), és az NP fehérjében ezen szakaszok alapjan nem talaltam galamb-specifikus as-
akat.

5.3.7. Foszfoprotein (P), V- és W fehérje
A P protein az RNS-fiiggd RNS polimeraz kofaktoraként vesz részt az RNS

replikacidjaban és transzkripcidjaban. Az 1T-227/82 P génje 1451 nt hosszu, a tobbi vizsgalt
NDV torzs P génjéhez hasonldan, és az 1810.-3260. nt pozicidk kozott talalhatd a genomban

(8. tablazat). A cDNS szekvenciabol szarmaztatott P protein 395 as-bol all, ahogyan az sszes
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class II-be tartozd NDV-nél is tapasztalhatd. Ezzel szemben a class I csoport eddig ismert
tagjainak P fehérjéje 399 as-bol épiil fel, mely egy 12 nt hosszisagu, a P gén kodold részében
talalhato inszertnek koszonheté (Seal és mitsai, 2005; Czeglédi és mtsai, 2006). Erésen
variabilis régiok talalhatok a P fehérje 56.-107. és 136.-196. as-ak kozotti szakaszain. A P
protein 247. és 291. as pozicioi altal hatarolt szakasz fontos szerepet jatszik mind az NP-P,
mind pedig a P-P interakcioban (Jahanshiri és mtsai, 2005). Ez a régio konzervalt az IT-
227/82 torzsben, minddssze egy nem konzervativ (L,49S) és két konzervativ (Vasgl és Va7il)
as cserét tapasztaltam. Az IT-227/82 genomjat 6sszehasonlitva a génbankban talalhato egyéb
galamb-NDV szekvenciakkal (99299 (AJ415882) és 99106 (AJ415883)), és talaltam néhany
olyan aminosavat, melyek galamb specifikusnak bizonyultak: E;o, Too, Ag1, Koz, Dio3, Siss,

S209, S249 €s L314.

A P gén transzkripcidja soran egy, illetve két — a templat altal nem kodolt — guanin
inszertalodhat az Gin. szerkesztési helynél (editing site) az mRNS-be, igy keret-eltolodassal a P
fehérjén (+0 guanin) kiviil két masik fehérje, a V protein (+1 guanin) és a W protein (+2
guanin) mRNS-e is képzédik. A P, V és W fehérjék amino-terminalis vége kozos, karboxi-
termindlisuk kiilonbozik mind hosszban, mind pedig aminosav-Osszetételben (Steward és
mtsai, 1993). A szerkesztési hely szekvencidja (478.-485. nt) az IT-227/82 izolatumnal erésen
megtartott (UUUUUCCC).
ismereteink szerint a V fehérje kdzremiikodik a replikacioban, és virulencia faktorként is
szerepet jatszik (Mebatsion és mtsai, 2001). A V protein alfa/béta interferon antagonistaként
is funkcional (Huang és mtsai, 2003), és kapcsolatba hozhat6 a gazdatropizmussal is (Park és
mtsai, 2003b). A cDNS szekvenciabol szarmaztatott V fehérje hossza az 1T-227/82 torzsnél

239 as, ami megegyezik az eddig vizsgalt Osszes class II-hoz tartozo NDV torzs V

kodonban létrejott mutacionak koszonhetéen (nem kozolt eredmény). Az IT-227/82 torzs V
proteinjében két erésen varidbilis szakaszt talaltam, egyik az 56.-107. as-ak kozotti régio,
amely a P fehérjével identikus rész, a masik a 136. és a 196. as poziciokkal hatarolt szakasz.
cisztein talalhatd, és ez a domén két Zn2+ iont kot meg (Liston és Briedis, 1994; Paterson és
mtsai, 1995; Steward és mtsai, 1995). Az IT-227/82-ben az Osszes cisztein megtartott. Két

négy as hosszusagu motivum talalhaté a paramyxovirusok V proteinjében, a 13;HRRE g4 és a
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199WCNP»,, melyek konzervaltak. Az 1T-227/82 torzsben ezek a motivumok is megtartottak.
Az IT-227/82 torzset Osszehasonlitva génbanki galamb-NDV torzsek szekvenciaival a P
fehérjénél mar emlitetteken kiviil (as 1.-103.) az alabbi as-ak bizonyultak galamb
specifikusnak a V proteinben: K36, P143, Viss, Rie3 €s Sio.

Ugyanez a hossz tapasztalhato a VI. genotipust U.S.(CA)/1983(Fontana)/72, valamint a VII.
genotipust ZJ1 és liba paramyxovirus SF 02 torzsek esetében, és ez a leghosszabb W fehérje
a vizsgalt torzseknél. A W fehérje hossza rendkiviil variabilis még genotipuson beliil is,
azonban ugyanaz a hossz tobbféle genotipusban is el6fordulhat (pl. 179 as a II. és V.
genotipusban). Ugy tiinik, hogy a W fehérje hossza nem all kapcsolatban sem a virulenciaval,
sem a gazdatropizmussal, és nem alkalmazhato filogenetikai jegyként. Két erdsen variabilis
régio talalhatd a W proteinben, az egyik a P és V fehérjék megfelelé szakaszaval identikus
szekvenciaju, 56.-107. as-ak kozotti régio, a masik a 136. és 196. as-ak altal hatarolt szakasz.
Adataimat génbanki szekvenciakkal 6sszehasonlitva a P és W fehérje k6zos szakaszain kiviil

a Giszs, A43, Viss, Ki7o, Coo1 €sVayg as-akat taldltam galamb specifikusnak a W fehérjében.

5.3.8. Mitrix (M) protein
Az M protein komplexet képez az NP fehérjével, és a lipidburok belsé feliiletéhez,

valamint a felszini glikoproteinek (F és HN) membranba merild részéhez is kotédik (Rima,
1989). Az M fehérje a virionok dsszeszerelésében, illetve azoknak a sejtbél valo kijutdsaban
vesz részt (Peeples, 1991). Az IT-227/82 M génjének hossza 1241 nt - hasonléan a tobbi
vizsgalt NDV torzshoz - és a genomban a 3262. és a 4502. nt poziciok kozott talalhato (8.
tablazat). A cDNS szekvenciabol szarmaztatott M fehérje 364 as-bol épiil fel, ahogyan mas
NDV torzseknél is (Seal és mtsai, 2000). Kivételt képez ez alol a Herts/33 torzs, melyben az
M fehérje hosszat 380 as-nak talaltak, azonban lehetséges, hogy ez a kirivo eredmény
szekvenalasi hiba kovetkezménye.

Az M fehérje elsésorban a fert6zott sejt sejtmagjaban lokalizalodik (Hamaguchi és mtsai,
1985; Faaberg és Peeples, 1988). A nukleuszba torténd transzportban és lokalizacioban a
fehérjén talalhatd nuklearis lokalizacidos szignal (NLS) vesz részt. Az NLS a
paramyxovirusokban két darab 2-2 bazikus aminosav parbol all, ezek néhany aminosavbol
allo szekvenciaval hatarolédnak el egymastol. Az NLS az NDV-ben a 247. és 263. as
poziciok kozott talalhato (Coleman és Peeples, 1993), szekvencidja az 1T-227/82 torzsben
247 RKGKKVTFDKIEGKLRR43. Az IT-227/82 térzs M proteinjének NLS szekvencidja a
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259. pozicidban bazikus aminosav helyett glicint tartalmaz, és ugyanez a helyzet mas vizsgalt
NDV torzsek esetében is, azonban a bazikus aminosav hidnya a 259. helyen nem befolyasolja
a nuklearis lokalizaciot (Coleman és Peeples, 1993). A C-terminalishoz kozel, a 352. és 364.
as-ak kozott talalhatd egy masik bazikus as-akban gazdag régio, de mutacids vizsgalatok
alapjan gy tiinik, ez a szakasz nem vesz részt a nuklearis lokalizacioban (Coleman és Peeples,
1993). Az IT-227/82 genomjat Osszehasonlitottam a génbankban rendelkezésre allo egyéb
galamb-NDV  szekvenciakkal (99299 (AJ415887), 99106 (AJ415888), US/3981/84
(AY131276), US/21402/98 (AY131278) ¢s US/84 (AY131282)), és az M fehérjénél ket
galamb-NDV specifikus as-at talaltam: Rse €s Ij96.

5.3.9. Fuzios (F) protein
Az F protein L. tipusit membran glikoprotein, a fehérje a C-terminalis részével meriil a

membranba. Az F protein f6 funkcidja a pH fliggd sejtfiizio iranyitasa (Morrison, 2003). Az
1T-227/82 torzs F protein génje 1792 nt hosszisagli — ez a hossz jellemz6 a tobbi vizsgalt
NDV torzsre is, - a genomban elfoglalt helye a 4504. és 6295. nt poziciok kozé esik (8.
tablazat). A cDNS-b6l szarmaztatott F fehérje 553 as-bol épiil fel, ugyanezt tapasztaltuk
minden ismert szekvenciaji NDV torzs esetében. Az F fehérje hat lehetséges glikozilacids
helyet tartalmaz, ezek a 85., 191., 366., 447., 471. és 542. as pozicidkban talalhatok, és
koziiliik négy glikozilalt (McGinnes és mtsai, 2001). E helyek muticidja az F protein
csokkent fuzios aktivitdsat és/vagy sejtfelszini expresszidjat eredményezi (McGinnes ¢s mtsai,
2001). Az IT-227/82 torzs F proteinjének Osszes glikozilacids helyét konzervaltnak talaltam.
Az F2 peptid els6 harminc as-a az F fehérje legvariabilisabb része (Toyoda és mtsai, 1989;
Seal, 2004; Seal és mtsai, 2005), ennek ellenére ebben a régioban minddssze 2 szubsztiticio
(M 4T és I1oT) tortént az IT-227/82 torzsben. A torzs F proteinjének Osszes ciszteinje
megtartott.

Az NDV virulenciajat elsésorban az F proteinjének 112. és 116. as-ak kozotti szakasza
hatarozza meg (Nagai és mtsai, 1976; Toyoda és mtsai, 1987), habar a megfelel6 cellularis
proteolitikus enzim kotohelye a 113.-116. poziciok altal hatarolt régiora korlatozodik
(Lomniczi, 2004). Az F proteint hasitd cellularis enzimek altal felismert kotohely az IT-
227/82 torzsben dibazikus, szekvencidgja ">GRQKR', ez az as sorrend egyedi, a VIb
genotipus EUy alcsoportjanak jellemzdje. A 117. as pozicidban az IT-227/82 térzsben leucin
(L) helyett fenil-alanin (F) szerepel, ami szintén a torzs virulens jellegét igazolja. Az F protein

fziés peptidjén (as 117.-142.) beliil, a 123. helyen létrejove szubsztitucié befolyasolja a
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fehérje fuzios képességét (Sergel és mtsai, 2001), mig a 128. pozicidban bekdvetkezd valtozas
az IT-227/82 torzsben. A 154. pozicidban létrejovo as-csere blokkolja a proteolitikus vagast
(Sergel és mtsai, 2001), ezt az as-at is konzervativnak talaltam az 1T-227/82 torzsben. A
fehérje C-terminalis részén, a 496.-526. as poziciok kozotti szakaszon helyezkedik el a
transzmembran domén (Morrison, 2003), ezen belill egy nem konzervativ (Ss;P) és egy
konzervativ (Fsi4L) szubsztituciot talaltam az I1T-227/82 torzsben.

Szamos heptad-ismétlédés talalhato az F fehérjében, ezek a felszinen torténd
(Morrison, 2003). A 130. és 170. as-ak kozott elhelyezkedd HR1 (heptad repeat 1) szakasz
konzervativnak bizonyult az IT-227/82 torzsben, csupan egy nem konzervativ cserét talaltam
(A132S). A HR2 régi6 a transzmembran doménnel szomszédos, a 467. és 502. as-ak fogjak
kozre. Ezen a szakaszon egy konzervativ (KugoR) és egy nem konzervativ (SsgeR)
szubsztitucid tortént az IT-227/82-ben. A HR3 régid a 263. és 289. as-ak kozott talalhato.
Bizonyitott, hogy a szakaszon beliil a LysgsA csere csokkent fuzids képességet eredményez,
mig a LygoA szubsztitiicio sziikségtelenné teszi a HN fehérje fuzidban torténd részvételét
(Sergel és mtsai, 2000). A HR3 régio, és benne a 268. és 289. pozicio teljesen megtartott az
1T-227/82 térzsben.

A 24 as-bol allo citoplazmatikus farok a fehérje C-termindlis végén teljesen
konzervativnak bizonyult az IT-227/82-ben. Az F proteinen talalhaté neutralizacios epitopok
a 157. és 171. as-ak altal hatarolt szakaszon, illetve a 72., 78., 79. és 343. poziciokban
talalhatok (Yusoff és mtsai, 1989), érdekes modon kivétel nélkill teljesen konzervativnak
bizonyultak az IT-227/82 torzsben. Az IT-227/82 genomjat dsszehasonlitva génbanki galamb-
NDV szekvenciakkal (Japan/Gunma/2000 (AB070434), Japan/Kumamoto/95 (AB070417),
Japan/Ibaraki/84 (AB070392), Japan/Shiga/96 (AB070424), dove/Italy/2736/00 (AY562989),
Pigeon/Argentina/Tigre 6/99 (AY734535) és P85-4-26 (AY372139)) két VIb specifikus as-at

talaltam: Izog és stg.

5.3.10. Hemagglutinin-neuraminiddz (HN) protein
A HN 1L tipust membran glikoprotein, a fehérje az N-terminalis végével meril a

membranba. A fehérje harom funkcioval bir. Felismeri a szialsav-tartalmi receptorokat a sejt
felszinén, hozzajuk kapcsolddik, és neuraminidaz aktivitasa révén bontja a szialsavat.

Indukalja az F fehérje altal végrehajtott membranfuiziot. A fehérje hemagglutinin aktivitdsa
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révén képes a vorosvérsejtek virus-specifikus receptoraihoz kotddni, és keresztkotések révén
agglutinalja azokat.

Az 1T-227/82 térzs HN protein génje 2002 nt hosszusagu, - hasonldan a tobbi vizsgalt
NDV torzshoz - a genomban elfoglalt helye a 6327. és 8328. nt poziciok kozé esik (8.
tablazat). A HN fehérje hossza NDV térzsekben igen valtozatos a kodold régidban jelen 1évo
vagy hianyz6 stop-kodonoknak koszonhetéen. Ezek modositjak a kodolo-régio, és ezen
keresztiil a fehérje hosszat, de nem befolyasoljak a gén, és a teljes genom méretét (Sakaguchi
¢és mtsai, 1989). Egy NDV torzs HN proteinjének hosszat altalaban szamszeriien (pl. 577 as),
vagy az eddig tapasztalt legrovidebb fehérjehosszhoz (571 as) rendelt extenzioval (pl. 57146
as) adjak meg. A HN fehérje az IT-227/82 izolatumnal 571 as-bol all. Ugyanezen fehérje az I.
genotipusnal sokféle lehet, laboratoriumunkban vizsgalt torzsek, és génbanki szekvenciak
alapjan leggyakrabban a 616 as hosszisaggal talalkoztunk, de eléfordul ebben a csoportban
572, 578, 580, 582 és 585 as-bol allo HN fehérje is. A II. genotipusnal a protein hosszusaga
577 as, mig a IV., V., VL. és VII. genotipusnal 571 as (8. tablazat). A class I csoportba tartozo
mutat, talalunk itt 572, 574, 580, 585 és 616 as-bol allo HN fehérje-hosszusagokat is.
Korabban az I. genotipus esetében csak a 616 as HN fehérjehossz volt ismert, és a class I
csoportbol nem volt elérhetd HN gén-szekvencia a génbankban. Az addig megismert HN
gének szekvenciai alapjan elmondhato volt, hogy a HN fehérje hossza kiilonbségeket mutat
avirulens és virulens NDV torzsekben, virulens izolatumoknal révidebb, mig avirulenseknél
hosszabb. Azota altalunk szekvenalt és egyéb, génbankban megjelent I. genotipusu és class I
csoportba tartozo avirulens NDV torzsek HN génjének nt-sorrendje alapjan kijelenthetd, hogy
a HN fehérje hossza nem all kapcsolatban a patogenitassal, ezt alatamasztottak ugyanazon
virus kiilonb6z6 HN fehérje hosszal rendelkezé mutansaival végzett kisérletek is (Romer-
Oberdorfer és mtsai, 2003; de Leeuw és mtsai, 2005).

A HN fehérje diszulfid-hid képzésben résztvevo ciszteinjei (Pitt és mtsai, 2000) az IT-
227/82 torzsben konzervaltak. A 27. és 54. as poziciok kozott talalhato transzmembran
régioban két konzervativ szubsztiticio (MssV és AusV) tortént. Az Ry74, Li7s, Dios, Nosa, Ross,
Kass, S237, Cazs, S239, Eao1, Rats, Raos, Ysoe €s Esy7 as-ak a fehérje neuraminidaz és/vagy
hemagglutinin aktivitasaban érintettek (Crennell és mtsai, 2000; Deng ¢és mtsai, 1999; lorio és
mtsai, 2001; Connaris és mtsai, 2002). Az dsszes emlitett pozicidban 1évé as megtartott az IT-
227/82 torzsben. A HN fehérje 6 N-glikozilacios helyet tartalmaz, koziiliik négy hasznalt a
119., 341., 433., és 481. helyeken, mig az 508. és 538. poziciokban 1évék nincsenek
hasznalatban (McGinnes és Morrison, 1995). Az IT-227/82 torzsben az 6sszes N-glikozilacios
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helyet konzervaltnak talaltam. A HN fehérjén két heptad-ismétlodés talalhato, a HR A a 74. és
88. as-ak kozott, a HR B a 96. és 110. as-ak kozé ¢keldédve helyezkedik el. A heptad-
ismétlédéseket érintd LA és Vg A szubsztiticiok megndvekedett neuraminidaz és
hemagglutinin aktivitast eredményeznek, azonban csokkentik a fehérje fuzidé indukald
képességét. Az LsM csere kovetkeztében csokken a neuraminidaz aktivitds, mig ;A
szubsztitucio a vad tipust fehérjénél magasabb hemagglutinin, és alacsonyabb fizié indukcios
aktivitassal rendelkezik (Stone-Hulslander és Morrison, 1999). Az IT-227/82-ben a HR A és
HR B régio is teljesen megtartott. A 218.-226. as-ak kozotti szakaszon 1étrejové mutaciok
negativan befolyasoljak a fehérje receptorhoz vald kapcsolodasanak képességét (Corey és
mtsai, 2003), ez a régi6é az IT-227-ben szintén konzervativnak bizonyult. Az 1;3;L vagy az
Ti4A szubsztiticiok csokkentik a protein fuzié indukald képességét (Gravel és Morrison,
2003). Az Ejss, Y317, Y262, Sais, S237, Y299 €s Eagy as-ak a szialsavhoz, mint szubsztrathoz vald
kapcsolodasban jatszanak szerepet. Az Nigo, S202, Q204, Yiss és Nosg as-ak a HN fehérjénél a
mtsai, 2000). Az emlitett as-ak mindegyike megtartott az I1T-227/82-ben. Ot neutralizacios
epitopot azonositottak a HN fehérjén, ezek a 193.-201., a 345.-353., és az 513.-521., as—ak
kozott, illetve a 494. és 569. as poziciokban talalhatok (lorio €s mtsai, 1991). Az IT-227/82-
ben harom szubsztitucio (E34¢G, D3ssE és DsgoG) érinti a HN fehérje e szakaszait. Az IT-
227/82 genomjat Osszehasonlitottam a génbankban rendelkezésre allo egyéb részleges
galamb-NDV szekvenciakkal (99299 (AJ415886), 99106 (AJ415885), Gxp40 (AY636140),
Gxp35 (AY636139) és Gxp22 (AY636138)), és a HN fehérjében nem talaltam galamb

specifikus as-akat.

5.3.11. RNS-polimeraz (L=large) protein
Az L protein a P fehérjével kapcsolodik, és egyiitt alkotjak az aktiv virus polimerazt,

melynek templatja a ribonukleoprotein komplex (NP fehérje az RNS-hez kotve) (Poch és
mtsai, 1990). Az L gén az IT-227/82 torzsben 6703 nt hosszusagu — ez a hossz jellemz6 a
tobbi vizsgalt NDV torzsre is, - a genomban elfoglalt helye a 8376. és 15078. nt poziciok kozé
esik (8. tablazat). A cDNS-bdl szarmaztatott L fehérje 2204 as-bol épiil fel, ugyanezt
tapasztaltuk minden ismert szekvenciaju NDV torzs esetében. A Mononegavirales rendbe
tartozd virusok kozott az RNS-polimeraz fehérjékben nagyfoku szekvencia hasonlosag
tapasztalhato, és hat domén ismerheté fel rajtuk, melyek valdsziniileg esszencialisak a

polimeraz aktivitashoz (Poch és mtsai, 1990). A domén I a fehérje 223.-412. as pozicioi
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kozott talalhato, a tobbi vizsgalt NDV torzshoz képest nem tortént as szubsztitucié az IT-
heterogenitasa az NDV-n beliil kapcsolatos lehet a P fehérje variabilitasaval (Holmes és
Moyer, 2002; Rima, 1989). Az 503. ¢s 607. as-ak kozott elhelyezkedé domén II erésen
konzervalt az IT-227/82-ben, minddssze egy nem konzervativ szubsztitucid (Ns3sS)
tapasztalhato a vizsgalt NDV torzsekkel Osszehasonlitva. A domén II tartalmazza a PreA
motivumot, mely az RNS-templat megkotésében fontos régio (Miiller és mtsai, 1994), és ez
az IT-227/82 torzsben teljesen megtartott. A domén III (as 634.-854.) a hat kozil a
legkonzervativabb, négy RNS-polimeraz motivumot tartalmaz: A (as 637.-649.), B (as 708.-
733.), C (as 746.-755.) és D (as 816.-828.). Ezek a motivumok valdsziniileg mind az RNS-
polimerizacioban, mind a templat felismerésben fontos szerepet jatszanak. Az 1T-227/82
torzsben az A, B, C és D motivum is teljesen megtartott. A domén IV a fehérjében a 905.-
1070. as-ak kozott talalhato, és néhany szubsztiticid (AgarT, VigsA és L133V) kivételével a
régio konzervativ az IT-227/82-ben. Az 1109. és 1356. as-ak kozott helyet foglalo domén V
szintén megtartott az 1T-227/82-ben, minddssze egyetlen szubsztitucio (Nj;19T) tapasztalhatd
a tobbi NDV torzzsel dsszehasonlitva. A domén VI a fehérjén az 1744.-1821. as-ak kozott
talalhato, és ezen beliil egy purin-k6té motivum fedezhetd fel, mely szintén szerepet jatszik az
RNS-templat kétésben (Miiller és mtsai, 1994). A motivumban harom konzervalt aminosav
van a paramyxovirusokon beliil, ezek az 1756., 1780., és az 1782. poziciokban talalhatok.
Mindharom aminosav  megtartott az I1T-227/82-ben. Az IT-227/82 genomjat
Osszehasonlitottam a génbankban rendelkezésre allé egyéb galamb-NDV szekvenciakkal
(chicken/Kenya/KRC-139/94  (AY505066), dove/ltaly/2736/00 (AY562989), 99106
(AJ415891) és 99299 (AJ415892)) és az alabbi as-ak bizonyultak VIb specifikusnak: S;7s,

S340, T1079, Ra120 €s E2173.

Munkam soran 6t részletben klonoztam egy galamb-NDV torzs, nevezetesen az IT-
227/82 genomjat, és a nukleotidsorrend meghatarozasa utan vizsgaltam a torzsben az NDV-re
jellemz6 szabalyozo régiokat, a genom, és az NDV kilonboz6 fehérjéinek hosszat, a
fehérjéken felismerheté funkcionalis motivumokat, illetve a fehérje megfeleld
genomméretével rendelkezik, 15192 nt-bol all. A vizsgalt szabalyozo szakaszokon lényeges
eltérést nem tapasztaltam, az NDV-ben konzervativnak leirt szakaszokat 4ltalaban
megtartottnak taldltam az IT-227/82-ben néhany konzervativ és nem konzervativ as

szubsztitucidé kivételével, azonban ezek funkcionalis hatdsa nem ismert egyeldre, tovabbi
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vizsgalatot igényel. Génbanki VIb genotipusba tartozd6 NDV torzseket az 1T-227/82-vel
Osszehasonlitva meghataroztam azokat az as-akat, melyek a mai napig rendelkezésre allo
adatok alapjan egyedinek tekintheték a galamb specifikus virusokban, ezek szerepe a virus
galamb specifitdsanak kialakitasaban, kiilonds tekintettel egy esetleges, az L génben

felfedezheté mutator mutaciora szintén tovabbi vizsgalatokat igényel.
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6. OSSZEFOGLALAS

A tobb mint 100 galamb NDV torzs fuzids fehérje (F) génjének részleges szekvencia

analizisével elért eredményeket az alabbiakban foglalom &ssze.

1) A jarvanytani kapcsolatokkal, és evoliicios folyamatokkal kapcsolatban:

a) A galamb eredetli torzsek zome egy jol koriilhatarolt monofiletikus dghoz, a VIb/1-
hez tartozik a csirkék NDV térzseinek VI. genotipusan beliil.

b) A VIb/1 szubtipus négy, idében és/vagy foldrajzilag elkiilonilé alcsoportra (iraki,
korai eurdpai, recens europai és észak-amerikai), és ezeken beliil tovabbi variansokra oszthato.

c) Az 1980-as évek elején kezdddd, galambokat érintd kiterjedt jarvanyért a korai
eurdpai alcsoport virusai tehetok felel6ssé.

d) Ujabb, Horvatorszagb6l szarmazé galamb-NDV torzsek a VIb/1-t6] fiiggetlen, és
meglehetdsen eldivergalt VIb/2 alcsoportba tartoznak.

e) A VIb/1 és VIb/2 alcsoportok kiilonallasabol lathatd, hogy a galamb-NDV torzsek
tobbszoros - legalabb két - gazdavaltasi esemény kovetkeztében alakultak ki.

f) A filogenetikai vizsgalatok, az aminosav szubsztiticiés analizis, és jarvanytani
megfigyelések alapjan a galamb-NDV torzsek eredete Eszakkelet-Afrikéhoz kthetd.

g) Az aminosav-szubsztiticids analizis soran meghataroztuk a VIb/1 szubtipusra, illetve
annak alcsoportjaira jellemz6 koz0s szerzett aminosav mintazatot, mely megerdsitette, illetve

kiegészitette a mas modon kapott csoportok 1étezését.

2) A laboratoriumunkban NDV térzsek csoportositasara alkalmazott restrikcios endonukledz
analizist sikeresen adaptaltuk galamb-NDV torzsekre.

a) Meghataroztam a galamb-NDV torzseknél jelen 1évo, de klasszikus NDV torzsek F
génjén korabban nem észlelt Hinfl, BstOl és Rsal enzimek vagashelyeinek pontos helyét.

b) A Hinfl, BstOl és Rsal enzimekkel torténd analizissel nemcsak a galamb-NDV
tovabbi csoportositasara is lehet6ség nyilt. Ezek a csoportok megfelelnek a filogenetikai
analizis soran felismert alcsoportoknak és variansoknak.

c¢) Az altalunk kidolgozott restrikciés endonukleaz analizis az elsé konnyen
kivitelezhet, minden laboratorium szamara elérhetd, és megbizhatd diagnosztikai modszer

galamb eredetli NDV torzsek azonositasara és csoportositasara.
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3) Az 1T-227/82 jelii, galambbodl szarmazo NDV torzs genomjat sikeriilt 6t atfedd részletben
klonozni, €s a teljes nukleotid-sorrendet megallapitani.

a) Az IT-227/82 galamb-NDV torzs genomja 15192 nukleotidbol all, ez megfelel a
recens genotipusoknal (V-VIII.) tapasztalt genomméretnek: 6 nukleotiddal hosszabb, mint
a ’standard’-nak szamitd, ’régi’ NDV torzseké (15186 nukleotid). Az inszert - mely
sziinapomorfiaként értékelhetd - a tobbi recens genotipushoz hasonléoan az NP gén 5’
iranyban 1év6 nem kodolo szakaszan talalhato, az 1647. és 1648. nt-ok kozé ékelodve.

b) Az IT-227/82 torzs genomjan azonositottam az NDV-re jellemz6 szabalyozo régiokat.
Az IT-227/82 ,trailer” régidjanal eltérést tapasztaltam, az atlagos 114 nt helyett 113 nt-bol all,
azonban ez a genom méretét nem modositja, mivel az IT-227/82 L génje az atlagosnal 1 nt-
dal hosszabb.

c) Az IT-227/82 torzs nukleotid szekvenciabdl szarmaztatott NP, P, V, M, F és L
alternativ transzkriptumarol késziilé W fehérje 227 aminosavbdl all, ezt egyediil a V1. és VII.
genotipusu torzseknél lattuk, és ez az eddig vizsgalt leghosszabb W fehérje. Az IT-227/82
torzs nukleotid szekvenciabdl szdrmaztatott HN fehérjéje a IV., V., VL. és VII. genotipust
torzsekhez hasonléan 571 aminosavbol all.

d) Az egyes fehérjék térszerkezetének kialakitasaban, a fehérje-fehérje
kolcsonhatasokban, és a fehérjéken felismerheté funkcionalis motivumokban fontos
aminosavak altalaban megtartottak az 1T-227/82-ben. Az emlitett régiokon néhany
konzervativ és nem konzervativ aminosav-szubsztiticiot tapasztaltam, ezek funkcionalis

hatasa tovabbi vizsgalatokat igényel.
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