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Osszefoglalas

Doktori tanulmanyaim kezdetekor célkitizésem egy kigyo-eredetii adenovirus izolatum
DNS-ének szekvencia-szinti meghatarozasa és részletes elemzése volt. A témavalasztast
alapvetden meghataroztak a Ph.D. kutatasaim feltételeit biztosité kutatocsoport korabbi
kutatasainak eredményei és az azokra épiild virusrendszertani javaslataik. A kigyo6-adenovirus
tanulméanyozasaval arra a kérdésre szandékoztunk valaszt talalni, hogy mi lehet az Adenoviridae
csaladon beliil kialakitani javasolt, Gj Atadenovirus nemzetség eredete. Az Adenoviridae csalad
tobb évtizeden at mindossze két (Mastadenovirus és Aviadenovirus) nemzetségbdl allt, az
emlosokbdl, illetve madarakbol izolalt virusok besorolasara. A filogenetikai elemzések

elterjedése nyoman kideriilt, hogy bizonyos szarvasmarha-adenovirusok, melyek a

Mo e

ovirus nemzetségen beliil kivételnek szamitottak, valojaban egy harmadik, az avi-és
mastadenovirusokétol jol elkiiloniild leszarmazasi vonalat képviselnek, érdekes modon egy
ugyancsak kivételnek tartott madar-adenovirussal, az gy nevezett III. csoportba sorot EDS-
virussal (egg drop syndrome virus, 1-es szerotipust kacsa-adenovirus) egyiitt. Egy békabol
izolalt adenovirus filogenetikai és genom vizsgalata kimutatta, hogy létezik egy negyedik

leszarmazasi 4g is, amit a béka-adenovirus és a masik kivételnek tekintett, korabban az un. II.
csoportba sorolt aviadenovirus, a pulykak vérzéses bélgyulladasat okozé THEV (3-as
szerotipusu pulyka-adenovirus) alkot. Ezt a csoportot javasoltak Siadenovirus néven 0j

nemzetségként elkiiloniteni. Feltételeztiik, hogy az Atadenovirus nemzetség ismert tagjai esetleg
mas Osibb gerinces osztaly, nevezetesen a hiillok adenovirusaival mutatnak hasonlosagot. A
német kollégak altal rendelkezésiinkre bocsatott, gabonasiklobol (Elaphe guttata) szarmazd
adenovirus torzs teljes genomjat molekularisan klonoztuk, DNS szekvencigjat meghataroztuk, és
elemeztiik. Megallapitottuk, hogy a vizsgalt virus mind genomszervezddése, mind pedig a
filogenetikai szamitasok alapjan egyértelmien az idokozben hivatalosan is elfogadott

Atadenovirus nemzetség tagjai kozé sorolhatd. Részleges szekvenciak alapjan megallapitottuk,
hogy az altalunk vizsgalt térzzsel azonosnak tekinthetd adenovirusok Németorszagban, mas
kigyofajokban is eldfordulnak. Kiralypitonbdl Python regius) izolalt adenovirus torzs

véletlenszerd klonozasa soran talaltunk egy klont, ami szekvencidja alapjan parvovirus

eredetlinek bizonyult. Filogenetikai elemzéssel kimutattuk, hogy érdekes, 0j parvovirus tipusbol
szarmazik. Kanadai tanulmanyut keretében elvégeztem a kigyo-parvovirus (serpentine adeno-
asszocialt virus, SAAV) teljes genomjanak szekvenalasat, és egy darabban torténd molekularis
klénozasat. A SAAV genomjanak elemzése és torzsfa rekonstrukcids szamitasok alapjan
kimutattuk, hogy az a Dependovirus nemzetségbe sorolhatd. Munkam elméleti jelentdsége, hogy

a vilagon legelsdként elemeztiink hiilld-adenovirus és -parvovirus genomot. Gyakorlati
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szempontbol fontos eredményeim kozott e virusok génkifejezd vektorként torténd esetleges

hasznositasa, valamint modern diagnosztikai médszerek megalapozasa emlithetd.



Bevezetés

El6zmények

Kutatomunkam kezdetekor az Adenoviridae csalad rendszertani beosztasa gyokeres
valtoztatasok eldtt allt. Az adenovirusokbdl (AdV) meghatarozott teljes, illetve részleges
genomszekvenciak alapjan végzett filogenetikai elemzések rohamosan névekvo mennyisége
egyre meggydzobb bizonyitékokat szolgaltatott arra vonatkozdan, hogy a kézel 30 éve kialakitott
két nemzetség (Mastadenovirus és Aviadenovirus) kivételnek szamito tagjait 0j nemzetségekbe
lehet és kell besorolni.

A kiilonbozo gének dsszehasonlitisara alapozott adenovirus torzsfa rekonstrukciok
kezdetben egyértelmiien harom csoport elkiiloniilését mutattik (Harrach és mtsai, 1997; Harrach
és Benkd, 1998; Dan és mtsai, 1998). Késabb vilagossa valt, hogy a harom leszarmazasi vonal
haromféle jellegzetes genomszervezddésnek felel meg. Javaslat sziiletett a Nemzetkozi
Virusrendszertani Bizottsag (ICTV, International Committee on the Taxonomy of Viruses)
szamara (Benkd és Harrach, 1998), hogy a Mastadenovirus nemzetségben talalhato, elsdsorban
szarvasmarhabol szarmazo kivételek (Bartha, 1969) 0j nemzetségbe keriiljenck az egyik
rendhagy6 madar-adenovirussal, az EDS-virussal egyiitt (egg drop syndrome virus, 1-es
szerotipusu kacsa-adenovirus; Hess és mtsai, 1997), ami korabban az aviadenovirusok in. III.
csoportjat alkotta. Az Gjonnan kialakitando nemzetségnek vegyes gazdaeredete miatt az
Atadenovirus elnevezést ajanlottak, mivel valamennyi ismert tagjaban igen magasnak talaltak a
genom A+T aranyat.

A gazdafajok és adenovirusaik filogenetikai dsszehasonlitasa alapjan merész hipotézis
sziiletett. Az atadenovirusok viszonylagos filogenetikai tavolsdga az avi- és
mastadenovirusokhoz képest hozzavetdlegesen megfelelt a hiillok, madarak és emldsok relativ
filogenetikai tavolsaganak (Harrach, 2000). A hasonl¢ aranyok alapjan elképzelhetonek tant,
hogy az atadenovirusok dsibb gerincesekkel fejladtek egyiitt, és a napjainkban kérddzokben,
erszényesekben és madarakban eldfordulo torzsek esetleg gazdavaltas révén keriiltek mai
gazdaikba. A hipotézis vizsgalatdhoz halakbol, kétéltiekbdl és hiillokbol szarmazo adenovirus
izolatumok beszerzésére és vizsgalatara volt sziikség.

Az egyetlen 1étezd béka-adenovirus (FrAdV-1) izolatum genomszinti vizsgalata
kideritette, hogy az Aviadenovirus nemzetségben II. csoportként elkiilonitett, pulykak vérzéses
bélgyulladasat okozo THEV-vel (turkey haemorrhagic enteritis virus, 3-as szerotipust pulyka-
adenovirus; Pitcovski és mtsai, 1998) egy negyedik csoportot képez (Davison és mtsai, 2000).
Filogenetikai elkiiloniiltségiik és sajatos szervezddési, szialidaz enzimekével homolog gént
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tartalmazd genomjuk alapjan e két virus szamara egy negyedik nemzetség létrehozasat javasoltak
Siadenovirus néven (Davison és Harrach, 2002).

Az atadenovirusok eredete utan nyomozva hataroztuk el hiillokbol és halakbdl szarmazd
AdV-ok beszerzését és genetikai vizsgalatat. A piton-adenovirus-DNS szekvenélasa soran
azonositottunk egy olyan klont, ami a filogenetikai elemzés alapjan érdekes, {ij parvovirusnak

(PV) tint, ezért a piton-eredetd PV genomrszintl vizsgalatat is elvégeztiik.

Irodalmi attekintés

Az AdV-ok (1. abra) az egész vilagon elterjedt, emberben és egyéb emldsdkben, valamint
madarakban igen gyakran eloforduld, kozepes méretii, burok nélkiili, duplaszalit DNS genomot
tartalmazo virusok (Benkd és mtsai, 2004). A kiilonféle gazdafajokbdl rendszerint sokféle,
szérumrsemlegesitési probaval elkiilonithetd szerotipus izolalhatd. Korokozo képességiik
valtozatos, de altalaban nem, vagy csak fakultativ patogén virusoknak tekintik oket. Az AdV-
okra altalaban jellemz0 a szik gazdaspektrum, és in vitro koriilmények kozott is rendszerint csak
az adott gazdafaj (esetenként annak is csak bizonyos) sejtjeiben szaporithatok. A humaén
adenovirus (HAdV) szerotipusok szama jelenleg 50 felett jar, de tobb allatfajban is azonositottak
mar 10-nél tobb szerotipust.

1. abra. (A) Adenovirus véazlatos rajza (http://www.med.sc.edu:85/mhunt/dnal.htm).
(B) Adenovirus elektronmikroszkopos képe
(http://web.uct.ac.za/depts/mmi/stannard/adeno.html).

Az adenovirus elnevezés tobb mint fél évszazaddal ezelotti felfedezésiik koriilményeire
utal. 1953-ban gyermekek miitéti uton eltavolitott garatmandulaibol (adenoid szovetbdl) késziilt
izolaltdk (Rowe és mtsai, 1953). Kisérleti allatoltasok soran bizonyos HAdV tipusok tumor

képzddést eredményeztek, és ezek a megfigyelések igen intenziv kutatasok megindulasahoz



vezettek. Hamarosan kideriilt azonban, hogy természetes koriilmények kozott, eredeti
gazdajukban az AdV-ok nem képesek daganatot indukalni. A sejttranszformacioért felelds gének
illetve genomszakaszok kutatasa soran azonban felfedezték a primer RNS transzkriptumok érési
mechanizmusat, az ugynevezett splicing folyamatat. Amikor kideriilt, hogy ez a jelenség az
eukariota sejtekben éltalanosan elofordul, az AdV-ok a génkifejezodés vizsgalatanak egyik
fontos modelljévé valtak. Meg kell jegyezni, hogy a kutatasok eleinte csaknem kizardlag a
HAdV-okkal, dontd tobbségiikben az egymastol nukleotid (nt) sorrend szintjén minddssze 2%-
ban kiilonbozo, 2-es és 5-0s szerotipussal folytak. Mivel a tsbbi HAdV tipusok sem mutattak a
genomszervezddés vagy replikacios ciklus tekintetében jelentds eltéréseket, altalanosan elterjedt
az anézet, hogy az Adenoviridae meglehetdsen konzervativ viruscsalad. Nem csoda, hogy az
elsd allati AdV-ok szekvencia és genom elemzésének az elképzelt valtozatossagnal sokkal
nagyobb foku eltérésekre utalo eredményeit foként a human medicina tudoméanyos
kozvéleménye lassan fogadta el, és ez a rendszertani valtoztatasokat is nehézkessé, idoben
jelentdsen elhuzodova tette.

A 90-es évek masodik felében, gyors egymasutanban jelent meg négy olyan allati AdV
teljes genomszekvencidja és elemzése, melyek mindegyike kiilonleges sajatossagokat mu tatott. E
virusok genomja szamos olyan gént tartalmazott, melyeknek homoldgjai a human és addig
vizsgalt tobbi emlds AdV-ban nem fordultak eld, igy kideriilt, hogy az elsdként a HAdV-oknal
megismert, és sokaig teljesen megdrzottnek vélt genomszervezddés valdjaban csak egyetlen
nemzetségre, a mastadenovirusokra érvényes. A rendhagyo genomszervezddésinek talalt
virusok kozétt volt a madar AdV-ok prototipusanak szamité FAdV-1 vagyis CELO (chicken
embryo lethal orphan; Chiocca és mtsai, 1996) virus, valamint a kivételek besorolasara hasznalt
1I. és I1I. aviadenovirus csoport képviseldjeként a THEV (Pitcovski és mtsai, 1998), és az EDS-
virus (Hess és mtsai, 1997). Foként a genomok végein megfigyelhetd, jelentds méret- és
mindségbeli eltérések felismerése hirtelen valtozast hozott az altalanos felfogasban, és kialakult
az a vélemény, hogy a mastadenovirusokkal szemben az aviadenovirusok genomjaban kiilonféle
variaciok fordulnak eld.

A negyedik kiilonleges virus genomot egy ausztral juh-adenovirus izolatum (OAdV-7)
genetikai térképezése soran ismerték fel (Vrati és mtsai, 1996a). E virus izolatumot eredetileg
génkifejezd vektorra akartak alakitani, de a HAdV-oknal az idegen gén beiiltetésére
legalkalmasabbnak bizonyult E1 és E3 régidkat (lasd késobb) nem sikeriilt a vart poziciokban
azonositani (Vrati és mtsai, 1996b). A teljes genomszekvencia birtokaban kideriilt, hogy ezek a
régiok e kiilonleges juh-adenovirus izolatumban szinte egyaltalan nem is léteznek. Az idokozben
megindult filogenetika szamitasok mar koran kideritették, hogy szekvencia hasonlésag alapjan

valdjaban négy nagy csoport létezik, és az EDS-virus, az azota hivatalosan OAdV-7 tipusként
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elfogadott juh-adenovirus izolatummal k$zos nemzetségbe sorolando (Harrach és mtsai, 1997).
Ph.D. kutatasaim helyszinéiil szolgalé laboratériumban az elmult években két olyan
szarvasmarha-adenovirus (BAdV) teljes genom elemzését végezték el, amelyekrdl szerologiai,
biologiai tulajdonsagaik és részleges szekvenciajuk alapjan feltételezni lehetett, hogy ugyancsak
az Atadenovirus nemzetség tagjai. Mind a BAdV-4 (Dan és mtsai, 1998; Déan, 2001), mind pedig
a Rus elnevezési szarvasmarha-adenovirus izolatum genomszervezddése (EI5, 2002)
alatimasztotta az atadenovirusokra jellemzonek tartott genetikai térképet (Both, 2002). Egy
ujabb hazityuk-adenovirus (FAdV-9) elemzése (Ojkic és Nagy, 2000) megerdsitette az
aviadenovirusok jellegzetességeit, mig az egyetlen béka-adenovirus genomja a THEV-vel
azonos szervezddéstinek bizonyult (Davison és mtsai, 2000).

Erdekesnek igérkezett annak vizsgélata, hogy tovabbi dsibb gerincesek, halak és hiillok
AdV-ai genomszervezddés és genetikai rokonsag alapjan hogyan illeszthetok az egyes

nemzetségekbe.
Adenovirusok eléfordulisa hiillokben

Az AdV-ok eldofordulasat a gerincesek valamennyi fobb osztalyanak tobb-kevesebb
képviseldjében leirtak mar (Russell és Benkd, 1999), de szamos esetben ez csupan fény-vagy
elektronmikroszkdpos leleteken alapul, és foleg az dsibb, valtozé testhdmérsékleti gerincesekbol
mindossze néhany izolatum all rendelkezésre.

A kiilonféle kigyo- és gyikfajokban a virusos fertozottség nem ritka. A szakirodalom
adatai szerint a herpesz, pox-, paramyxo- és picornavirusok mellett az AdV-ok is jelentds,
gyakori korokozok (Essbauer és Ahne, 2001). Hiilld fajok AdV-sal valo fertdzottségét szamos
esetben kimutattak, foként korbonctani, korszovettani és elektronmikroszkopos vizsgalatokkal;
nilusi krokodilbol (Crocodylus niloticus; Jacobson és mtsai, 1984), sztyeppi varanuszbdl
(Varanus exanthematicus; Jacobson és Kollias, 1986), haromszarvii kaméleonbol (Chameleo
Jacksoni; Jacobson és Gardiner, 1990), Rankin sarkanygyikbol (Pogona henrylawsoni; Frye és
mtsai, 1994), rozsaboabol Cichanura trivirgata; Schumacher és mtsai, 1994), szakallas
agamabol (Pogona vitticeps; Jacobson és mtsai, 1996) és hegyi kaméleonbol (Chameleo
montium; Kinsel és mtsai, 1997). A kozelmultban adenovirus-DNS-t sikeriilt kimutatni Mojave
csorgdkigyo (Crotalus scutulatus scutulatus) és kozonséges oriaskigyo (Boa constrictor) méj és
vékonybél mintaibol in situ hibridizacioval (Ramis és mtsai, 2000; Perkins és mtsai, 2001). A
jelolt oligonukleotid probak a FAdV-10 penton gén szekvenciajanak alapjan késziiltek (Sheppard
és Trist, 1992).



Annak ellenére, hogy AdV-ok jelenlétét hiillokben gyakran mutatjak ki, csak néhany
esetben sikeriilt izolalni a virust. Kozonséges oriaskigydbol (Boa constrictor) szarmazd AdV
izolatummal Gjsziilott, egészs éges Boa constrictor-t fertdztek meg (Jacobson és mtsai, 1985). A
kisérleti allat 14 nap utan elhullott, és méajaban a szovettani vizsgélat soran elhalasos gocokat
figyeltek meg. Ahne és munkatérsai kiralypitonbol (Python regius; Ogawa és mtsai, 1992) és egy
tiidogyulladasra jellemzd tiineteket mutatd, moribund gabonasiklobol (Elaphe guttata; Juhész és
Ahne, 1993) izolaltak AdV torzseket.



Parvovirusok elofordulisa hiillokben

Az AdV-ok vagy ritkabban mas helper-virusok (picorna- vagy herpeszvirus) kiséretében
PV-ok (2. abra) eldfordulasat tobbszor kimutattak kiilonféle hiillofajok korszovettani és
elekronmikroszkopos vizsgalataval, igy erdei (Elaphe longissima) illetve négycsikos siklobol
(Elaphe quatuorlineata; Heldstab és Bestetti, 1984), hegyi korallsiklobol (Lampropeltis zonata
multicincta; Wozniak és mtsai., 2000) és szakallas agamabol (Pogona vitticeps; Jacobson és
mtsai., 1996; Kim és mtsai, 2002).

2. abra. Negativ festést elektronmikroszkdpos kép: Boa constrictor-bdl szarmazo virus
szuszpenzidban talalhato adenovirusok (A) és parvovirusok (P) (mérce: 100 nm; Farkas és mtsai,
2004).

A kiralypitonbdl szarmazo AdV izolatum véletlenszeri klonozasa soran talalt parvovirus-
DNS szekvencia eldfordulasa tehat nem volt meglepd. Mivel hiillokbdl vagy mas hidegvéra
gerinces gazdabol szarmazo PV-rol még semmilyen molekularis biologiai adat nem allt

rendelkezésre, célul tiztiik ki a piton-parvovirus teljes genomjanak elemzését is.



Az adenovirusok jellemzése

Az adenovirusok rendszerezése

Kezdetben, amikor a virusok rendszertani besorolasa azok biologiai, biokémiai és
biofizikai tulajdonsagai, valamint szerologiai vizsgalatok alapjan tortént, az Adenoviridae
csaladba tartozo virusokat két nemzetségbe soroltak, az emlds AdV-okat a Mastadenovirus,a
madar AdV-okat az Aviadenovirus nemzetségbe (Norrby és mtsai, 1976). A molekularis biologia
) modszereinek fokozatos térhoditasa azonban lehetdvé tette teljes virus-genomok
szekvenalasat, és szervezddésiik feltérképezését. A rendszertani besorolasban a filogenetikai
szamitasok egyre nagyobb szerepet kaptak. Az ICTV 2002. jalius 30-an magyar kutatok
javaslata, és a rendelkezésre allo adatok alapjan két ij nemzetség bevezetését fogadta el
Atadenovirus és Siadenovirus néven. Az eldbbibe az un. 2. alcsoportbeli BAdV-okat,az OAdV-
7-et és az EDS-virust soroltak, a masodikba a THEV és a FrAdV-1 keriilt (Benkd és mtsai,
2004).

Az adenovirusok morfolégidja és replikacioja
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3. abra. A mastadenovirusok felépitésének vazlatos rajza
(http://www.med.sc.edu:85/mhunt/dnal.htm). A szerkezeti fehérjék koziil azoknak, amelyek a
virionokban nagy példanyszamban fordulnak eld, romai szammal jelzett elnevezésiik is van, ami

valdjaban a tisztitott virionok poliakrilamid gélelektroforézis segitségével, méret alapjan
szétvalasztott polipeptid frakcidinak sorszama.
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Az AdV-ok (3. dbra) 70-90 nm atmérdji, burok nélkiili, ikozaéder alaki, kubikalis
szimmetriaju részecskék (Shenk, 2001). Kapszidjuk 240 lap-kapszomerbdl vagy hexonbdl (hat
masik hexon veszi koriil), és 12 csucsi kapszomerbdl vagy pentonbol (6t hexon veszi koriil) all.
A kapszid csticsairol egy (aviadenovirusok esetében két) antennaszert nytlvany, un. fiber ered.
Mindegyik hexon harom azonos polipeptidbdl (polipeptid II) épiil fel, feliiletiikon faj- és
nemzetség-specifikus antigén epitopok talalhatoak. A kapszid élein a penton mellett 2-2 Il jela
monomer helyezkedik el. A penton-kapszomerek a penton-alapbol (polipeptid IIT) és a fiberbdl
(polipeptid IV) allnak. A fiber felelds a hemagglutinacioért és a receptorhoz valo kotddésért. A
VI-os, VIII-as, és IX-es szamu polipeptidek a hexonnal allnak kapcsolatban. Valdszinileg a
kapszid stabilizalasaban, 9sszeépiilésében van szerepiik. Az V-os, VI-o0s, X-es fehérjék és a
termindlis fehérje (TP), a genommal komplexet alkotva a részecske magjat képezik. AzV-osésa
VII-es polipeptidek argininben gazdag, bazikus fehérjék, és a virion magjaban talalhatoak. Az V-
s fehérje valoszinlleg a részecske 9sszeépiilésében jatszik szerepet, dsszekottetést biztosit a
kapszid és a genom, valamint a penton-alap kozott. A VII-es fehérje, a hisztonokhoz hasonléan
nem kovalensen kotddik a genomhoz. A TP kovalensen kapcsolodik a DNS 5° végéhez, és
fontos szerepet tolt be a virus replikacidjaban. Az AdV fehérjék jelolésekor megallapodas szerint
a kis p azt jelenti, hogy az illetd fehérje prekurzor formaban szintetizalodik. A prekurzorok
érésében és aktivalasaban a virus altal kodolt proteaz (endopeptidaz) specifikus vagashelyeken
torténd hasitassal vesz részt.

Az AdV-ok replikacioja korai (E) és késoi (L) szakaszbol all (4. abra). A korai fazist az
azonnali korai (immediate early) szakasz eldzi meg, melynek szerepe a korai gének
expresszidjanak szabalyozasa. Két gén (IVa2 és IX) kifejezodésének ideje atmeneti, a korai és a
késoi szakasz kozott torténik. A késdi szakasz a virus-DNS replikacidjaval kezdodik. A korai és
a késoi fazis nem kiiloniil el élesen egymastol. A késdi fo promoterrdl (MLP, major late
promoter) atirddo transzkriptumok kis mennyiségben a fertdzés korai szakaszaban is
megtalalhatoak, és bizonyos korai mRNS-ck a késdi szakaszban is termelddnek. A szerkezeti
fehérjék altalaban a késdi fazisban szintetizalodnak és az MLP-rdl irédnak at. A korai és késoi
mRNS szintézisét a gazdasejt RNS-polimeraz I enzimje végzi. Szamos fehérje termék a mRNS-

ekbdl alternativ splicing révén keletkezik.
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4. abra. Az adenovirusok transzkripcios térképe (http://www.med.sc.edu:85/mhunt/dnal.htm).
A korai és késdi mRNS-eket és az atirodas iranyat piros, illetve zold nyilak jelolik. A
promotereket szogletes zardjelek mutatjak.

Az adenovirusok genomszervezddése

Az Adenoviridae csalad tagjainak genomja linearis, duplaszali DNS, kozepes méretd,
mely 26-45 ezer bazispart (bp) tartalmaz (5. abra), mindkét végén megegyezd szekvenciaju,
forditott vég-ismétlodések (inverted terminal repeat, ITR) talalhatoak. Az ITR mérete valtozo
(36-368 bp), leghosszabb a mastadenovirusokban. Az egyes nemzetségekre jellemzdek a
genomszervezddésben talalt eltérések. A genom kozépso része az E2 régid. Itt az / szalon
talalhato gének és az r szalon talalhaté szerkezeti fehérje-gének erdsen konzervaltak, a csak
mastadenovirusokban megtalalhatd, V-6s szerkezeti fehérjét kodolo gén kivételével. Az E2 régio
génjei az AdV-ok legdsibb génjei kozé tartoznak, a DNS replikacidjaban, becsomagolodasaban
van szerepiik. A nemzetségekre jellemzo régiok a genom két végén talalhatoak. Az itt talalhato
géneket az AdV-ok feltehetden az evoliicio soran vették fel vagy veszitették el. Ezekben a
régiokban gyakoriak a duplikaciok, inzerciok, deléciok, és egy-egy nemzetség tagjai kozott is

valtozatos képet mutatnak.



Mastadenovirusok

A Mastadenovirus nemzetség jelenleg a legtobb ismert tagot szamlalja, csak emldsokbol
szarmazd AdV-okat tartalmaz. Az eddig jellemzett mastadenovirusok genomjanak mérete
koriilbeliil 30,5-36,5 kilobazispar (kb). A G+C tartalom valtozo, 46,5-63,8%. Mivel a kutatasok
kozéppontjaban elsdsorban a mastadenovirusok alltak, legtobb génjiik, illetve szabalyozo
régidjuk szerepe megkdzelitdleg tisztazott. A mastadenovirusokra jellemzd az E1A, E1B, E3 ¢és
E4 korai régiok megléte, és csak ebben a nemzetségben fordulnak eld az V-os és 1X-es
szerkezeti fehérjéket kodold gének. Az E4 régioban 34K fehérjét kodolo gén, egyes virusokban
szintén az E4 régioban dUTP-azzal homolog gén, a foemldsok mastadenovirusaiban az E3
régioban a foemldsok cytomegalovirusaival rokonsagot mutato CR1 gének talalhatoak. Virus-
asszocialt RNS gén (VA RNS; egy vagy kettd) csak a foemldsok mastadenovirusaiban fordul

elo.

Aviadenovirusok

Ez a nemzetség csak madar-eredetil virusokat foglal magéban. Annak ellenére, hogy ez a
masodik legtobb tagot szamlalo nemzetség, teljes genomszekvencia csak a FAdV-1 (Chiocca és
mtsai, 1996) és FAdV-9 (Ojkic és Nagy, 2000) szerotipusokbol all rendelkezésiinkre, melyekben
a G+C tartalom koriilbeliil 54%. A madarak AdV-ainak genomja a leghosszabb, 43,8-45 kb. A
genom bal és jobb végén szamos nyitott olvasasi keret (ORF) talalhato, melyeknek funkcidja
legtdbbszor ismeretlen. Az E1 régioban egy dUTP-azt (ORF1) kodold gén és PV nemszerkezeti
fehérje (Rep) homologok (ORF2, 12, 13) taldlhatoak. A dUTP-az gén megtartotta aktivitasat,
eredete valosziniileg eltér a mastadenovirusok megfeleld génjétol. Az E3 régio hianyzik. Az E4
régioban talalhato ORF-ck koziil a feltételezett glitkoprotein gének (FAdV-1: ORF9-11; FAdV-
9: ORF11, ORF23) a fehérvérsejtek adhézios molekulaival mutatnak homologiat. Az ORF19
fehérje a Marek-féle betegség virusanak (Herpesviridae, Alphaherpesvirinae, Mardivirus
nemzetség) membran fehérjéihez (feltételezett lipazok) hasonlitanak. A GAM-1 fehérje a

fertdzott sejtek pusztulasat késlelteti (antiapoptotikus hatas; Chiocca és mtsai, 1997).

Atadenovirusok

Az tGjonnan elfogadott Atadenovirus nemzetség gazdaeredet szempontjabol a
legvegyesebb. Ide soroltak a mastadenovirusoktol eltérd bioldgiai tulajdonsigokkal rendelkezd
2. alcsoportbeli BAdV-okat, az Ausztraliaban izolalt, teljesen megszekvenalt OAd V-7t (Vrati és
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Mastadenovirus: SAdV-25 (HAdV-E)
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5. abra. A négy hivatalosan elfogadott nemzetség egy-egy jellegzetes képviseldjének
genomszervezddése. A genomot a kozépen elhelyezkedd kék szinii vonal reprezentalja, melyen a
beosztasok 5 kilobazisonként talalhatoak. A géneket nyilak jelolik. A vilagoskék szinfi nyilakkal

jelzett gének valamennyi nemzetségben megtalalhatoak. Az egyes nemzetségekre jellemzd
géneket mas szinek jelzik. Az E1B 55K és az E4 34K fehérjéket kodolo gének mind a

mastadenovirusokban, mind az atadenovirusokban megtalalhatoak. Azok a gének, melyeknek

nincs megfeleldjiik a tobbi nemzetségben, fehérek. Az E1 és E4 régiok minden nemzetségben
jelen vannak, de a kiilonbozd nemzetségek ezen régidiban talalhato gének nem homolog
eredetiek. A fehér hattérben talalhato E2A és E2B régiok szintén minden nemzetségben
megtalalhatoak. A Mastadenovirus nemzetségben feltintetett késdi és E2, E3, E4 gének

leforditatlan kezdd exonjai koziil a korai transzkriptumok pirosak, a késai transzkriptumok kékek

(Davison és mtsai, 2003).

mtsai, 1996a), a tojasképzddési zavart okozo EDS-virust (Hess és mtsai, 1997), amely kevés

hasonldsdgot mutatott a tobbi madar AdV-sal, az Uj-Zélandban é15 erszényes rokabol

18



(kozonséges rokakuzu, Trichosurus vulpecula) kimutatott AdV-t (Thomson és mtsai, 2002), és
az Egyesiilt Allamokban izolalt kecske-adenovirus 1-es szerotipusat (Lehmkuhl és Cutlip, 1999).
Egy orosz BAdV izoldtum, a Rus torzs (EI5, 2002), valamint egy a fehér-farku szarvasok
(Odocoileus hemionus) kozitt jarvanyos, elhullassal jaré megbetegedést okozé AdV (Woods és
mtsai, 1996; Sorden és mtsai, 2000) szintén atadenovirusnak bizonyult. A nemzetség nevét a
genom magas A+T (57-66,7%), azaz alacsony G+C tartalmardl kapta. A nemzetség tagjaira
jellemzd a viszonylag rovid, 29,5-33,2 kb méretii genom. Az ITR-ek rovidek, méretiik 46 és 74
bp kozott valtozik. Az E1A és az E3 régid, valamint az V-6s és a IX-es szerkezeti fehérjét
kodold gének hianyoznak. Az E1A régié helyén az / szalon a nemzetség valamennyi tagjaban
jelen 1évd p32K szerkezeti fehérje génje, ettdl jobbra, az r szélon az E1B régié LH1-3 (left hand)

génjei talalhatdak.
Siadenovirusok

A Siadenovirus nemzetségnek egyeldre minddssze két tagja van, a THEV (Pitcovski és
mtsai, 1998) és a FrAdV-1 (Davison és mtsai, 2000). A THEV korabban az Aviadenovirus
nemzetség tagja volt, azonban genomszervezddése kiilonlegesnek, a tébbi madar AdV-tol
eltérdonek bizonyult, és csak a leopardbékabol (Rana pipiens) izolalt AdV-sal (FrAdV-1) mutatott
rokonsagot. Genomjuk az dsszes AdV koziil a legegyszerabb és a legkisebb, 26,2 kb. A genom
G+C tartalma alacsony, minddssze 34,9%, illetve 37,9%. Az E1 régionak megfeleld pozicioban
talalhato egy a szialidaz-enzimeket kodolo génekkel homoldgiat mutato gén, amirdl a nemzetség
a nevét kapta. A pVIII és a fiber kozott talalhatdo E3 régio a mastadenovirusokon kiviil csak
ebben a nemzetségben fordul eld, de az itt talalhato gén nem homoldg a mastadenovirusoknal

talalhato gének egyikével sem.

Javaslat sziiletett egy 0j, 6todik nemzetség bevezetésére is Ichtadenovirus néven,
melynek jelenleg egyetlen ismert tagja a fehér tokbol (Acipenser transmontanus) izolalt AdV
(WSAdV-1; Benkd és mtsai, 2002; Kovécs és mtsai, 2003), amelynek egyelore csak részleges

A kiilonb6zd nemzetségekbe tartozo AdV-ok eltérd genomszervezddése, génjeik, és a
gazdaallatfajok mitokondriumaiban levo riboszomak kis alegység RNS-ének filogenetikai fainak
dsszehasonlitd elemzése alapjan azt feltételezték, hogy az AdV-ok egy része (mastadenovirusok
és aviadenovirusok) egyiitt fejlodott a gazdaallatokkal, mig més része gazdafajt valtott és csak
késobb adaptalodott az uj fajhoz (Harrach, 2000). Elképzelhetd, hogy a madarakbol izolalt

THEV eredetileg a kétéltiekkel fejlodott egyiitt, az Atadenovirus nemzetségbe tartozé madar-,
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erszényes-, juh- és szarvasmarha-adenovirusok pedig hiilld-adenovirus eredetiiek, és

gazdafajvaltas kovetkeztében keriiltek jelenlegi gazdaikba.
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A parvovirusok jellemzése

A parvovirusok rendszerezése

A Parvoviridae csalad jelenleg két alcsaladbol all (1. tablazat; Tattersall és mtsai, 2004).
A Densovirinae alcsalad tagjai gerinctelen allatokat, rovarokat és rakokat fertdoznek meg
(Bergoin és Tijssen, 2000), a Parvovirinae alcsalad tagjait pedig gerincesekbdl, madarakbol és
emldsokbol mutattak ki (Zadori és mtsai, 1995; Brown és Young, 2000; Truyen és Parrish,
2000).

1. tablazat. A parvovirusok rendszerezése.

Parvoviridae csalad

Parvovirinae alcsalad

Densovirinae alcsalad

Amdovirus nemzetség Brevidensovirus nemzetség
Bocavirus nemzetség Densovirus nemzetség
Dependovirus nemzetség Iteravirus nemzetség

Erythrovirus nemzetség

Pefudensovirus nemzetség

Parvovirus nemzetség

A parvovirusok morfologidja és replikacidja

A PV-ok 18-26 nm atmérdja, burok nélkiili, ikozaéder formaju részecskék (6. abra;
Tattersall és mtsai, 2004). Kapszidjuk 60 fehérje alegységbdl épiil fel. Az egyszali DNS-virusok
kozé tartoznak, replikaciojuk soran nemzetségenként eltérd aranyban pozitiv vagy negativ

iranyultsagu szalak épiilnek be a virionokba.

6. abra. A kutya-parvovirus cryo-elektronmikroszkopos képe (Walters és mtsai, 2004).
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A PV-ok replikacidja és transzkripcidja a sejtmagban torténik. Nem kodolnak DNS-
polimeréaz enzimet, ezért szaporodasukhoz 0szt6do, ,,S” fazisban 1évo gazdasejtek vagy mas
virusok (pl. AdV, herpeszvirus) polimeraz enzimét hasznaljak fel. A replikacio kezdetén a virus
duplaszala DNS-s¢é alakitja at genomjat. Ez torténhet a sejtmagba jutott pozitiv, illetve negativ
iranyultsaga DNS szalak spontan dsszekapcsolodasaval, vagy a genom két végén talalhato
hajtiszer szerkezet segitségével komplementer szal képzddik és igy alakul ki a duplaszalit DNS

genom. A 2-es szerotipusu adeno-asszocialt virus (AAV-2) transzkripcios térképe a 7. abran

lathato.
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7. abra. A Dependovirus nemzetségbe tartozé human adeno-asszocialt virus 2 (AAV-2)
genomjanak és transzkripcidjanak vazlatos rajza (http://web.missouri.edu/~mmiwww/djp.html).
A dependovirusok harom promoterrel rendelkeznek (az AAV-2-ben az 5-6s, 19-es és 40-es
térkép-egységnél). A p5-rdl atirddo 1-es transzkriptum kodolja a Rep78-as, a 2-es és a 3-as a
Rep68-as nem-szerkezeti fehérjét. A Rep78-as és Rep68-as fehérjék C-terminalis része
kiilsnbozik egymastol. A p19-esrdl atirodo 4-es transzkriptum a Rep52-es, az 5-0s és 6-os a
Rep40-es nem-szerkezeti fehérjét, mig a p40-esrdl atirodo mRNS-ek a szerkezeti fehérjéket
kodoljak. Az A1 akceptor hely utan a m-mel jelolt fehérjékhez egy 16 aminosavbol, az A2
akceptor hely utan a M-mel jelolt fehérjékhez egy 7 aminosavbol allo révid farok kapesolodik. A
8-as transzkriptum a VP1-es, a 9-es transzkriptum a VP2-es és VP3-as fehérjéket kodolja. Az
utobbi két fehérje alternativ transzlacios mechanizmus révén jon létre. A VP1, VP2, VP3
fehérjék 1:1:10 aranyban keletkeznek. A splicing nélkiili 7-es transzkriptum valészindleg nem
kodol funkcidval bird fehérjét. D: donor; A: akceptor; TAA: stop kodon.

A parvovirusok genomszervezodése

A PV-ok genomjaban két nagy ORF azonosithatd, melyek a transzkripcioban és a DNS
replikacioban szerepet jatszo, nem-szerkezeti fehérjéket (NS vagy Rep) és a szerkezeti, kapszid
fehérjéket (CAP vagy VP) kodoljak. A gerincesek PV-aiban, valamint az iteravirusokban és

brevidensovirusokban mindkét gén ugyanazon a szalon talalhato, mig a densovirusokban az
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ellentétes szalakon helyezkednek el. A genom két végén talalhaté ITR-ek palindrom szekvencidi
egy energetikailag stabil hajta szerkezetet hoznak létre. A kicsi és egyszert genom felépitése

nemzetségenként eltéréseket mutat, amelyeket az alabbiakban vazlatosan bemutatok.

A Parvovirinae alcsalad

A Parvovirus nemzetség

A Parvovirus nemzetség egyes tagjai negativ iranyultsagi DNS-t csomagolnak
kapszidba, mas virusok esetén viszont pozitiv iranyultsagii DNS csomagolodik be 1-50%-ban.
Genomjuk mérete 5 kb, melynek két végén az ITR szekvenciak hajti szerkezetet képeznek. A 3’
végen a hajtd 115-116 nt, az 5’ végen 200-242 nt hosszisagi. Csak két promo terrel
rendelkeznek (p4 és p39), és egy poliadenilacios szignal talalhato a genom 3’ végén. A Rep és

VP fehérjéket kodolo gének ugyanazon a szalon helyezddnek.

Az Erythrovirus nemzetség

Az erythrovirusok genomja 5 kb méretil, az érett virionokba a pozitiv és negativ
iranyultsagi DNS egyenld aranyban csomagolodik be. A B19 ITR hosszil, 383 nt, melybdl az
elsd 365 nt a palindrom szekvenciak miatt hajti szerkezetet képez. Egyetlen promoterrel
rendelkeznek (p6), két poliadenilacids szignaljuk van a genom kdzépso részén, valaminta 3’ vég

kozelében.

A Dependovirus nemzetség

A Dependovirus nemzetség elnevezése arra utal, hogy az ide sorolt virusok bar bizonyos
koriilmények kozott onalloan is képesek szaporodni, replikaciojukhoz helper-virust igényelnek.
Kivételt képez a barbari kacsa- (MdPV) és a liba-parvovirus (GPV), melyeket
genomszekvencidjuk alapjan soroltak ide. Tagjai a pozitiv, illetve negativ iranyultsaga DNS-t
50-50%-ban csomagoljék be a kapszidba. A nemzetség legbehatobban tanulmanyozott tagja az
AAV-2, genomjanak mérete 4,68 kb. Az AAV-2 ITR 145 nt, ebbdl 125 nt képezi a hajti

szerkezetet. A dependovirusok harom prométerrel rendelkeznek (p5, p19, p40).

23



Az Amdovirus nemzetség

Egyetlen ismert tagja a nyércek Aleuti-betegségének virusa. Genomjanak mérete 4,8 kb,
két promoéterrel rendelkezik (p3, p36). A Parvovirinae alcsalad tobbi tagjaval ellentétben a VP1
N-terminalis részén a foszfolipaz A, domén hianyzik. Replikaciéja soran a transzkriptumok
bonyolult mintazat( splicing-mechanizmus révén keletkeznek. A két fo, bal és jobb oldali ORF
mellett két rovid ORF talalhaté a genom kozepén.

A Bocavirus nemzetség
A nemzetségnek minddssze két ismert tagja a szarvasmarha-parvovirus (5491 nt) és a

kutya minute-virus (5097 nt). Harom feltételezett prométerrel rendelkeznek (p4,5, p13 és p39).
A két nagy ORF mellett egy harmadik, révid ORF talalhaté a genom kdzepén.
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Anyag és médszer

A virus-DNS tisztitasa

A gabonasiklobol (Elaphe guttata) szarmazo 145/88-as szami AdV-t, a kiralypitonbol
(Python regius) szarmaz6 91/88-as és a kozonséges oriaskigyobol (Boa constrictor) szammazd
183b/88-as szamu, AdV-t és PV-t tartalmazd izolatumokat viperasziv (VH-2; ATCC CCL 140)
és leguansziv (IgH2; ATCC CCL 108) sejtvonalon, Németorszagban elszaporitottak, majd
ultracentrifugalassal koncentraltak. Az ultracentrifugalt mintakhoz SDS (natriumrdodecil-
szulfat) és EDTA (etilén-diamin-tetra-acetat) oldatot adtunk ugy, hogy végkoncentracidjuk 0,5%
és 1 mM legyen, majd proteindz K enzimmel (Sigma-Aldrich, 50 i g/ml végkoncentracidoban)
masfél 6ran at 37°C-os vizfiirddben inkubaltuk. Ebben a 1épésben a fehérjék lebomlanak, és a
virus-DNS szabadda valik. Ezt kdvetden az emésztett fehérjék kivonasat azonos mennyiségti, TE
(10 mM tris/tris (hidroximetil)-amino-metan/, 1 mM EDTA, pH 7.9) pufferrel telitett fenollal
végeztiik el. A fenol hozzaadasa utin a mintakat kiméletesen sszeraztuk, majd centrifugalassal
(5 perc, 6000 g) szeparaltuk a fazisokat. A DNS ekkor a felsd vizes fazisba keriilt. A felsd vizes
fazis fenolos tisztitasat még kétszer megismételtiik, majd szintén azonos mennyiségi kloroform
és izoamilalkohol 24:1 aranyl keverékével mostuk at, hogy a mintaban maradt fenolt teljes
mértékben eltavolitsuk. Ezutan a vizes fazishoz 1/10 térfogat mennyiségl 3 M natriummacetatot
(NaAc, pH 5,2), valamint 2,5-szeres mennyiségi abszolut alkoholt ¢20°C) adtunk, és 1
éjszakara -70°C-ra téve kicsaptuk a DNS-t. Centrifugalas (30 perc, 17900 g, 4°C), 70%-0s
alkoholos mosas és rovid szaritas utan, steril MilliQ vizben (Millipore) oldottuk fel a virus-DNS-
t (Benkd és mtsai, 1988, 1990).

A 91/88-as szamu kevert izolatumbol parvovirus-DNS tisztitasa esetén a fenolos kivonast
megeldzden 0,1 M végkoncentracioban natriumkloridot (NaCl) adtunk a mintahoz és 30 percig
szobahdmérsékleten inkubaltuk, ami eldsegitette az egymassal komplementer pozitiv és negativ

DNS-szalak dsszetapadasat.

Molekularis klénozas

Az izolatumokbol kivont adenovirus-DNS-t PssI, majd Smal restrikcios enzimekkel
vagtuk. Megallapitottuk, hogy a keletkezett fragmentumok mérete alkalmas a molekularis
klénozashoz. Mivel a DNS mennyisége nem volt elegendd fizikai térkép elkészitéséhez,

véletlenszera klonozast végeztiink. Kezdetben a PsrI fragmentumokat tartalmazé klonok
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kétoldali szekvenalasaval probaltuk azok genombeli elhelyezkedését meghatarozni, majd a Psd
klonok altal le nem fedett teriiletet Smal klonokkal, illetve polimeraz lancreakcio (PCR)

segitségével kinyerni.

Restrikcios emésztések

A felhasznalt restrikcids enzimek New England Biolabs, Amersham, Fermentas, GIBCO
vagy QBIOGENE gyartmanyuak voltak. Az emésztéseket 20, 30, 50 vagy 100 i 1 végtérfogatban
végeztiik, enzim, és az enzimnek megfeleld dsszetételll puffer hozzaadasaval, a gyarto altal
ajanlott homérsékleten 1,5-2 oran keresztiil. Az enzim mennyiségét az emésztendd DNS
mennyisége alapjan hataroztuk meg, az emésztés eredményességét gélelektroforézissel

ellendriztiik.

Gélelektroforézis

A DNS fragmentumokat elektroforézissel kiilonitettiik el méretiiktdl fiiggden 0,6-1,5%-
os agar6z (BRL) gélben, amit 0,5-szords toménységi TBE oldattal készitettiink (0,045 M trisz
borat, 0,001 M EDTA pH 8; Maniatis és mtsai, 1982). A gélhez a kiontés elott a DNS lathatova
tétele érdekében etidiumbromidot adtunk 0,5 pg/ml végkoncentracioban. Az elektroforézis
horizontalis gélrendszerben, 0,5-sz6ros TBE pufferben tortént, 3-4 Viem fesziiltséggel. A
mintafelvivd puffer (6-szoros) 2,5 mg/ml bromfenolkéket és 400 mg/ml szacharézt tartalmazott.
Archivalashoz az elektroforézist kovetden (302 nm hullamhosszii) UV atvilagité lampan digitalis
kameraval (Kodak Digital Science DC120) fényképeztiik a géleket és a Kodak Digital Science
1D v. 3.0.2. programot hasznaltuk. A fragmentumok méretének meghatarozasihoz

molekulatomeg standardként PstI enzimmel hasitott & fag-DNS-t (Fermentas) hasznaltunk.

DNS fragmentumok izoldlasa gélbol

A DNS fragmentumokat és PCR termékeket agardz gélben torténd elektroforézist
kovetden a gélbol kivagtuk, majd GeneClean III kit (Bio101) vagy iiveggyapot segitségével
tisztitottuk. Uveggyapot haszndlata esetén a kivagott gélbdl a DNS fragmentumot is tartalmazo
folyékony fazist centrifugalassal (6000 g) nyertiik ki, ezt kovetden a fenolos tisztitasi Iépést

elhagyva (Brosius és mtsai, 1996) a DNS-t NaAc és abszolut alkohol hozzaadasaval kicsaptuk.
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Ligalas

A DNS fragmentumok klonozasahoz megfeleld restrikcids enzimmel, illetve enzimekkel
vagott pBluescript II KS (Stratagene) plazmidot hasznaltunk. A restrikcios enzimek
hatéstalanitasat a DNS kicsapasaval értiik el (1/10-ed mennyiségi 3 M NaAc, pH 5,2 és 2,5-
szeres mennyiségl abszolut alkohol hozzaadasaval). A kicsapott DNS-t centrifugaltuk (10 perc,
17900 g), 70%-os etanollal mostuk, majd révid szaritas utan MilliQ vizben oldottuk fel. Gyakran
alkalmaztuk a Qbiogene altal forgalmazott ,,Miniprep Express Matrix -0t (BIO101) is. A kész
emésztéshez az dsszes DNS megkétéséhez szitkséges mennyiségi, de legalabb azzal megegyezd
térfogati matrixot adtunk, majd az izolalast a gyarté altal eldirt modon fejeztiik be. A ligalds egy
éjszakan at tortént 4°C-on, altaldban 10 vagy 15 il térfogatban. A ligalasi reakcioelegy 25-100

egység (U) T4 DNS-ligazt (Fermentas vagy New England Biolabs) tartalmazott.
Baktériumok transzformalasa

A ligalasi reakcidelegy F3 pl-nyi mennyiségével XL-1 Blue, Sure-2, DH5-4 vagy
TOP10 jelzést E. coli torzset transzformaltunk kétféle modszerrel:

1. Elektrokompetens sejtek eldallitasa (Maniatis és mtsai, 1982) utan, Bio-Rad
elektroporacios késziilékkel (Gene Pulser System) a kovetkezd paraméterek
beallitasaval: ellendllas: 200 U; kapacitas: 25 pF; fesziiltség: 2,5 kV.

2. Kalciumklorid oldattal kémiailag kompetenssé tett sejtek (Maniatis és mtsai, 1982)
hosokkal (42°C, 90 sec) torténd kezelésével.

A transzformalt baktériumokat ampicillin (30 i g/ml) tartalma LB (Luria-Bertani) agar
lemezeken szélesztettiik. A baktériumokat 37°C-on egy éjszakan at inkubaltuk. A PV genom
végfragmentumainak klonozasa soran Sure-2 torzset hasznaltuk 30°C-os inkubacio mellett, hogy
csokkentsiik a rekombinacio és delécio esélyét az ITR szekvenciakban. Az agarlemezek
ampicillin tartalma biztositotta, hogy csak a plazmiddal rendelkezd baktériumok szaporodjanak.
A B-galaktozidaz aktivitas kimutatasara a taptalajon 40 i 1 X-galt (5-bromo -4-chloro-3-indoyH3-
D galaktozid; 20 mg/ml dimetil-formamidban) és 4 i1 IPTG-t (izopropil-tiogalaktozidaz;, 200
mg/ml) szélesztettiink szét. Az IPTG altal indukalt B-galaktozidaz aktivitas esetén az X-gal
lebomlasa miatt, a baktérium telepek kék szintiek lettek (kék-fehér szelekcid). A plazmidba
beépiilt fragmentum jelenlétének valosziniiségét a szinreakcio elmaradasa mutatta. Az inzert
felvétele nélkiil visszazarddott plazmidot tartalmazoé baktériumok telepei megkekiiltek, mig az
idegen DNS szakasz beépiilése meggatolta a 3-galaktozidaz kifejezodését.
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A Kklénok tesztelése

A fehér telepeket 2-3 ml ampicillin tartalmi folyékony LB tapoldatba oltottuk, és egy
éjszakan at razattuk 37°C-on. A plazmid-DNS tisztitasdhoz az ,,alkalikus lizis” modszerét
alkalmaztuk. 1,5 ml baktériumkultirat Eppendorf csdben centrifugaltunk (6000 g, 1 perc). A
feliilisz6 gondos eltavolitasa utan az iiledéket 100 ul TEG oldatban (25 mM Tris -HCI, pH 8,0,
10 mM EDTA, 50 mM gliik6z) kémcsorazo segitségével alaposan szuszpendaltuk. A csovekhez
200 pl frissen készitett NaOH (0,2 M) és SDS (1%) tartalmu oldatot adtunk, majd kiméletesen
dsszekevertiik. Ezutan 150 pl kaliumracetat oldatot (3 M KAc, 2 M tomény ecetsav, pH 4,9)
adtunk a csovekhez, amelyeket Gjabb keverés utan 10 percig jégen inkubaltuk. A keletkezett
csapadékot centrifugalassal iilepitettiik (17900 g; 10 perc), és a feliiliiszot uj csovekbe tettiik. A
2,5-szoros térfogatt (1000 pl) 96%-os etanol hozzaadasaval kicsaptuk a plazmid DNS-t, majd
centrifugalassal ilepitettik (17900 g; 10 perc), 70%-os etanollal mostuk, és
vakuumcentrifugaban (Speed-Vac) beszaritottuk. A DNS-t 40 pl, DN-4z mentes RN-azt
tartalmazo (20 pg/ml) MilliQ vizben oldottuk fel. A Kitisztitott plazmidok hozzavetdleges
méretét, mennyiségét iires plazmid, illetve ismert mennyiségli molekulatdmeg standardhoz
viszonyitva gélelektroforézis segitségével becsiiltik meg mindegyik mintabol 1-1 pl
mennyiséget vizsgalva 1%-os gélen. A klonozott fragmentumok pontos méretét restrikcids

enzimes emésztés segitségével allapitottuk meg.

Szubklénozas

A kétoldalrol torténd szekvenalashoz a 600 bp-nal nagyobb méretii fragmentumokat
szubklonoztuk. A nagyobb méreti fragmentumot tartalmazo plazmidokat restrikcios enzim(ek)
segitségével vagtuk. Ezutan a vektort ,,visszaliglva” szubklonokat készitettiink. Sziikség esetén
az enzimes hasitas utan szabadda valé fragmentumokat gélbdl valo izolalas utan megfeleld
enzimmel vagott plazmidokba épitettiik be. A megfeleld restrikcids enzimek kivalasztasa a
szekvencia ismeretében a MapDraw program (Lasergene package, DNASTAR Inc.) vagy
teszteld emésztések segitségével tortént. Egyes nagy méretil fragmentumokat gyakran vagé
enzimmel (Sau3 Al) végzett részleges emésztésekkel sikeriilt szubklonozni. Részleges emésztés
soran az enzim kiilonb6zd méretd fragmentumokat hasitott ki a plazmidbol, amit az emésztés
utan ,,visszaligaltunk”. Ennek a modszernek az a hatranya, hogy az enzimek gyakran bizonyos
hasitohelyeket eldnyben részesitenek, igy a keletkezett szubklonok sokszor nem mutattak

megfeleld méretvariaciot.
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A végfragmentumok klénozisa

Az kigyé-adenovirus (SnAdV-1) Smal-gyel val6 véletlenszer klonozasa soran nem
sikeriilt a genom végeit klonozni. Ezért az AdV genom bal oldali végének klénozasahoz a
legszélsd, p32K gén egy részét is tartalmazd Smal klon szekvencidja alapjan primert terveztiink
egyiranya PCR-hez (8/A abra). Az igy kapott egyszali PCR termékhez egy ismert szekvenciaj
oligonukleotidot kapcsoltunk T4 RNS-ligazzal (New England Biolabs). Az oligonukleotidra
tervezett primer segitségével PCR-rel (8/B abra) mar duplaszalu terméket kaptunk, amit
pBluescript II KS plazmidba ligaltunk, majd szekvenaltunk. Mivel az ITR szekvenciaja a genom
két végén azonos, az ITR-re és a genom jobb végéhez legkizelebb esd, ismert szekvenciaju
klonra tervezett primerek segitségével a genom jobb végét is felerdsitettiik. Ezt a PCR terméket
pGEM-T Vector System I kit (Promega) segitségével klonoztuk, majd szekvenaltuk.

M

11501
2838
1700
1159

805
514

8. abra. (A) A kigyd-adenovirus bal végére tervezett egyiranyi PCR reakcié soran keletkezett
egyszall termékelegy elektroforézise agardz gélben (511az 50 i1 PCR termékbdl). (B) Az
egyiranya PCR termék 1j primer szakasszal tortént ligalasat kovetd, masodik PCR-rel nyert
dupla szali DNS. M: molekulatémeg standardként PssI restrikcids enzimmel vagott & fagDNS+
hasznaltunk. Az egyes fragmentumok méretét bazisparban adtam meg.

A kigyé-parvovirus klonozasi stratégidja és szekvenalasa

A kiralypitonbol (Python regius) szarmazo 91/88-as szamit AdV izolatum Ps restrikcids
enzimmel végzett véletlenszerl klonozasa soran kaptuk a PV genom kozépso részét tartalmazo
klont. A PV genom végeit Pstl és EcoRV enzimmel emésztett pBluescript IT KS plazmidba
klonoztuk (9. abra). A teljes PV genomot tartalmazo infektiv klon létrehozasa céljabol eloszor a
3" véget tartalmazo klont HindIII-mal megvagtuk, deoxynukleotid mix (dATP, dCTP, dGTP,
dTTP) hozzaadasa utan T4 polimerazzal (New Englad Biolabs; 15 perc, 12°C) kezelve tompa
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véget hoztunk létre, majd PstI enzimmel vagtuk meg és ligaltuk az 5° véget tartalmazo klonba,
melyet Pstl és Smal enzimekkel vagtunk meg. A genom kozépsd részét tartalmazo klont
megfeleld iranyultsagban beépitettik a végek kozé. Mivel fizikai térkép készitésére nem keriilt
sor, az ismert szekvenciak alapjan primereket terveztiink, és a PCR termékek szekvenalasaval
ellendriztiik, hogy nem volt-¢ hidnyzé fragmentum a harom klén kozétt.

Ezekkel a  primerekkel —két, koriilbelil 300 bp, valamint az 5’-
TCTTCTACGGCTGGACCTGC-3” és 5’-AACTGTTCGTCCGCGTGATT-3’ primerparral egy
koriilbeliil 1000 bp hosszisagu fragmentumot erdsitettiink fel és szekvenaltunk meg a
kozonséges oriaskigyobol (Boa constrictor) szarmazd, 183b/88-as szamu, PV-t is tartalmazo

kevert izolatumbol.

Parvovirus teljes genom klénozasa (pKS)

genom kozépso része

EcoRV , Pstl Pstt smal

5'vég genom kozépso része 3'vég

9. abra. A kigyo parvovirus klonozasi stratégiaja.

A genom 3” és 5° végén talalhaté palindrom szekvenciakat tartalmazé ITR masodlagos
szerkezete lehetetlenné tette a szekvenalast, azaz a szekvenalasi reakcio a hajt szerkezethez érve
leallt. A végek masodlagos szerkezetét DN-azos (15 perc, 37°C) kezeléssel sziintettiik meg. A
DN-azos kezelést emésztetlen, valamint Ps¢I és Pvull enzimekkel linearizalt a plazmidokon is
elvégeztiik. A reakciot 10% (v/v) 0,5 M EDTA -val (pH 5) allitottuk meg. Az optimalis DN-az
koncentracié megallapitisahoz haromszoros higitasi sort készitettiink, és az eredményt
gélelektroforézissel ellendriztiik (10. abra). A DN-azos kezelés utan az ITR-t részlegesen tudtuk
szekvenalni, és az igy kapott szekvenciat gyakran vago restrikcios enzim keresése céljabol a

‘Webcutter 2.0 programmal elemeztiik (http://www.firstmarket.com/cutter/cut2.html). Az ITR
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részleges emésztéshez az Eco01091 restrikcios enzimet (New England Biolabs) valasztottuk ki.
A végeket tartalmazé plazmidokat linearizaltuk, majd az Eco01091 restrikcios enzimbdl higitasi
sort készitettiink, és a részleges emésztést 5 perces utan (37°C) 10% (v/v) 0,5 M EDTA -val (pH
5) allitottuk meg. Az eredményt gélelektroforézissel ellendriztiik (11. abra).

MK1 23 456K123456M

koncentracié az 1-6. mintak felé csokken. K: kontroll. M: molekulatomeg standard (1Kb DNA
ladder; Invitrogen). Az egyes fragmentumok méretét bazisparban adtam meg.
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M 1il 0,75i105il 0,25il

11. abra. A kigyo-parvovirus 5° végét tartalmazo Pstl-gyel vagott plazmid részleges emésztése
Eco01091 restrikcios enzimmel (2000 unit): 111,0,7511, 0,511 ¢és 0,25 i1. M: molekulatomeg
standard (1Kb DNA ladder; Invitrogen).

PCR vizsgalatok

Azokat az AdV genomszakaszokat, melyeket nem sikeriilt klonozni PCR segitségével
erdsitettiik fel, majd szekvenaltuk. A primereket a mar ismert szekvenciak alapjan terveztiik. Az
egyik  ilyen  primerparral  (5-GAGAGTAGTAGCTCCACCTGAAG3® és  5°-
ATGATGAGCCGGAGACGGAGCCT-3’) tovabbi két (IBD 27/00 és 968/12/00 szamu),
kozonséges oriaskigyobol (Boa constrictor) izolalt, Németorszagbol szarmazé AdV torzset
vizsgaltunk meg.

Primerek tervezéséhez, az olvadasi homérséklet megallapitasahoz (T,) a PRIMER
DESIGNER Version 2.0. (Scientific & Educational Software) programot hasznaltuk. A
lanchosszabbitas idejét a vart PCR termék mérete alapjan hataroztuk meg (koriilbeliil 1000
nt/perc). PCR termékek kozvetlen szekvenalasa esetén legalabb 4 fiiggetlen reakcio termékeit
kevertiik dssze, a Taq polimeraz (Sigma-Aldrich, Fermentas) altal okozott esetleges hibak
kikiiszobolése céljabol. A PCR-t ltalaban 50 ul végtérfogatban végeztiik. A reakcidelegy 5 ul
10-szeres koncentracioju puffert (500 mM KCIl, 11 mM MgCl,, 100 mM Tris-HCI, pH 8,3), 50
uM primert, 2,5 egység (U) DNS-polimeraz enzimet (Sigma-Aldrich, Fermentas), 1,5 ul 10 mM
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deoxynukleotid mixet (IATP, dCTP, dGTP, dTTP), 0-2,5 pul 25 mM MgCl,-t és 1-2 pl templat
DNS-t (6-10 pg/ml) tartalmazott. A térfogatot steril MilliQ vizzel egészitettiik ki 50 pl-re.

A reakciokat Perkin-Elmer GeneAmp PCR System 2400 (USA) vagy MJ Research PTG
200 (USA) késziilékekkel végeztiik. Az alkalmazott ciklusok altalaban a kovetkezok voltak: 1 x
95°C/5perc; 35 x (94°C/30 sec, 52°C/30 sec, 72°C/120 sec); 1 x 72°C/5 perc.

DNS szekvenalas
Szekvenalashoz a plazmid-DNS-t kezdetben a ,,Concert Rapid Plasmid Miniprep™”
készlettel (GIBCO) tisztitottuk, késdbb attértiink az ,,alkalikus lizissel” kivont plazmid-DNS

TM>s

,.Miniprep Express Matrix " -szal (BIO101, Qbiogene) valo tisztitasara. A szekvenalasi reakciot
T3, T7, M13-20 és M13 primerekkel, BigDye Terminator V3.1. Cycle Sequencing (ABI)
készlettel végeztiik a gyartd utasitasai szerint, majd az elektroforézis ABI 3100 kapillaris
szekvenalon tortént. Mas esetekben a SequiTherm™ Excel II, Long-read™ KIT-ALF™
készletet (Epicentre Technologies) hasznaltuk, az elektroforézist pedig ALF™ Express
(Pharmacia) szekvenalon hajtottuk végre. PCR termékek kozvetlen szekvenalasahoz a Szegedi

Biologiai Kozpont szolgaltatasat vettiik igénybe.

Szekvencia elemzés

A szekvencia ellendrzése az ALFwin Sequence Analyser module v. 2.00.15. program
segitségével, az elektroforetogram alapjan manualisan tortént. A javitott szekvenciak elemzése
az EditSeq, SeqMan és MapDraw programokkal tortént (Lasergene package, DNASTAR Inc.).
A fehérjéket kodold gének azonositisa a GenBank (NCBI) és a sajat adenovirus adatbazissal
(http://www.vmri.hu/blast.htm) szemben fut6 BLASTX, a nem kdédoléo DNS sekvenciak
azonositasa BLASTN (Altschul és mtsai, 1990) homoldgia keresd programokkal tortént.
Feltételezett splicing esetén az akceptor és donor helyek megallapitasa a NNSPLICE 0.9 version
program segitségével tortént (http://www.fruitfly.org/seq_tools/splice.html).

Filogenetikai szamitasok
Filogenetikai szamitasokhoz a PHYLIP programcsomagot hasznaltuk (Phylogeny
Inference Package, version 3.572c¢; http://evolution.genetics.washington.edu/phylip.html;

Felsenstein, 1989).
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A homolog szekvencidk illesztése a MultAlin (Corpet, 1988) programmal tortént
(http://www.toulouse.inra.fr/multalin.html). Az illesztések szerkesztéséhez a GeneDoc
programot hasznaltuk (http://www.psc.edu/biomed/genedoc/), majd eltavolitottuk azokat a
szakaszokat (deléciok, hipervariabilis régiok), amelyek zavarnak a szamitasokat (Harrach és
Benkd, 1998). A homolog régiokat tartalmazo illesztéseket a PHYLIP programnak megfeleld
formatumban (phylip) mentettiik el.

A virusok kozotti evoltcios kapesolatot a nukleotid és aminosav (as) szekvencia
illesztések parszimonia és tavolsagi matrix (,,distance matrix™) analizisével vizsgaltuk.

Tavolsagi matrix analizis esetén a szamitasokat DNADIST ("Kimura 2" paraméter
algoritmus) vagy PROTDIST (Dayhoff's PAM 001 matrix) programokkal végeztiik. A tavolsagi
matrixokbol a fakat a legtobbszir FITCH (Fitch-Margoliash szamitas; global rearrangements
opcioval), esetenként KITSCH programok (molekularis 6ra alkalmazasa) segitségével allitottuk
eld. A maximum parszimonia analizist DNAPARS és PROTPARS programokkal végeztiik, attol
fiiggden, hogy nukleotid, illetve aminosav szekvencia illesztéseket vittiink be adatként. Az igy
kapott fa topologidjanak valoszinliségét valamennyi modszer esetén bootstrap analizissel
teszteltiik, melyhez az illesztésekbol eloszor a SEQBOOT program segitségével vettiink 100-féle
mintat. A DNADIST vagy PROTDIST, majd FITCH programok alkalmazasat kévetden a

CONSENSE program segitségével szamitottuk ki a legvalosziniibb (konszenzus) fat és a
bootstrap  értékeket. A fakat a TreeView 1.5.2  program (Page, 1996;
http://taxonomy.zoology.gla.ac.uk/rod/treeview.html) segitségével jelenitettiik meg, majd a

Microsoft Word-ben végeztiik el végsd stilizalasat és a bootstrap értékek feltiintetését.

34



Eredmények

A kigy6-adenovirus

A Kkigyé-adenovirus feltétel t g vezddése és altala tulajd ig
P— i |
LH1, LH2 pllla pVII pVI  proteiz pviL
Eib-55K 52K I pX hexon 100K 33K fiber
p32K IVa2 pol  pTP DBP  Uexon F43

742 RH1
i4.1 105R

B A mokuscickiny-adenovirus

ot 105R génjével h 16
PCR-rel felerdsitett szakaszok O3R génjével homolég

) Csak az atadenovirusokban

=+ Véletlenszera klonozassal nyert szakaszok megtaldlhato gén

B Csak kigyé-adenovirusban
megtalalhaté gén

12. 4bra. A kigyé-adenovirus nukleotid szekvenciajabol szarmaztatott genomszervezodése.

A SnAdV-1 genom minden szakaszan legalabb két fiiggetlen reakcio soran hataroztuk
meg a nt sorrendet. A genom mérete 27.751 bp-nak bizonyult, G+C tartalmat az egész genomra
vonatkoztatva 50,21%-nak talaltuk. Osszesen 27 ORF-et valoszindsitettiink szekvencia
analizissel és homologia kereséssel. A feltételezett gének mérete, helyezddése és iranyultsaga a
12. abran, valamint a 2. tablazatban lathato. Valamennyi adenovirus nemzetség tagjaiban
megtalalhaté homolog gének, illetve egy ORF méretének dsszehasonlitisa a 3. tablazatban
lathato.

A SnAdV-1ITR 118 bp hosszusagi, benne a HAdV-okban is megtalalhato NFI, NFIII (I-
es ¢és Ill-as sejtmagi transzkripcios faktorok) és Spl (sejt eredetl transzkripcids faktor)
kotohelyek feltételezett konszenzus szekvencidit tudtuk azonositani.

Homoldgia kereséssel az V-os és a IX-es szerkezeti fehérjéket kodolo gének, illetve az

EI1A és E3 régiok megfeleldit nem lehetett azonositani, ezek hianyoznak a genombol. Azonban

az atadenovirusokra jellemzden az E1A helyén, de az ellentétes szalon a feltételezett p32K

szerkezeti fehérje génjének homoldgjat azonositottuk. A fdemldsdk mastadenovirusaiban a pTP
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és 52K fehérjéket kodolo gének kozott helyezddd VA RNS-t kodold szekvenciak nem
talalhatoak meg a SnAdV-1 genomban. A genom jobb végén a mokuscickany-adenovirus 105R
génjével (Schondorf és mtsai, 2003) homoldg ORF-t azonositottunk, de az / szalon.

Feltételezett proteaz vagasi helyeket a kovetkezd fehérjék as szekvencidja alapjan
azonositottunk: pIlla, pVI, pVII, pVIII, pX, pTP és p32K.

2. tablazat. A kigyo-adenovirus feltételezett génjei és az altaluk kodolt fehérjék.

Gén Kodolé szal Helyezadés Aminosav _ G+C%
p32K ! 1365-334 343 55,81
LHI1 r 1381-1737 118 50,42
LH2 r 1734-2132 132 48,62
EIB 55K r 2169-3290 373 52,23
Va2 ! 4628-3305, 5043-5036 443 4722
DNS-polimeraz ! 7620-4363 1085 48,34
pTP* ! 9413-7596, 1227412260 610 49,70
52K r 9443-10411 322 50,15
pllla r 10396-12243 615 50,22
I r 12288-13640 450 49,59
pVvIl r 13681-14028 115 54,31
pX r 14048-14302 84 56,47
pVI r 14369-15040 223 56,25
hexon r 15063-17792 909 51,76
proteaz r 17789-18394 201 49,83
DBP ! 19602-18409 397 49,83
100K r 19639-21678 679 50,78
33K" r 21677-21371, 22021-21786 180 51,93
pVIII r 22046-22882 278 53,76
U exon® ! 23081-22905 58 48,02
fiber r 23099-24346 415 51,20
E43 ! 24886-24233 217 48,32
E42 ! 25520-24870 216 4393
E4.1 ! 25960-25511 149 44,67
ORFI* ! 26331-25993 112 54,28
RHI1 ! 26524-26318 68 4734
105R / 27144-26608 178 52,70

*Feltételezett splicing. "Feltételezett splicing; splicing nélkiil a feltételezett 22K fehérje
keletkezik. “Nem azonositott nyitott olvasasi keret. 7: jobb (right); /: bal (left).
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3. tablazat. Valamennyi adenovirus nemzetség tagjaiban megtalalhatoé homolog gének, illetve
egy ORF méretének 9sszehasonlitasa (aminosav).

Gén HAdV-2 FAdV-1 SnAdV-1 OAdV-7 FrAdv-1
Va2 449 439 443 446 367
DNS-polimeraz 1198 1255 1085 1071 1108
pTP 671 575 610 641 627
52K 415 378 322 335 297
pllla 585 575 615 568 484
i 571 515 450 452 445
pVIl 198 72 115 111 149
pX 80 188 84 71 57
pVI 250 223 223 221 217
hexon 968 942 909 911 920
protedz 204 206 201 201 204
DBP 529 441 397 382 378
100K 805 984 679 625 631
33K 228 196 180 133 129
22K 195 184 104 59 107
pVII 227 245 278 218 193
U exon 54 74 58 54 74
fiber 582 793/410 415 543 429

Filogenetikai szamitasok

A 13/A és B abran az AdV-ok hexon és proteaz génjeinek filogenetikai elemzése lathato.
Mindkét abran megfigyelhetd, hogy az AdV-ok négy csoportja jol elkiiloniil. A SnAdV-1
mindkét esetben az Aradenovirus nemzetség tagjaival keriilt egy csoportba. Tovabbi elemzések
(melyeknek eredményét itt illusztracio kiilon nem mutatja) ugyancsak a négy csoport
elkiiloniilését mutattdk akar nt, akar as szekvenciaval végeztiik a tavolsagi matrix vagy

maximum parszimonia analizist.
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Mastadenovirus

Aviadenovirus
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Aviadenovirus

Siadenovirus

Atadenovirus
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0% Atadenovirus
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13. abra. 39 hexon (A) és 33 proteaz (B) gén aminosav illesztésén alapuld, nem iranyitott
szamitassal nyert (unrooted) filogenetikai fan az atadenovirusok jol elkiiloniilnek a tobbi, Mast-,
Avi- és Siadenovirus nemzetségtol. Az dgak hosszisaga az egyes virusok kozotti filogenetikai

tavolsaggal aranyos, a mérce 10%-os mutacionak megfeleld. A bootstrap értékek 100
mintavételre vonatkoznak. A fa tivolsagi matrix analizissel késziilt (elsoként PROTDIST
programmal, a Dayhoff PAM 001 matrixot hasznalva, ezt kovetden a FITCH programmal,

Global rearrangement opcidval). A bootstrap értékeket csak a fobb dgakon thntettiik fel. A

bootstrap szamitasok nem erdsitették meg az EAdV-2 és PAdV-3 helyét a proteaz fan (*),
leggyakrabban a MAdV-1, PAdV-3, EAdV-2 sorrendet kaptuk (a bootstrap érték az utobbi két
elagazasban 56, illetve 48 volt). A virus tipusok altalaban az ICTV roviditéseivel vannak jeldlve
(Benkd és mtsai, 2000), utalva a gazdafajra és a tipus szamra. Roviditések: B: bovine; C: canine;

EDS: egg drop syndrome; E: equine; F: fowl; Fr: frog; G: goat; M: murine; O: ovine; Od:
odocoileus; P: porcine; S: simian; Sn: snake; Rus: bovine adenovirus strain Rus; THEV: turkey
haemorrhagic enteritis virus. Human adenovirusok csak a szerotipusuk szamaval vannak jeldlve.
Az illesztett szekvenciak a génbanki és az EMBO (European Molecular Biology Organization)

adatbazisban talalhatoak meg elérési szamaik alapjan.
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A kigyé-parvovirus

A kigy6-parvovirus feltételezett vezddése és altalanos tulajdonsagai

8

A kiralypitonbol izolalt PV teljes genomjat klonoztuk és szekvenaltuk (15. abra). A
SAAV genomja 4432 nt méretinek bizonyult, mindkét végén rovid, 154 nt-bol allo ITR
szekvencia talalhato, melynek els6 122 nt-ja Y alaki hajti szerkezetet képez (14. dbra). Az Y két
aganak szekvencidja eltérd. Az ITR feltételezett REP fehérje-kotd motivuma 17 nt tavolsagra
talalhato a trs-tdl (terminal resolution site). A kiralypitonbol és a kozonséges oriaskigyobol
izolalt PV-ok szekvenciaja azonosnak bizonyult a PCR-rel felerdsitett szakaszok (osszesen 1569

bp) szekvenciai alapjan.

|

G S

CEAGTGCCCTGCTCAACGEETTTTTT GETGEGCE

14. abra. A serpentine adeno-asszocialt virus (SAAV) ITR (inverted terminal repeat)
szekvencidjanak masodlagos szerkezete. A 154 nukleotidbol allo ITR palindrom szekvencidkat
tartalmaz, és Y alaku hajta szerkezetet képez. A feltételezett REP (nemrszerkezeti fehérje)
kotohelyet keretezés, a feltételezett trs (terr}leirﬁjo:li resolution site) vagasi helyet fiiggdleges nyil

A pozitiv szalon két ORF-et azonositottunk, melyek a feltételezhetden az NS (REP1,
REP2) és kapszid (VP1, VP2, VP3) fehérjéket kodoljak. A genomban harom feltételezett
promoter régio talalhato, ezekrdl irddnak at alternativ splicing-gal a REP (p5, p19) és VP (p40)
gének. A SAAV mindkét génje a BLASTX analizis alapjan a legnagyobb foku hasonldsagot a
dependovirusokkal, a foemldsok AAV-val és a vizimadarak PV-aival mutatta.

A baloldali ORF 562 as-bol allo feltételezett nem-szerkezeti fehérjét (NS1) kodol, mely
46,1% hasonlosagot mutat a GPV NS1-gyel és 49,9% hasonldsagot az AAV-5NSl-gyel. A
jobboldali ORF altal kodolt feltételezett VP1 fehérje 726 as-bol all. A VP1 megdrzottebbnek
bizonyult, 64,9% hasonlésagot mutatott a GPV, 63,8% hasonlésagot az AAV-5 VP1-gyel. A
VPI és VP3 gének transzlacioja ATG kodonokkal (2030 nt, valamint 2600 nt) kezdddik, mig a
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VP2 gén feltételezhetden a tobbi dependovirushoz hasonléan egy atipikus start kodonnal
(Srivastava és mtsai, 1983), az ACG-vel kezdddik.
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TCTT TTCGCT 100

TTTTTTGET ™ T 200
TATA-pS *
T TTTGGGIAGT 300

TTIT. TIT, T TGTGTTICGT T TTGITGGAT 400

T TATTT. TTTAT TAAGTGARAT T TIC 500

T T TTGAATGGT TGGTT: TGCATGTTT TGIT 600

TTAT TGGCTT TACCTTT TAATT. TTATG TT. 700

TCATT TATTT TTAGCTCCT TTAT 800

T TTCGT 900

TGTTCCT TTGGTGAA 1000

TGGAATT TTCT TITGT TGGCTTCT ACTTCGGGT 1100

TT 1200

TICT: T TIT 1300

TATT TGCTGTT TGTTTGCT GGTGTTAATT TITCCC 1400

TTCTGTAACT TGCTTAT 1500

TGTATTATT TAACATGTGT 1600

1700

TATA-p40
TTATTACCT TT TT TT TCAGTT A 1800
feltételezett splice donor

TGAGT 1900

TTTCT TTGCTAATAC TAATCAATGT ATGTTGCATC ATTGCTTTTC TTGT TGTTATCCTG AATTGCTT 2000
) AL VP )2 A2 13
AAGGAACAA TAAACTTACTG ATAACAG/ATATGGATTTTCTCGA TGATTTC TTTGCAG/A T 2100

TCCT: T TT TT TGTGGTGCCT TCTT 2200

™ T TT TACATAA 2300

T TIT 2400

TTGGCCT 1T 2500
ve3
TT T TT A 2600

TTCCT! TGATTGGCAT 2700

TTGGGTGCT TT TCAACTTT: TTCGGET 2800

TTTGACTT CAATCGATIC CATT T 2900

TCTTT, TT 3000

TCTTT by TT TATGTATT TTTCCTCC ATTT T 3100

TGTATTTA TGTT. TATGCTTAT TGTACACTT T TTT TGCCTTTTA TTGTTT TATTTTCCTT 3200

TTTTG AGTTCCAGIT TARATTT TTCCCT TTCATTCT 3300

TTGCTTGAT TTATTTAT TTTGAATGAA 3400

TICT: TT by TAT TGCTAATTC TATABATGGT TCAAATTCTA 3500

by TTT GIT T TCTICTTAA 3600

TGGCGTACTT ACTTTCGAT T TACTACTT: T by TAAT 3700

TTTGGTAAT TTGITGCT T 3800

TTGGGCT TT T TTTTCATCCT TGGGTGGTTT 3300

TGGATT. TATGATTCT T TTCAAT TAGITICATT 4000

TAACTGTT TGTTGT by T TTCCAATT 4100

T TTGAT TACCGTTT: TTGGGTACTT ATGTTGAATC T TATT TCGIT ATATTTCTAA 4200
)4 poly(A) szignal TR
23N T TT TTGITGT TGGITGTT TACATGCTT TTGA 4300

HP

TCTT T T 4400

AGAGAGCGCG CGCGATCACT AGGGGCGESE CG 4432

15. abra. A serpentine adeno-asszocialt virus teljes nukleotid szekvenciaja. Az abran a pozitiv

szal lathat6. Az inverted terminal repeat (ITR) és ezeken beliil a masodlagos hajta szerkezet (HP,

hairpin) kialakitasaban szerepet jatszo szekvencidkat ITR és HP, a feltételezett promoter régiokat
alahuzas jeloli. A csillagok (*) a transzkripcio feltételezett start helyeit mutatjak. A nem-
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szerkezeti és szerkezeti fehérjék feltételezett start (p5 és p19: REP; p40: VP1, VP2, VP3) és stop
(}1-4) kodonjait félkovér betitipus emeli ki. A feltételezett splice donor és akceptor (A1, A2)
helyeket félkovér ,,/” jeloli.

Filogenetikai szimitisok

Filogenetikai elemzést végeztiink a gerincesek PV-ainak mindkét (NS és VP) génjével.
Az NS gén tavolsagi matrix analizisének eredménye a 16. abran lathatd. A Parvovirinae
alcsaladon beliil 6t egymastol jol elkiiloniild csoportot kaptunk, és a SAAV mindkétesetbena

vizimadarak PV-aival és a foemldsok AA V-aival keriilt egy csoportba.

Bocavirus
CcnMv Bovine

Erythrovirus

Chipmunk

Bovine3

Amdovirus

) Feline
AAV4 Py MinkAba
AAAV | AAV5 Luiil Canine
10% KaAy GooseMduck ~Mouset Rat1a
MMV Kilham
H-1

Dependovirus

16. abra. A nem-szerkezeti fehérjék aminosav illesztésén alapuld, gyokértelen filogenetikai fan a
SAAV (serpentine adeno-asszocialt virus) egy csoportba keriilt a vizimadarak parvovirusaival és
az adeno-asszocialt virusokkal. Az agak hosszusaga az egyes virusok kozotti filogenetikai
tavolsaggal van osszefiiggésben, a mérce 10%-o0s mutacionak megfeleld. Bootstrap értékek 100
adathalmazra vonatkoznak. A fa tavolagi matrix analizissel késziilt (elsoként PROTDIST
programmal, a Dayhoff PAM 001 matrixot hasznalva, ezt kovetden a FITCH programmal, global
rearrangement opcioval). A bootstrap értékeket csak a fobb agakon tintettiik fel. Roviditések:
AAV, adeno-asszocialt virus; AAAV, avian AAV; B19 (V9, A6) human parvovirusok; CnMV,
Canine minute virus; a Lulll és H-1 parvovirusok szovettenyészetekbdl szarmaznak; MinkAba,
Mink enteritis virus Abashiri vonal; MMV, mice minute virus; Mduck, Muscovy duck.
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Megbeszélés

A gabonasiklobol izolalt kigyé-adenovirus genomszervezddése

Kutatocsoportunknak a vilagon elsoként sikeriilt hiillobdl szarmazé AdV-bol molekularis
adatokat nyerni. Az AdV DNS-polimeraz gén egyik legjobban megdrzott szakaszara tervezett,
erdsen degeneralt primerpar (Thomson és mtsai, 2002) segitségével gabonasiklobol izolalt
kigyo-adenovirusbol felerdsitett szakasz filogenetikai analizise azt mutatta, hogy ez a virus az
atadenovirusok kozé tartozik (Benko és mtsai, 2002). A SnAdV-1 genom klonozasa soran, a
véletlenszertien vizsgalt klonok kozott mar munkam kezdetén azonositottuk a p32K génjének
homoldgjat, ami tovabb valdszintsitette, hogy a vizsgalt virus az Atadenovirusnemzetség tagja
(Farkas és mtsai, 2002). A SnAdV-1 teljes genomjanak nt sorrendjét meghataroztuk és
genomszervezddését az atadenovirusokra jellemzonek talaltuk. A tobbi atadenovirushoz
hasonléan a SnAdV-1 genomja rovid. Az egyes gének is rovidek, a gének kozotti tavolsagok
kicsik, sot tobb esetben a gének kozott atfedés is van. Igy példaul a hexon gén vége ésa proteaz
gén eleje 4 nt hosszisagu szakaszon fed at (17. abra). A mastadeno- és aviadenovirusokban
altalaban kis tavolsag talalhaté a két gén kozott, szemben az OAdV-7-tel, az EDS-virussal, a
BAdV-4-gyel és a BAdV-7-tel, ahol szintén 4 nt-nyi atfedés van a két gén kozott (Harrach és
mtsai, 1997; Dan és mtsai, 1998). Az [ szalon kodolt DBP (DNS-kotd fehérje) és a protedz gén
kozott 14 nt tavolsag van a SnAdV-1-ben. A proteaz-DBP tavolsag a BAdV-7-ben,aBAdV4-
ben, az EDS-virusban és az OAdV-7-ben csak 5, 7, 11, illetve 28 nt, szemben a mastadeno- és

aviadenovirusokkal, ahol ez a tavolsag Iényegesen hosszabb (HAdV-2: 97 nt; FAdV-9: 112nt).

OAdV-7
BAAV-4

DAAV-1  h

SnAQV-1  h

G 5 1
CCGTTTGCTTCAGGATCAGCCGCGACATGAGCGGGAGCTCCGAGCAAGAGTTG

17. abra. A hexon és a proteaz gének kozotti tavolsag az Atadenovirus nemzetségben (Kovacs és
mtsai, 2003).

43



A kigyé-adenovirus ITR szekvencidi

AdV-okban az ITR fontos szerepet jatszik a DNS replikacio kezdeti szakaszaban,
kotohelyként szolgal szamos virus és sejt eredetii szabalyozo fehérje részére. Az ITR funkcidjat
a replikacié kezdeti szakaszaban elsdsorban human AdV-okban tanulmanyoztak (Hatfield és
Hearing, 1993; Hay és mtsai, 1995; Van der Vliet, 1995). Azok a DNS szekvencia motivumok,
melyek transzkripcios faktorok kétohelyéiil szolgalhatnak nagyfoku variabilitast mutatnak az
allati AdV-okban.

Az ITR-ek hosszusaga valtozatos, de az egyes nemzetségeken beliil hasonld. A
leghosszabb ITR szekvenciaval a mastadenovirusok rendelkeznek, a masik 3 nemzetség eddig
ismert tagjaiban az ITR hossza nem éri el a 100 nt-ot. A PAdV-4 ITR 238 bp (Reddy és mtsai,
1998a), a BAdV-10 ITR meglepd médon 368 nt hossziisagu (Dan és mtsai, 2001). A legrovidebb
ITR-rel a Siadenovirus nemzetségbe tartozo FrAdV-1 (36 bp; Davison és mtsai, 2000) és a
THEV (39 bp; Pitcovski és mtsai, 1998) rendelkezik. A SnAdV-1 ITR szekvenciaja 118 bp, a
leghosszabb az eddig vizsgalt atadenovirus ITR szekvenciak koziil (BAdV-4: 59 bp, BAdV-5:67
bp, Rus: 74 bp, Dan és mtsai, 2001; OAdV-7: 46 bp, Vrati és mtsai, 1996a; EDS: 51 bp, Hess és
mtsai, 1997).

Az ITR elsd 18 nt-ja az gy nevezett ,mag régi6”, mely nélkiilozhetetlen a DNS
replikacié megindulasahoz (Challberg és Rawlins, 1984; Harris és Hay, 1988). A
mastadenovirusokban a 8-19 nt kozotti ATAATATACC szekvencia nagy foki megdrzottséget
mutat. A HAdV-4 esetében a 918 nt kozott in vitro végzett pontmutacios vizsgalatok
eredményei szerint a 12-16 nt kozotti egyszeri nt valtozasok nincsenek hatassal a DNS
replikaciora (Temperley és mtsai, 1991), de fontos szerepet jatszhatnak a DNS masodlagos
szerkezetének kialakitasaban. A ,,mag régio” korantsem mutat olyan foki megorzottséget, hogy
egy konszenzus szekvenciaval lehessen jellemezni valamennyi AdV nemzetséget. Az allati AdV-
okbol szarmazé ismert ITR szekvenciak szamanak novekedésével a megdrzott rész eldszora9-
14 nt kozotti ATAATA (Shinagawa és mtsai, 1983), majd a 10-13 nt kozotti TAAT szekvenciara
csokkent (Shinagawa és mtsai, 1987). Azonban az Atadeno-, Aviadeno- és Siadenovirus
nemzetségben még ez a TAAT motivum sem megdrzott. Osszefoglalva valamennyi nemzetségre
csak a régié magas A+T tartalma jellemzd.

Az eddig megismert ITR szekvenciak alapjan valamennyi ITR szekvenciaban az 1. és a
17. pozicidban citozin, a 8-13. pozicidban csak adenin és timin talalhatd, illetve nincs guanin az
1-17. nt pozicioban az EDS-virus és a FrAdV-1 kivételével (Dan és mtsai, 2001). Ezeknek a
kritériumoknak a SnAdV-1 ITR is megfelel.



A HAdV-2-ben a ,mag région” kiviil két blokkot irtak le a 25-51 nt kozott. Az itt
talalhat6 szekvencia motivumok fontos szerepet téltenek be a v irus replikaciojaban, kotohelyként
szolgalnak az NFI és NFIII (de Vries és mtsai, 1985; Leegwater és mtsai, 1985; Pruijn és mtsai,
1988; Hatfield és Hearing, 1991). A humén és majom AdV-okban tobbszor is ismétlddhetnek a
sejt eredetl transzkripcios faktorok, az Spl és az ATF (Hatfield és Hearing, 1993) kotohelyei.
Az Spl és ATF kotohelyek valoszindleg az ITR promoter aktivitasaért és az ITR-fiiggd E1A

stimulacioért felelnek.
Az E1 régio

A p32Kfehérje génje valamennyi atadenovirusban, igy a SnAdV-1-ben isa hianyzo E1IA
korai régio helyén az / szalon talalhat6 (18. dbra), azonban mas nemzetségek tagjaiban nem
fordul eld. Mint a neve is mutatja, prekurzor formajaban keletkezik, éréséhez az AdV proteaz
hasitasa sziikséges (Vrati és mtsai, 1996a). Az as szekvencia alapjan tobb feltételezett
proteolitikus felismerési helyet azonositottunk, azonban ezek mikddésérdl a 18. abran
bekeretezett szignal kivételével még nincs kisérletes adat. Mivel p32K gén csak az
atadenovirusokban fordul eld, a génre tervezett primerek alkalmasak e nemzetség tagjainak
specifikus kimutatasara (E13, 2002).

Ma még kevés adat all rendelkezésiinkre a fehérje funkciojarol és pontos helyezddésérdl
a kapszidban. A fehérje két doménbdl all, az N-terminalis rész igen variabilis, a C-terminalis rész
nagyobb fokt megdrzottséget mutat (EI5 és mtsai, 2003). Bar filogenetikai kapcsolat nem
allapithatd meg, az N-terminalis domén kis foki hasonlosigot mutatott a gerincesek
protaminjaival, erre utal a bazikus as reziduumok nagy szama is. Az Nterminalis régio
kozelében valamennyi eddig vizsgalt szekvencidban mag lokalizacids helyeket (NLS, DNS-kétd
funkcio) azonositottunk. A fehérje Gterminalis doménje a Bacillus megaterium egyik
fehérjéjével mutat hasonlosagot, mely a sporulaldo Gram-pozitiv baktériumok ,.kis savoldékony™
(SAS) fehérjéi kozé tartozik (Bagyan és mtsai, 1998). Mivel a SAS fehérjék szerepe a bakterialis
DNS csomagolasa és védelme a sporakban, feltételezziik, hogy a p32K szerkezeti fehérje
hasonlé funkciokat lat el az atadenovirusokban. Lehetséges, hogy a p32K a
mastadenovirusokban megtaldlhatd V-6s fehérjéhez hasonlo funkciot tolt be az
atadenovirusokban. Az Vs fehérje a virus-DNS csomagolasaban és sejtmagba vald
szallitasaban jatszik szerepet. A filogenetikai kapcsolat a SAS fehérjék és a p32K kozott nem
bizonyitott, a kétféle fehérje egymastol fiiggetleniil is fejlodhetett hasonlo funkciok betoltésére.

Elképzelhetd azonban, hogy valoban egy bakterialis eredetil fehérjérdl van szo, mivel bizonyos
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bakteriofagok kapszid fehérjéje szerkezeti homologiat mutat az AdV-ok hexon fehérjéjével, és

ennek alapjan esetleg kozos dsiik is feltételezhetd (Benson és mtsai, 1999).

40 60 80
snadv-1 : [froonaac P TCRKT DfffRs ¢ 84
EDS : T--KTAPQ TRT covERVI : 54
BAqv-4  : MEEDFYN- & ioas
RUS + MuDFYN- 9 : a5
onav-7 ;v 0 BT

100 120 140 160
SnAdV-1 : GT RAJ{LPAPURIREEECNAR T FRDARBVAE. :
EDS 0 STQB-~TUTARVOPQTOTIT 2
BAGV-4 APTAVNEYHS o PRHS 2
RUS : TEH-E 0 FIYR- 93
oAGV-T K £ SRS ER TEPE} i PN T TASREPRTEF----BETEVEKBARD : 110
20 220 240
SnAdv-1 e fferifprd]
EDS =21 B3 T e
BAGV-4 0 41
RUS i b1
ondv-1 o<l
260 2 00 20

snadv-1 : Al s JroRLAN] SAP--5 :
EDS : QEVI G =l sfieeH Tl o= I T s 2
Baqv-4 : LA 2
RUS : fa s IDLIKEGT 2
onav-7 : ffral n-saNEEHl = f Mo EGNS| g TMALBAIE : 277
SnAdv-1 :
EDS :
BAGV-4
RUS :
OAQU-7 : IARVREEME- : 286

18. abra. p32K aminosav szekvenciak illesztése. A két feltételezett domén hatarat fekete
haromszog jelzi. Az N-terminalis domén bazikus aminosavai vastag betiivel vannak kiemelve (R,
K, H). A homolog régiok a megdrzottségnek megfelelden arnyékoltak. A feltételezett
proteolitikus felismerési helyet bekereteztiik.

A p32K géntdl jobbra, az r szalon a helyezkednek el a feltételezett LHI, LH2 és LH3
gének. A SnAdV-1 LH1 gén homologiat csak a kérddzok atadenovirusaiban, igy az OAdV-7-
ben, a BAdV-4-ben és a Rus torzsben azonositott LH1 génekkel mutat. Homologia kereséssel
hasonlé fehérjét nem sikeriilt talélni az adatbazisokban. Az LH1 gén kifejezddését OAdV-7-ben
mar bizonyitottak (Khatri és Both, 1998), de funkcidja mindeddig ismeretlen.

Az LH2 gén megtaldlhaté a SnAdV-1-ben, az OAdV-7-ben, a BAdV-4-ben, a Rus
torzsben és az EDS-virusban. Homologiat csak egymassal mutatnak.

Az atadenovirusok LH3 és a mastadenovirusok E1B 55K génjének as szekvenciaja
kozott homologia figyelhetd meg. Human AdV-ok replikacidja soran az E1B 55K és az E4 34K
komplexet alkot, mely a p53-hoz hozzékapcsolddva meggatolja a sejtosztodas leallitasat
(onkogén hatas) és a korai sejthalalt (Shenk, 2001).

A HAdV-5 esetében végzett mutacios vizsgalattal megallapitottak (Shen és mtsai, 2001),
hogy mely as-aknak van szerepiik az E1B 55K és E4 34K kozotti komplex kialakulasaban. Ezen
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as-ak koziil az egyik megtalalhatd az atadenovirusokban is. Az RNS-kotd motivum
megOrzittsége szintén arra utal, hogy a két nemzetség homolog génje kozott funkcionalis

hasonldsag is van.

Az E2 régio

Az E2 régi6 az AdV genom egyik legdsibb részének tekinthetd, mely az / szalon
talalhato, és két nagyobb egységre, a jobb oldali E2A és a balodali E2B régiora oszthatd. Az
E2A régioban elhelyezkedd DBP a SnAdV-1-ben 397 as-bol dll, 132 as-val révidebb, mint a
HAdV-2 DBP (529 as). A variabilis N-terminalis részen talalhato ,,rovidiilés” jellemzd a tobbi
atadenovirusra (pl. OAdV-7: 382 as; EDS: 378 as), valamint a siadenovirusokra is (FrAdV-1:
378 as; THEV: 346 as). Az aviadenovirus DBP N-terminalis végének mérete atmeneti helyet
foglal el: FAdV-1, 441 as; FAdV-9, 437 as.

A HAdV-okban a DBP N-terminalis részén két NLS-t irtak le (Morin és mtsai, 1989).
Ennek megfeleld motivum talalhaté az OAdV-7-ben a 11-14. reziduumok kozott (KKRK).
Hasonl¢ poziciéban a BAdV-4-ben RKGR, a 63-66. reziduumok kozott pedig KKHK szekvencia
talalhato. A SnAdV-1 DBP N-termindlis részén NLS motivum nem talalhato. A fehége C-
terminalis része nagyobb foki megdrzottséget mutat. A DBP cink-kotd fehérje (Eagle és Klessig,
1992). A SnAdV-1-ben csakugy, mint a tobbi atadenovirusban, a HAdV-2-ben leirt HxCx,CxH
cink-kotd motivum (273-286. as; Eagle és Klessig, 1992) elsd ciszteinje helyén triptofan
talalhato. A HAdV-2 DBP-jének szerkezeti vizsgalata azt mutatta, hogy a 284., 339., 355.
pozicioban talalhato cisztein reziduumok és a 286. pozicioban 1évd hisztidin vesz részt egy cink
atom megkdtésében (Tucker és mtsai, 1994). A 275. pozicioban talalhato cisztein jelenléte nem
esszencialis. A masodik cink atom megkdotésében a 396., 398., 450. és 467. pozicidban talalhatd
cisztein reziduumok jatszanak szerepet (Tucker és mtsai, 1994). Ezek a reziduumok a SnAdV-1-
ben is megdrzottek. Az atadenovirusokra jellemzd a fehérje C-termindlis végének kozelében egy
NLS motivum (SnAdV-1, RKRTRTTVAEVHHKKKKK). A tobbi atadenovirushoz hasonldan a
SnAdV-1 DBP egy aszparaginsav és glutaminsav reziduumokbol allo szakasszal végzodik,
szemben a tobbi AdV-sal, melyekben a vég kozelében egy vagy két fenilalanin talalhato.

A TP kovalensen kotddik az adenovirus-DNS 5° végéhez. Harom doménbdl all,
melyeknek funkcidja a DNS megkotése, a polimerazzal valo interakcio és szabalyozas (Webster
és mtsai, 1997a). A fertdzés késoi szakaszaban a viralis proteaz vagja a pTP-t és egy koztes
terméken (iTP) keresztiil kialakul az érett TP. A HAdV-2-ben harom (A, B és C) proteolitikus
vagasi helyet allapitottak meg (Webster és mtsai, 1994). Az A vagasi hely a 175., a B vagasi hely
a 183. (csak a HAdV-2-ben és a HAdV-5-ben talalhato meg), mig a C vagasi hely a 349. as
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reziduum utén talalhato és a vagas ezeken a helyeken az iTP-t, egy alternativ iTP-t, illetve az
érett TP-t eredményezi. A SnAdV-1-ben az A vagasi helyen VRGL’G, a C vagasi helyen
MRGG’A as szekvencia talalhato, melyek valodi vagasi szignalnak tinnek. Kisérleti adatunk
azonban nincs arra vonatkozoan, hogy a proteaz valoban mikodik-e ezeken a vagasi helyeken
vagy sem.

A HAdV-2-ben a 380-391. poziciok kozott talalhaté NLS szekvencia motivum
(Ramachandra és Padmanabhan, 1995) a SnAdV-1-ben is megorzittnek bizonyult:
*'LRQREGRRAVTATMRRRR®, A dCMP-vel kovalens kotést létesitd szerin szintén
megdrzoétt, a SnAdV-1-ben az 551. pozicioban talalhato.

Az OAdV-7 késoi transzkriptumainak feltérképezése (Khatri és Both, 1998), valamint a
tobbi atadenovirussal valé hasonlésag alapjan kerestiik meg a pTP feltételezett splicing helyeit a
SnAdV-1-ben (19. abra). Bar sokan elmulasztjak felismerni a pTP szekvenciakban a splicing-ra
utalé motivumokat, eredményem is megerdsiti Davison és mtsainak (2003) véleményét, hogy
kivétel nélkiil minden AdV pTP splicing soran keletkezik.

Donor:
Exon Intron
M A T R Q
atggccactegtcag gtagetat
Akceptor:

Intron Exon
I E A W H R

agacaaatttgtcttttac@q atcgaagcatggcacagget

19. abra. A kigyo-adenovirus pTP gén feltételezett splicing helye.

Az AdV-ok DNS-polimeriz génje a tobbi eukariota virushoz hasonléan aza
polimerazok csoportjaba (B polimerazok csaladja) tartozik (Knopf, 1998). Az AdV-ok
replikécioja fehérje-priming mechanizmussal kezdddik, melynek soran a polimeraz heterodimert
felépiilése a pTP szerin reziduumahoz (HAdV-2: S™) kovalensen kotods dCMP-vel mint
primerrel kezdddik és miutan az elsd harom nt sszeépiilt, a komplex visszaugrik a templat elsd
harom nt-jahoz (Brenkman és mtsai, 2002).

A SnAdV-1 DNS-polimeraz génje az [ szalon talalhaté a tobbi AdV-hoz hasonlo
pozicioban. Ugy tinik, hogy kifejezddése soran nincs splicing, azaz nincs un. leforditatlan
bevezetd szakasza. Ez megerdsiti Davison és mtsai véleményét, akik ugy vélték, hogy splicing
csak a mastadenovirusoknal fordul eld, de ott altalanos (Davison és mtsai, 2003). A polimerazt

kodolo szakasz 25 nt hosszisagban atfed a szintén az / szalon taldlhato pTP kodolo szakasz
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végével. A kiilonbdzd prokariotakban és eukaridtakban talalhaté DNS-polimerazokban Wang és
mtsai 6 régiot azonositottak, melyekben megdrzott motivumok talalhatoak (1989). Hwang és
mtsai egy Ujabb VII-es elnevezési konzervativ régiot azonositottak (1992). Valamennyi viralis
DNS-fiiggd DNS-polimeraz rendelkezik javité funkcioval, 3’5 exonukleaz aktivitassal. Az
exonukleaz doménben harom motivum (Exo I-III, ahol az Exo IT megegyezik a polimeraz I'V-es
motivumaval) talalhatd, melyek az atadenovirusokban is megdrzéttek. A polimeraz domén I-VI
motivuma koziil a legnagyobb foku megdrzéttséget az I-es motivum mutatja (YGDTD). Az
eldbbiekben felsorolt motivumok a SnAdV-1-ben is megtalalhatoak.

A TVa2 fehérje fontos szerepet jatszik az MLP aktivalasaban (Lutz és Kedinger, 1996),
valamint az 52K fehérjével kolcsonhatasban a kapszid dsszeépiilésében és a virus-DNS
becsomagolasaban (Zhang és Imperiale, 2002). Kifejezddésének ideje atmeneti, a korai és a
késoi szakasz kozott torténik. A feltételezett nukleozid trifoszfat kotohely: GPTGSGKS, mely a
mastadenovirusokban megdrzétt (Gorbalenya és Koonin, 1989) a SnAdV-1-ben is megtalalhato.

Késoi gének

A késdi gének az MLP altal szabalyozott kozépso transzkripcios egységet alkotjak, mely
az r szalon helyezddik.

Az AdV proteaz a cisztein tipusu endopeptidazok kozé tartozik, szamos AdV fehérje
szerepel szubsztratjaként a virus replikacidja soran: pTP, pllla, pVI; pVII, pX, pVIII,
atadenovirusokban a p32K, mastadenovirusokban a pV. Aktivitasaért felelos H54-E71-C122
triadot eldszor HAdV-2-ben hataroztak meg, melynek haromdimenzios elrendezddése a
papainnal mutat hasonlésagot (Ding és mtsai, 1996). Valamennyi szerotipusban a HAdV-5
kivételével, glutaminsav (E) helyett aszparaginsav (D) talalhaté a triadban. As szekvencia
illesztés segitségével sikeriilt a feltételezett H55-D72-C122 triadot azonositani a SnAdV-I-ben
is. A 137-es prolin, mely erdsen megdrzott valamennyi mastadenovirusban és fontos szerepet
tulajdonitanak neki a proteaz virionba juttatasaban (encapsidation) és aktivalasaban (Rancourt és
mtsai, 1995), hianyzik valamennyi eddig ismert avi- (Chiocca és mtsai, 1996; Ojkic és Nagy,
2000) és atadenovirusbol (Harrach és mtsai, 1997; Barbezange és mtsai, 2000), valamint a
THEV-bdl (Pitcovski és mtsai, 1998). Azonban a FrAdV-1-ben (Davison és mtsai, 2000),
WSAdV-1-ben (Kovécs és mtsai, 2003), valamint a SnAdV-1-ben megtalalhato. Egy masik
fontos reziduumot, a 104-es ciszteint szintén azonositottunk. A HAdV-2-ben ez a reziduum
Iétesit diszulfid hidat a pVIc 11 as-bol allé kofaktor 10-es ciszteinjével, ezaltal tobb
ezerszeresére fokozva az enzimaktivitast (Webster és mtsai, 1993). A pVIc kofaktor a pVI-bol

képzodik proteolitikus hasitas révén, annak harmadik, C-terminalis darabja.
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Mastadenovirus
I 1

: M-SILISPSNNTGWGLRFPSK----MFGGAKKRSDQHPVRVRGHYRAPWGAHKRGRTGR : 54
H5 : M-SILISPSNNTGWGLRFPSK----MFGGAKKRSDQHPVRVRGHYRAPWGAHKRGRTGR : 54
: M-SIFISPSNNTGWGLRAPSK----MYGGAXQRSTQHPVRVRGHFRAPWGALKGRVRSR : 54
: M-SILISPDNNTGWGL-CSAG----MYGGAKRRSSQHPVRVRGHYRAPWGAYTRGVISR : 53
C : M-AILISPSNNTGWGLGT-HK- FGGAKQKSDQHPVYVOAHYRAPWGSKGRRRPG- : 52
: M-AILISPTNNTGWGLGT-HK----LFGGAKQKSDQHPVYVORHYRASWGSKGRRRRQG : 53

NS

P3 : M-AILVSPSNNSGWGLGL-RS----MYGGARRLSPDHPVIVRRHYRTNWGSLKGRVAP- : 52
B2 : M-AILVSPSNNTGWGLGC-KS----MYGGARRLTEHHPVLVRRHFRASWGSKRGRTTV- : 52
B3 : M-AILISPSNNTGWGLGC-NK----MYGGARIRSDLEPVKVRSHYRAAWGSRTGRVGR- : 52
71 : M-SILISPSDNTGWGLGT-GK----MYGGARKRSAEHPVHVRSYWR VAT : 53
Atadenovirus
11

: M-SILVMSPADNTGWG-LGTRM- \TGLRFSEREPVRVRSYYRAQWGQLNGRKSAR : 53

: M-SILVSPSDNTGWG-IGTSS- GLKFSKKQPVRVRPYYRAQWGQLNARTSLE : 53
B4 : M-SILMSPSDNTGWGSIGTAL- GVKFSKRQPVRVRPYYRAQWGQLNARTPLA : 54
Rus : M-SILMSPSDNTGWGNIGTAL- GVKFSKKQPVRVRPYYRAQWGQLNARTP-~ : 52
Pol : M-SLLISPDNNTGWGGIGTSL- GLRFSKRQPVRVRRYYRA-—-—=—=—=—=— 142

: M-PILISPSDNTGWG-LGKLR----—

Aviadenovirus
F1 : M-SILISPSDNRGWGANMRYRRRAS) LTLRQLLGL 1 50
F9 : M-SILISPNDNRGWGMRRR----SSM TRRRR--LTLRR----SSRRRSR--~- 142
F10 : M-SILISPNNNTGWGMRRR-SRSSSMRGVGMRRRARPLTLRSLLGLGTRRRRGSR- : 53
Siadenovirus
1
Frl : MTAVLLSPADNRGWGARAMRGSGVYLVGGASAPSDVYTEHVRGYWRRKRSKKAVAT--- : 56
THEV: MHSVVYSPGDSRGWGIGNSSMRDYYLTIGGALQPSDIYTVRVREHWRRKRRPTAQTG--- : 56

20. abra. Az eddig elfogadott négy nemzetségbe tartozé adenovirusok pVII fehérjéjének N-

terminalis részének aminosav szekvencia illesztése. A kiilonbozd tipusu (I, I1, TIT) feltételezett

proteolitikus felismerési helyeket kiilonbozd szinek jeldlik. A roviditések megegyeznek a 13.
abran felsoroltakkal.

A prekurzor fehérjék proteolitikus hasitasa nélkiilozhetetlen a fertdzoképes virion
keletkezése szempontjabol (Weber, 1995). Kétféle konszenzus szekvenciat allapitottak meg
kiilonb6zd human és emlds AdV-ok prekurzor fehérjéinek vizsgalatakor, igy az I-es tipusu
(M/LMXGG’X és a Il-es tipusu (M/L/DHXGX’G proteolitikus felismerési helyeket (Webster és
mtsai, 1989; Anderson, 1973). Az OAdV-7 vizsgalatakor peptid szekvenalassal a pVII
fehérjében egy ujabb proteolitikus felismerési helyet (M/L/IXAX’G (I1I-as tipus) allapitottak
meg. A Il-es tipus 0j valtozatat (NTGW’G) is leirtdk méghozza valamennyi nemzetségben (Vrati
és mtsai, 1996a). A pVII fehérjében I-es tipusu proteolitikus felismerési hely a
mastadenovirusokban és siadenovirusokban fordul el (20. abra). A Ill-as tipust az eddig
megismert atadenovirus pVII szekvenciakban tudtuk azonositani. Az SnAdV-1-benazIRAT'G
as szekvencia taldlhato az adott helyen. Feltételezhetjiik, hogy ez is mikodd vagasi szignal. A
HAdV-4 pTP-ben a QRGF’G felismerési helyet azonositottak (Webster és mtsai, 1997b). Ezaltal
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a proteolitikus vagasi motivumok szekvenciainak konszenzusa (N/M/L/I/Q)X(A/G)X’G vagy
(M/LHXGG'X.

Az 52K és 55K fehérje a 48 kD-os prekurzor fehérje két kiilonbozo foszforilalt formaja,
szerepiik a virionok Osszeépiilésében van (Hasson és mtsai, 1992). Kimutathatoak iires
kapszidokban, atmeneti részecskékben és fiatal virionokban, nem mutathatok ki azonban az érett
virionokbol. Valdszintleg ,,allvanyként” funkcionalnak a virus dsszeépiilése soran. A SnAdV-1
52K fehérjéje a tobbi atadenovirushoz hasonléan rovidebb (322 as), mint a HAdV-2 52K
fehérjéje (416 as).

A pllla fehérje hidat képez a pVIl-es fehérje és a peripentonalis hexonok kozott. A
fehérje C-terminalisanak kozelében huméan AdV-okban az (M/L/I)XGG’X proteaz felismerési
hely, atadenovirusokban masik tipusu, (M/L/)XGX’G felismerési hely fordul eld. Az OAdV-7-
ben az LIGH’G as szekvencia talalhato a C-terminalistol 20 as tavolsagra, azonban nem sikeriilt
a vagasi hely utan talalhato peptidet izolalni (Vrati és mtsai, 1996a). A SnAdV-1 pllla C-
terminalis végéhez kozel a VSGT'G szekvencia taldlhatd, ez azonban egyik proteolitikus
felismerési hely tipusba sem sorolhatd be. Hogy valoban miksdd vagasi helyrdl van-e szo
kisérletesen kellene bebizonyitani, de valdszind, mivel a valin az M, L, I-vel egyiitt a hidrofob
as-ak kozé tartozik.

A penton alap fehérje fontos szerepet jatszik a virus sejtbe valo bejutasaban (Wickham
és mtsai, 1993). As szekvenciaja erdsen konzervativ, ami arra utal, hogy a kiilonb6zd mutaciok
csokkenthetik a virus életképességét. Szamos HAdV-ban az RGD motivum fontos szerepet
jatszik a sejt feliileti integrinekkel (4,4, 4,45) valo kdlcsonhatasban (Mathias és mtsai, 1994),
azonban a SnAdV-1-ben és tobb mas ismert szekvenciaju AdV-ban ez a motivum nem talalhato
meg (HAdV-40, Davison és mtsai, 1993; FAdV-1, Chiocca és mtsai, 1996; OAdV-7, Vrati és
mtsai, 1996a; EDS, Hess és mtsai, 1997; MAdV-1, Meissner és mtsai, 1997; CAdV-1, Morrison
és mtsai, 1997, THEV, Pitcovski és mtsai, 1998; PAdV-3, Reddy és mtsai, 1998a; BAdV-3,
Reddy és mtsai, 1998b; PAdV-5, Nagy és mtsai, 2001). Az LDV motivum az a,4, integrinhez
kotodik, ennek helyén a SnAdV-1-ben az LDL motivum talalhaté. Az RLSNLLG fiber-koto
motivum valamennyi AdV-ban, igy a SnAdV-1-ben is megdrzott (RISNMLG).

A pVII fehérje valosziniileg a virus-DNS csomagolasaban jatszik szerepet, erre utal az
erdsen bazikus (K, R) as-ak nagy szama is. A SnAdV-1-ben, mint mar emlitettem, a tobbi
atadenovirushoz hasonléan Ill-as tipust felismerési hely fordul eld szemben a
mastadenovirusokkal és az aviadenovirusokkal, melyekben I-es és II-es tipusu proteolitikus
felismerési hely talalhato.

A pX fehérje nagyon variabilis a feltételezett transzmembran domént tartalmazé C-

terminalis régio kivételével, ami viszont komoly mértéka megdrzottséget mutat. A pX fehérje
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szekvenciajaban a tobbi atadenovirushoz hasonldan a C-terminalis régio kozelében egyetlen
feltételezett proteolitikus felismerési helyet azonositottunk (21. abra; MRGG’F). Néhany
mastadenovirusban a pX N-terminalis részén egy masodik felismerési helyet is leirtak (Rusvai és
mtsai, 2000). Az aviadenovirusokban pedig harom feltételezett proteolitikus felismerési hely
talalhato (Sheppard és Trist, 1993; Chiocca és mtsai, 1996).

Mastadenovirus
B2 MIGVPRVIYRVRVPVRTR.VLRLRRHGRLV.

B3 MSPRGNLTYRLRIPVALS.
ML MPAYGLTYRFF
TSI MRRKVIYRLRIPVSTA.

s21 MALTCRLE

s25 MALTCRLRVPT

H17 MALTCRLRIPVPNYRGR . SRRRRG]
H40 MALTCRFRIPVPSYR(

Atadenovirus

Eps MRRSRSYGGLRYGHSVVRYRRSSQVRAR!

B4 ® TFLKRYSTPIVL

o7 MKVVEVLKSPHRRS INLSPYILI

Sl MARLRRAKRTSYRRRRF RTRTVVTRTARST TR

Aviadenovirus

FL  MPSVLLT K. .GKKRASRRRVKVPKLPKGARRKRASV. . . ... TEVET TSPAVSE

F9  MPAVVLT
F10 MPAVLLT
Pul MPAVVLT

KI SISVPVSGT
K VLVPSTSTAT

F1  RAAASSCTI ATGTLARAVPM
9

F TGTTATAVEY
F10  KAARASGARAYVRDLTTGTAAEAVEL

Pul TGTTAQAVEL
Siadenovirus

THEV

Fr1 MFENLAPRKGITOTRPKISY

21. dbra. A pX fehérjében a feltételezett erdsen megdrzott transzmembran domént ibolya szind

betik jelzik. A feltételezett és azonositott proteaz vagasi helyeket fiiggdleges vonal jelzi. A

felismerési helyek konszenzusa (M/L/I/V/F)XGG’X és (M/L/I/V/N/Q)X(A/G)X’G, ahol az elsd
aminosav reziduum kevésbé megdrzott, mint az irodalomban leirtak (lasd fent).

Az érett VI-os szerkezeti fehérje a kapszid felépitésében vesz részt, mig prekurzora a
hexon kapszomerek transzportjaban jatszik szerepet. A SnAdV-1 pVI fehérje N-terminalis
végétdl 24 as tavolsagra Fes tipust proteolitikus felismerési hely (MSGG’F), C-terminalis
végétdl 15 as tavolsagra Il-es tipust proteolitikus felismerési hely (MLGD’G) talalhato. A
masodik vagasi helynél torténd proteolitikus hasitas eredményeként jon Iétre a 11 as-bol allo
peptid (GVCYRSKRYCY), ami a HAdV-2 pVIc kofaktorjanak felel meg (Webster és mtsai,
1993).

A proteaz aktivitasa a virionok dsszeépiilésekor és azt megeldzden igen alacsony.
Osszeépiilés utan kivagja a pVI-bol a pVIc kofaktort, mely a protedzhoz kapcsolodik és nagy

mértékben fokozza annak aktivitasat. Az eddig ismert szekvenciak alapjan a pVIc kofaktor
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konszenzus szekvencidja G(V/L)XXXXXXXC(F/Y). A kofaktor protedzzal 6sszekapcsolodott
formajanak haromdimenzids szerkezetét rontgen-krisztallografiaval allapitottak meg (Ding és
mtsai, 1996).

A hexon az AdV kapszid legfobb alkotéeleme, ami tipus-, faj- és nemzetség-specifikus
antigén determinansokat tartalmaz (Norrby és Wadell, 1969; Willcox és Mautner, 1976; Adam
és mtsai, 1996). A hexon fehérje harom azonos polipeptidbdl all (van Oostrum és mtsai, 1987).
Mivel szekvencidja szamos human és allati eredetd AdV torzsbdl ismert, és as szekvencidja
viszonylag megdrzott, kimondottan alkalmas filogenetikai szamitasok elvégzésére, valamint
nemzetség-specifikus tulajdonsagok vizsgalatara. A HAdV-2 hexon hiaromdimenzids felépitését
mar meghataroztdk (Roberts és mtsai, 1986). A fehérje nagy striségh alapi részét két
parhuzamos ¢és ellentétes iranyu a-redokbdl allo henger (P1 és P2) alkotja, mig a haromszog
alaku csucsi rész harom hurokbol all (15, 1, és 1,). Ez a harom hurok a virion feliiletén talalhato. A
a-redokbdl kialakult alapi rész szekvencidja erdsen konzervativ régiokbol all, melyeket variabilis
és hipervariabilis régiokat tartalmazo hurkok szekvenciai szakitanak meg (Toogood és Hay,
1988; Weber és mtsai, 1994; Sheppard és mtsai, 1995; Crawford-Miksza és Schnurr, 1996;
Reubel és Studdert, 1997). A harmas szamu hurok (l;) nem nyulik ki a virion feliiletére,
szekvenciaja nagyobb foki megdrzottséget mutat a tobbi hurokhoz képest. A legtobb AdV-bol és
a SnAdV-1-bdl is hianyzik az egyes HAdV-okban az |-es hurok nagy szamu savas as-at
tartalmazo régidja (pl. HAdV-2: 139-170 as). Korabban azt feltételezték, hogy az 1, hurok gazda-
specifikus régio (Crawford-Miksza és Schnurr, 1996), ennek azonban ellentmond, hogy a
kiilonféle gazdafajokbol (kigyd, madar, erszényes, kérddzo) izolalt atadenovirusok as
szekvenciaja egymassal mutatja a legnagyobb hasonlosagot.

A 100 kD-os foszfoprotein (100K) a hexon monomerekkel komplexet alkotva iranyitja
azok trimerizaciojat, és részt vesz a hexon trimer sejtmagba torténd szallitasaban is. A 100K
fehérje nem mutathato ki az érett virionokbol (Riley és Flint, 1993). A SnAdV-1-ben a 100K
fehérjét 679 as épiti fel. A legnagyobb foka hasonlosagot az OAdV-7 (azonossag: 44,4%,
hasonlosag: 60,0%) és a BAdV-4 (azonossag: 44,8%, hasonlosag: 60,0%) 100K fehérjéjével
mutatja. A SnAdV-1 100K 3’ vége 308 nt hosszusagu szakaszon atfed a 33K-t kodolo gén 5°
végével (masik leolvasasi keretben). A BAdV-4-ben és az OAdV-7-ben az atfedés minddssze
121 (Dén, 2001), illetve 127 nt (Vrati és mtsai, 1995). Ennek oka, hogy a SnAdV-1 33K
hosszabb (180 as), mint a BAdV-4 (134 as) és az OAdV-7 33K (133 as).

A 33K fehérje a késoi fazis kezdeti szakaszaban termelddik és elsdsorban a fertdzott
sejtek magjaban talalhato. Legfontosabb szerepe valoszinileg a virionok dsszeépiilésében, a
gazdasejt fehérje termelésének leallitasaban van (Fessler és Young, 1999). A HAdV-2bena33K
fehérjét kodolo mRNS-ben egy 202 nt hossziisagu intront mutattak ki. Az intronban stop kodon
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talalhato, igy amennyiben az intron nem vagodik ki a mRNS-bol a 22K fehérje irddik at, mig
splicing esetén 33 kD-os fehérje keletkezik (OosteromDragon és Anderson, 1983). A tbbi
atadenovirushoz hasonléan a SnAdV-1-ben is megtalaltuk a feltételezett splicing donor és

akceptor helyeit (22. dbra).

Donor:
Exon Intron

gctecta Gtaagtag

Akceptor:
Intron Exon
ctctttcattctttettga@g gaaactacgggactcctteg

22. abra. A 33K fehérje mRNS-énck kodolo szakaszan feltételezett splicing a SnAdV-1-ben. Az
intron 108 nt hosszusagu.

A pVHI prekurzor fehérje (278 as) a 33K-val megegyez0 leolvasasi keretben talalhato és
24 nt tavolsagra kezdddik annak stop kodonjatol. A VIII-as fehérje egy hexon-asszocidlt fehérje,
amagot és a kapszid belsd feliiletét koti ssze, szerepe a virion szerkezeti s tabilizaldsaban van. A
SnAdV-1-ben két feltételezett proteolitikus felismerési helyet azonositottunk: az egyiketa 118.
pozicioban (LSGG’A), a masikat a 200. pozicioban (LQGG’G). Az utobbi felismerési hely a
tobbi atadenovirusban is megtalalhato. A fehérje N- és C-terminalis része nagyobb fokua
megdrzottséget mutat, mint a centralis régio.

A fiber homotrimer fehérje jelentds, szerepe a sejtreceptorokkal vald kapcsolat
létrehozasa (Louis és mtsai, 1994). Harom fo részbdl 4ll, a rovid N-terminalis farki részbdl, az
ismétlodo szakaszokbol allo szar részbdl és a globularis C-terminalis feji részbal.

A SnAdV-1 fiber alegysége (23. dbra) révid, minddssze 415 as épiti fel. A human AdV-
ok farki részén talalhato az erdsen megdrzott KRAR szekvencia, ami a sejtmagi lokalizacioért
felelds (Hong és Engler, 1991) és az FNPVYP szekvencia motivum, mely a penton-alaphoz valo
kotodés szempontjabol jelentds (Caillet-Boudin, 1989). A SnAdV-1 farki részében mindkét
motivumot azonositani tudtuk (KKIK, illetve PVYP). A PPF motivum, melynek funkcidja
ismeretlen, szintén megdrzott és a SnAdV-1-ben is megtalalhatd. A szar jellegzetes ismétlodést
mutat, ebbdl 14 példany talalhato a SnAdV-1-ben. A SnAdV-1-ben a szar és a fej talalkozasanal
talalhaté6 TLWT motivumbdl (Chroboczek és mtsai, 1992) csak a triptofant tudtuk azonositani
hasonldan a tobbi atadenovirushoz (BAdV-4, EDS-virus stb.).

54



MKKIKRSAADPDPVYPFGDEVPIPLPPELVPGGGLTTDG Farok

1 LSL AVQTVDP LNV  TLGGVGLKIGDG Szar
2 LSV VDGK LTS EAKIVADPP
3 LOQ SGDT  LSL STDSSMMV
4. LPS GQLTINN  LPS ISVTSSG
5. VGL VSPNAP  LOL  MSNGA
6 LoL SVGGG LTV GAQGS
7 LOT STGVG VNV  NAAGV
8. LES YPLPP  LVW DYSSKS
9. LTL DIGPG LTV  VNGK
10. LoV IGAT FSN  QMSRMAPAPRAD
11. LOS NSIEP  LPS PPSKTS
12. LDT AEELQNDKG ~ VSF  AFQAREEELGAFTKRT
13. LFA YSGDG  LTG PFKAPASAE
14. LSS FLTAHP
KGRWLIAFPLGTGIVSVDEGILTLEISRSLPEVGS Fej

GSSSTSLKVISIYFMDLFFPVPFIDRASHPAPRRS
NNSRQLFHSKQRLFLKVKDFKKRSWYSSLFTLINL
NIQECPELS

23. abra. A kigyo-adenovirus fiberének aminosav szekvencidja. A megdrzétt és azonositott
motivumokat, hidrofob aminosav reziduumokat félkovér betltipussal és aldhtizassal emeltem ki,
a szarrészben talalhato ismétlodéseket szamozva mutatom.

Az U exon

Az U exon valamennyi nemzetségben megtalalhato (Davison és mtsai, 2000), de egyes
mastadenovirusok, mint a PAdV-5 (Nagy és mtsai, 2001), a MAdV-1 (Meissner és mtsai, 1997),
valamint a BAdV-10 (Ursu és mtsai, 2004) az evolicio soran valdszinileg elvesztették. Az U
exon ORF-jét a SnAdV-1-ben is sikeriilt azonositani, ATG start kodonnal kezdddik és egy splice
donor helyig tart (24. dbra), azonban a splice akceptor hely lokalizacidja egyeldre ismeretlen
(Chow ¢és mtsai, 1979; Davison és mtsai, 2000; Davison és mtsai, 2003). Az U exon as illesztése
azt mutatta, hogy a szekvenciak az egyes nemzetségeken beliil megorzottek, de a nemzetségek
kozott nagy foku a variabilitas (Davison és mtsai, 2000).

Donor:
Exon Intron

atctcat taagtaa

24. abra. A SnAdV-1 U exonjanak szekvencidjaban feltételezett splicing. Az akceptor hely ill. a
masodik exon még nem ismert.

Az E4 régio

Az E4 régidban (25. abra) a BAdV-4-hez és az OAdV-7-hez hasonléan megtalalhatoak a
feltételezett E4.1, E4.2, illetve E4.3 gének, melyek koziil az E4.2 és E4.3 duplikacioval
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keletkeztek egymasbol és a HAAV-C fajok (HAdV-2, HAdV-5) 34K polipeptidjével mutatnak
jelenségnek mondhatd. A 34K polipeptid a cink-kotd fehérjék kozé tartozik. Kimutattak, hogy a
34K az EI1B régio 55K fehérjéjével komplexet képezve szelektiven befolyasolja a mRNS

felhalmozodasat a citoplazméban, gatolva a sejt-mRNS és eldsegitve a virus-mRNS transzportjat
(Shenk, 2001). A SnAdV-1 E4.3 és E4.2 génjeiben a HCHXXPGSLQC motivum felismerhetd,

de nem teljesen megorzott.

BAdV-4 [ e — pa — 7 —

E43 4, E41 RHBR@HsRqu RH2 RHIRHG R

1
A ————— ] =
OAdV-7 E43 E42 E41 RHGFH;%4 RH2 ¢ R
RH3 ™ RH1
EDS E4  orfl0 orfg orf8 -‘m ch' ¢ orf? o= -Pm
orft” orf2 orfs

SPAAV-1 = L

E43 E42 E4 ¢l ITR

orft RH1 105R 70006

25. abra. Az atadenovirusok E4 régidjanak osszehasonlitasa. Az azonos szinnel jeldlt gének
egymassal homoldgok. A sziirke szin azokat a lehetséges, start kodonnal kezdodd géneket jeldli,
melyek csak az adott virus fajban talalhatoak.

Az E4 régidban talalhato ORF1 feltételezéseink szerint egy 112 as-bol felépiild fehérjét
kodol. Funkcidja ismeretlen, homo logia kereséssel hasonld fehérjét nem sikeriilt talalni az
adatbazisokban.

A SnAdV-1 RH1 (right hand) génje a BAdV-4 RHO, 1, 2, 4, 6, az OAdV-7 RH1, 2,4, 6
és az EDS-virus ORF8, 9 génjeivel mutat hasonlosagot. A SnAdV-1 RHI génje kivételével
valamennyiben a fehérjék N-terminalis részében megtalalhato az un. F-box motivum (Both,
2002). Feltételezik, hogy az atadenovirus F-box fehérjék egyes sejtfunkciokat szabalyozo
fehérjékkel 1épnek kolcsonhatasba és ezaltal modositjak a fertdzott sejt anyageseréjét, megfelelo
koriilményeket teremtve a virus szaporodasahoz. Mivel vizsgalataink alapjan a SnAdV-1 tinika
legdsibb atadenovirusnak, ezért feltételezhetd, hogy ezt a motivumot az evoltcio késdbbi
idopontjaban vették fel, majd a tovabbiakban megorizték az atadenovirusok.

A SnAdV-1105R (178 as) csak a mokuscickany-adenovirusban (Schéndorf és mtsai,
2003), szintén az E4 régioban, de ellentétes szalon helyezkedd 105R génnel (435 as) mutat
hasonlosagot. A 105R gén funkcidja, szerkezete egyeldre ismeretlen. Mivel csak ebben a két

evolucidsan nagyon tavoli virusban fordul eld, feltételezhetjiik, hogy vagy két fiiggetlen
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génfelvétel eredménye ez, vagy az evolicio soran szinte minden mas fejlddési ag elvesztette,

mivel nem volt hasznos a virus szamara.

A mastadenovirusok két fontos, V-s és IX-es szerkezeti fehérjéje, melyeket eddig csak
mastadenovirusokban talaltak meg, az dsszes ismert aviadenovirus, siadenovirus és atadenovirus
genomjabol, igy a SnAdV-1 genomjabol is hidnyzik. A IX-es fehérjét kodold gén
mastadenovirusokban az E1B és IVa2 gének kozott helyezddik. A IX-es fehérje stimulalja az
MLP aktivitasat (Lutz és mtsai, 1997), és mint szerkezeti fehérje erdsiti a hexonok kozotti
kapcsolatot (Boulanger és mtsai, 1979). Az V-s fehérje szerepe valdszindleg a virus-DNS
csomagolasaban van, és a mastadenovirusok genomjaban a pVII és pX gének kozott talalhato.

Homologia kereséssel VA RNS gént a SnAdV-1 genomban nem tudtunk azonositani. A
HAdV-2 VA RNS; stimulalja a fehérjeszintézist a fertdzott sejtben, valamint gatolja a sejt
interferon-indukalt védekezd rendszerét (Ma és Mathews, 1996). A VA RNS hozzakapcsolodva
a protein kindzhoz inaktivalja azt, és ez altal meggatolja, hogy a protein kinaz foszforilalja az
elF2-t (eukaridta transzlacios iniciacios faktort).

A CELO- (FAdV-1; Larsson ¢és mtsai, 1986; Chiocca és mtsai, 1996) és az EDS-
virusokban (Hess és mtsai, 1997) egy VA RNS-t kodol6 91, illetve 100 bp hosszusagu gén
talalhaté a genom jobb végén, az E4 régioban. Annak ellenére, hogy magas, 74%-0s azonossag
van a két gén kozott, valoszintleg a két virus egymastol fiiggetleniil vette fel azt ma még
ismeretlen forrasbol (Hess és mtsai, 1997). Az OAdV-7-ben az egyes mastadenovirusokra
jellemzo helyen VA RNS-sel homologiat mutaté szekvencia nem talalhato, valamint a pTP és
52/55K gén kozott atfedés van. In vitro végzett transzkripcids analizissel is kizartak a VA RNS
gén jelenlétét az OAdV-7 genom tdbbi részén is (Venktesh és mtsai, 1998).
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A Kkiralypitonbol izolalt kigyé-parvovirus genomszervezddése

Meghataroztuk egy kiralypitonbolizolalt PV teljes genomszekvenciajat. Az AAV-ok, igy
a SAAV replikacidja soran is pozitiv vagy negativ iranyultsagl szimplaszalit DNS épiil be az
egyes virionokba. A virus-DNS kivonasa soran az egymassal komplementer DNS szalak
dsszekapesolodnak, duplaszala DNS keletkezik, ezaltal a DNS klonozhatova valik. A
masodlagos szerkezettel rendelkezd PV ITR szekvenalasat egy uj modszer kidolgozasaval
oldottuk meg.

A SAAV genomja (15. abra) révidebbnek bizonyult, mint a tobbi eddig megismert AAV
genomja. Ennek egyik oka, hogy a NS C-terminalis része rovidebb, mint a tobbi dependovirus
megfeleld fehérjéje.

A REP fehérje as szekvencia illesztése alapjan (26. abra) megallapithatjuk, hogy a gén
leginkabb megdrzott régidja a kozEpsd részén talalhato. Ebben a régidban azonositottuk az I-es
és I1-es replikacios motivumokat, amelyek feltehetden a replikacio kezdésében és befejezésében
jatszanak szerepet. Az Fes motivumban talalhaté két hisztidin valdszinileg fém ionokhoz
kotdodik (H&H&&& &, ahol az ,,&” hidrofdb as-at jeldl; Ilyina és Koonin, 1992). Az AAV-21-
es motivumaban a 152. pozicioban talalhaté tirozin, amely a SAAV-ban is megtalalhato a 140.
pozicidban, a replikacio soran kovalensen ktddik (foszfo-diészter kitéssel) a genom 5° végéhez.
A helikaz szupercsaladba tartozo és harom részbal allo I11-as motivum (A, B és C) megtalalhatd
a gerincesek PV-aiban és a gerinctelenek densovirusaiban (Tijssen és Bergoin, 1995; Li és mtsai,
2001; Fédiere és mtsai, 2002), feltehetden a DNS-replikacié megkezdésében jatszik szerepet
(Koonin, 1993). A SAAV-ban is azonositott GPATTGKT (328-335. pozicid), ,,P loop”, azaz
ATP/GTP-k6td motivum a PV-okban erdsen megdrzitt (GxxxxGKT; Saraste és mtsai, 1990). A
fehérje C-terminalis végéhez kozel egy feltételezett cink-kotd motivumot azonositottunk.

A SAAV esetében a REP fehérje C-termindlis vége az elsd splice akceptor hely utan egy
5 as-bol allé farkat kap, mig a masodik akceptor hely utan egy stop kodon kévetkezik. Ezzel
szemben az AAV-2-ben egy 16, illetve 7 as-bol allo rovid farok kapcsolodik a fehérje C-
terminalis végéhez. Az AAV-5-ben ez a jelenség nem figyelhetd meg, mivel az intronban két
poliadenilacios szignal talalhaté (Qiu és mtsai, 2002).

A VP1 kapszid fehérje (27. abra) N-terminalis részén talalhat6 foszfolipaz A, domén a
genom legmegorzottebb régidja, a méhek és a kigyok mérgében talalhato foszfolipazzal mutat
hasonlosagot (Zadori és mtsai, 2001; Girod és mtsai, 2002). Szerepe a fertdzés soran a virus

sejthez valo kotddésében, a sejtbe valo bejutasaban van.
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A BLASTX analizis, a genomszervezddés ¢és a filogenetikai szamitasok eredményei
alapjan a SAAV a Dependovirus nemzetségbe tartozik. A Dependovirus nemzetség tagjai kozott
mindeddig csak emldsokbol és madarakbol szarmazo virusokat ismertek.

A PV-ok genomja nem kodol DNS-fiiggd DNS-polimerazt ezért szaporodasukhoz S-
fazisban 1évo sejteket, vagy mint a Dependovirus nemzetség tagjai helper-virusokat (adeno-,
herpes-, papillomavirusokat) igényelnek szaporodasukhoz (Buller és mtsai, 1981; McPherson és
mtsai, 1982; Hoggan és mtsai, 1968; Walz és mtsai, 1997). Ezért a genom elemzéseket megelozd
iddben az 6nallo szaporodasra képes vizimadar PV-okat, a liba Derzsy-féle betegségét okozo és
a barbari kacsa-parvovirust Parvovirus nemzetségbe soroltak. Teljes genomszekvenciajuk
megismerése utan (Zadori és mtsai, 1995) kideriilt, hogy e virusok mind genomszervezddésiik,
mind pedig filogenetikai rokonsaguk alapjan valdjaban a Dependovirus nemzetségbe tartoznak
(Tattersall és mtsai, 2004).

Az AAV-2 replikaciojat, génexpressziojat és a splicing-mechanizmusokat AdV-ok
jelenléte erdsen stimulalja. Meghatarozott koriillmények kozott, pl. differencialodo elszarusodd
laphamban azonban az AAV-2 énmagaban is képes replikaciora (Meyers és mtsai, 2000). Az
AAV-5-bdl késziilt fertdzd klonnal késziilt kisérletek azt mutattak, hogy az AAV-5 replikacidja
kevésbé fiigg az AdV-ok jelenlététdl (Chiorini és mtsai, 1999). Még nem tudjuk, hogy az
altalunk vizsgalt PV képes-e onalloan szaporodni vagy szaporodasahoz helper-virus jelenlétét
igényli. Azonban az a tény, hogy mindeddig AdV-ok mellett mutattak ki, arra enged
kovetkeztetni, hogy a SAAV is helper-virus jelenlétét igényli szaporodasahoz. Ennek
meghatarozasa az altalunk létrehozott infektiv klon segitségével még tovabbi kisérleteket

igényel.
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SAAV
GPV
AAV2

26. abra. A SAAV (serpentine adeno-asszocialt virus), liba-parvovirus (GPV; Zadori és mtsai,
1995) és az adeno-asszocialt virus 2 (AAV-2; Srivastava és mtsai, 1983) a nem-szerkezeti
fehérjéinek (REP) aminosav szekvencia illesztése. A replikacio kezdd motivumok (I és IT) be
vannak keretezve. A II-es motivumban a megdrzott tirozin reziduumok jelolésdh . A
konszenzus szekvencidban a ,,&” jeld aminosavak hidrofob reziduumok. A haromtagu helikaz
szupercsaladba tartozo I1I-as motivum (A, B és C) pontos alahuzassal van jelélve. Az NTP kotd
motivum félkdvér betltipussal van jelolve. A feltételezett nuklearis lokalizacios szignalok (NLS)

——————————— MAFYEVVFRLPRD-NNNLLDEDRYQPELKEEDDWPEEYLTSEDASFIGL
MALSRPLQISSDKEYEVIIRLSSPIDQDVPGLSLNFVEWLSTGVWE--PTGIWNMEHVNL
—————————— MPGEYEIVIKVPSDLDEHLPGISDSFVNWVAEKEWELPPDSDMDLNLIEQ

I

AYAVLSE-IRRFEGKELQWFAQVEWCP---====~' TAGYHMHVLLNHPKLSNQTYGRKVN
PMVTLAEKIKNIEIQRWNQFNQ-DETDFFFQLEEGSEY JHLHCCIAQGNVRSFVLGRYMS
APLTVAEKLQRDELTEWRRVSKAPEALFFVQFEKGESYHHMHVLVETTGEVKSMVLGRFLS
Konszenzus
II
ELACRIV-DTFGLINPEEVISTHYVKSNYGHKKVRVIHLESYLKNYFFRKTLAPPNYTEE
QIKDSIIRDVYEGKQIKIPDWFAITKTKRG--GONKTVTAAYILHYLIPKKQPELQWA -~
QIREKLIQRIYRGIEPTLPNWFAVTKTRNGAGGGNKVVDECYIPNYLLPKTQPELQWA-~

KONSZENZUS Y& Y& K

GDYKREEEVVLWAFTNIVAWKPFVRNLIKRSELATVPKQPENPAGDGPAPRVTAGTRHFM
--FTNMPLFTAAALCLQKRQELLD---AFQESDLAAPLPDPQASTVAPLISNRAAKN-YS
--WTNMEQYLSACLNLTERKRLVAQHLTHVSQTQEQNKENQNPNSDAPVIRSKTSAR-YM

ETIDWLVKHGITTEREFCHANRPLYLSMLASTSGAGQIKRALDOAKHMMTSTMSAEDYLT
NLVDWLIEMGITSEKQWLTENRESYRSFQOATSSNNRQVKAALENARAEMLLTKTATDYL T
ELVGWLVDKGITSEKQWIQEDQASYISFNAASNSRSQIKAALDNAGK IMSLEKTAPDYLV

A
TEEDVIEPPTENRIYKIMKLNRYDPELAAALFYGWTCKNEGKRNT IWLYGPATTGKT I IA
GKDPVLDI-TKNRVYQILKMNNYNPQYIGSILCGWVKREENKRNAIWLYGPATTGKTNIA

GQQOPVEDI-SSNRI¥KILELNGYDPQYAASVFLGWATKKEGKRNT IWLFGPATTGKTNIA

B
QAIAHAVKLFAGVNWINENFPECNCPGKLLT! TNKMVETAKCILGGSAVPVDIK
EAIAHAVPFYGCVNWTINENFPENDCVDKMLIWWEEGKMTNKVVESAKATILGGSAVRVDOK

EAIAHTVPFYGCVNWINENEPENDCVDKMV] TAKVVESAKATILGGSKVRVDOK

Cc
GKPAEMCPQTPCIITSNTNMCQOVYDGNSSSFEHQEPLEERMEMFRLNTKLPSTEGKITEE
CKGSVCIEPTPVIITSNTDMCMIVDGNSTTMEHRIPLEERMEQIVLSHKLEPSFGKISKK
CKSSAQIDPERPVIVISNTNMCAVIDGNS TTFEHQQPLODRMEKFELTRRLDHDEGKVTKQ

NLS NLS
EVKOFITWGRSLKVQVPHQFRVPTTGEYKRPAPEAKAHSSDEPPKEKVA-—-===-==-~
EVREFFKWANDNLVPVVSEFKVRTNEQTNLPEPVPERANEPEEPPKIWAPPTREELEELL
EVKDEFRWAKDHVVEVEHEEYVKKGGAKKRPARPSDADISEPKRVRESVAQPSTSDAEAST

sk kkk k%
—----RIDDSLTRYVNNIDESATSREMFLEIANTNQCMLHHCFSCTECYPELLDDMDKEQ-
RASPELFSSVAP-IPVTPONSPEPKRSRNNYQVR-CALHTYDNSMDVFECMECEKANFPE
NYADRYQNKCSRHVGMNLMLFPCRQCERMNQONSNICFTHGQKDCLECFPVSESQPVSV-—

FQPLGENYCDEHGWYDCAICKELKNELAEIEHVFELDDAENEQ 627
VKKAYQKLCYIHHIMGKVPDACTACDLVNVD----LDDCIFEQ 621
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alahtizas jelzi. A cink-kétd motivum cisztein és hisztidin reziduumainak jelolése *. Sziirke
hattérrel a megdrzott aminosavakat jelsltiik.
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VPl

SAAV - —~-MDFLDDFFADKYKETVNELGKPVN, KHISEAH----- SQPGS:! 48
GPV —---MSTFLDSFEEWYETAAASWRNLKAGAPQ: QQSQSVSPDREPERKDNN] 57
ARV2 MAADGYLPDWLEDTLSEGIRQWWKLKPGPPPPKPAER-———------~ HKDDS| 49
saav 108
Gpv 117
AAV2 109
R &s VP2 3
SAAV L NALFQGKKTL L TPVGKTSEKHKLDEYYP-— 158
GPV FGGNLGK; RILEPF! D! I TAPAKKNTGKLTDHYP- 170
ARV2 FGGNLGI RVLEPL| [EPVKTAPGKKRPVEHSPVEPDSSSGTGKAGQQPARK 169

VP3

SAAV QIPAPPKGGEEEATSSQSGGS-PAGSDTSGTS TGGGGP] IDNQGAE| [SSGD 217
GPV EVSAGGGSSAVQDGGATAEGTEBVAAS = EGGGG. 1SSGGAD! 225
ARV2 RLNFGQTGDADSVPDPQPLGQP| PSGLGTN' TGSGAPI INEGAD| S 229
SAAV ITK] iDH| KS| 'TY¥GNHLYGPINFDGTTGSGAN, K 277
GPV SO T} KT 'S I¥KAIT--SGTSQDANVQ! 'S 283
ARV2 IST] D] TS| T ILYKQIS--SQSGASNDNHYFGYS! 287
SAAV F [HTGT| GLKI) 'TQDSTK! IFADEN 337
GPV 'S [HWG T SLKFKI 'TODOTK! H v TDDE 343
ARV2 'S ' FELENT QNDGET TDSE 347
SARV YD TQGTF 'FML; CELQG--NSGKFVD 395
GPV HOJ TEGT! SDVYAL, GYCTMHTNQNGARFND) 403
ARV2  YQ HOGCL| Fl GYLTLN---NGSQAVGRSS 404
SARV EEQFKFEE! GWAQ: L IGDYGTDASGNL-----~— IYHR 449
GPV EFTFDFEE! FAH FNEVDSSRNA-----~— QFKK 457
ARV2 'TESYTEED! SYAH! 1| YYLSRTNTPSGTTTQSRLQFSQ 464

SAAV GPNDLNEFYKI 'YECIQNINS-SDNTKNANS INGSNSTNKWGLQGRQAWD. FV 508
GPV KGAYGTMG] ILBGPKFLDQRVRAYTGGTDNYANWNIWSNGNI] KDRQYLLQPGPV 517
ARV2 GASDIRDQS! [LPGPCYRQQRV-SKTSADNNNSEYS-WTGATKYHLNGRDSLVNPGPA 522

SAAV QASTYEGARAGQSLLNGVLTFDKSS--ATTSSPAATAVNRTIEDEIQG FGNARNNIV 566
1
IED)

GPV SATYTEGEASSLPA-QNILGIAKDPYRSGSTTAGISDI APENGVGWKPYGRT 576
ARV2 MASHKDDEEKFFPQ-SGVEIFGKQG--SEKTNVDIEKVM:. EEIRTINPVATEQYGSV 579

SARV AINQQTKGTNPTTGSTSQFETI [SNRD T iH| 626

GPV VTNEQNTTTAPTSSDLDVLGAL; ONRD I K] L 636

ARV2 STNLQRGNRQAATADVNTQGVL, QD] H| H| LI 639
IL) DPPTTFNPMPQTSFITE T} L) QKES 686

GPV H] QVF]| \DPPVEYVHQKWN Q ICT} L I 696

ARV2 Kl QIL| STTFSAAKFASFITO! SVEIEWELQ) I 699

SARV F [FGTSDPAVDGIPEGINNLGT! SRP; ISKH 726

GPV F [FSNRT----ST PNETGG D LTON: 732

ARV2 Y] [YNKSV----NVDETVDTN| SEPRP| 'LTRN; 735

27. abra. A SAAV (serpentine adeno-asszocialt virus), liba-parvovirus (GPV; Zadori és mtsai,
1995) és az adeno-asszocialt virus 2 (AAV-2; Srivastava és mtsai, 1983) szerkezeti fehérjéinek

[}

=

o
g
=

e

5]

62



(VP) aminosav szekvencia illesztése. A foszfolipdz A, motivumot aldhtizas, a Ca* kotd hurkot *
és a katalitikus hatasu reziduumokat & jeloli. A VP1, VP2 és VP3 fehérjék feltételezett kezdd
metionin és triptofan reziduuma félkovér betatipussal van kiemelve. Sziirke hattérrel a megdrzott
aminosavakat jeldltiik.
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Kovetkeztetések

Meghataroztuk az 1-es szerotipusu kigyo-adenovirus teljes nukleotid-sorrendjét. A
genom mérete 27.751 bp. Szekvencia-analizissel homoldgia alapjan azonositottuk a SnAdV-1
lehetséges fehérjét kodolo szakaszait, és meghataroztuk azok pontos helyét a genomban. A
SnAdV-1 genomszervezddésének jellegzetességei megegyeznek az Aradenovirus nemzetség
tobbi ismert tagjanal megfigyeltekkel. Ezek koziil legfontosabb a genom bal oldalan talalhato
p32K, valamint az LH1 és LH2 gének jelenléte. A genom kozépsd része megdrzitt, itt az egyes
nemzetségek kozott is kevés eltérés figyelhetd meg. A genom jobb végén az E4 régidban az
atadenovirusokra jellemzo megduplazodott 34K gént és egy RH gént talaltunk. Az RH gének
szama a tobbi atadenovirusban 2-5, melyek valoszinileg génduplikacié eredményeként jottek
Iétre. Minddssze két olyan ORF-et talaltunk, amelyeknek az eddig ismert atadenovirusokban
nincs homoloégja. Ezek egyike (ORF1) a génbankban eddig elhelyezett szekvenciak koziil
egyetlennel sem mutatott hasonlosagot. A masik ORF homoldgja, érdekes modon, a
mokuscickany-adenovirusaban eléforduld 105R gén.

A mastadenovirusokétol eltérd genomszervezddés alapjan feltételezhetd, hogy a tobbi
nemzetségben, igy az atadenovirusokban is a replikacio eltér a jol jellemzett menettdl. A hianyzo
fehérjék szerepét valosziniileg mas fehérjék latjak el. Az V-os és IX-es szerkezeti fehérjék
hianya és az emiatt megvaltozott szerkezet is lehet a szarvasmarha atadenovirusoknal megfigyelt
nagyobb horezisztencia magyarazata (Bartha, 1969). Mas tényezok mellett a VA RNS hianya is
lehet oka az atadenovirusok csokkent szaporodoképességének. E szempontoknal a
siadenovirusok vizsgalata érdekes lenne, mert azokban minddssze 5 olyan gén van, ami nem
csalad-specifikus.

A genomtérkép azonossaga mellett a filogenetikai vizsgalatok is egyértelmiien
bizonyitottak, hogy a SnAdV-1 az atadenovirusok csoportjaba tartozik, és annak legdsibb
képviseldjének bizonyult.

E virusok kozos eredetét tovabbi bizonyitékok, az tn. ,,shared derived” tulajdonsagok is
megerdsitik. Ezek kozé sorolhatjuk a hexon gén vége és a proteaz gén eleje kozotti 4 nt atfedést,
amelyhez hasonlé mas nemzetségbeli virusoknal nincs, viszont valamennyi atadenovirusban
megfigyelhetd. Megemlithetd tovabba a proteolitikus felismerési helyek megdrzottsége. Mig a
mastadeno- és aviadenovirusokban I-es tipusii (M/L/I)XGG’X és Il-es tipust (M/L/DXGX’G
proteolitikus felismerési helyek talalhatoak a pVII fehérjében, az atadenovirusokban IT-es ésIII-
as tipust, azaz (M/L/I)XAX’G proteolitikus felismerési helyet azonositottuk. igy all-esésIll-as
proteolitikus felismerési hely szekvenciainak konszenzusa (N/M/L/TI)X(A/G)X’G.



Marschangtol késdbb kapott, két kozonséges oriaskigyobol (Boa constrictor) szamazd
AdV izolatumbol PCR segitségével felerdsitett részleges genomszekvenciak tokéletesen
megegyeztek egymassal (Marschang és mtsai, 2003) és a gabonasiklo, valamint azzal korabban
azonosnak talalt kirdlypiton izolatum szekvencidival. Ugy tiinik, hogy Németorszagban a
fogsagban tartott 6riaskigydk azonos tipusu AdV-sal fertdzottek.

A kigyo-adenovirusok (atadenovirusok) elterjedtségére vonatkozoan szeroldgiai
felmérést végeztek Marschang és munkatarsai (2003). Négy orszagbol gy(jtottek savomintakat,
melyekben a sejtmagzarvanyokbol izolalt és atadenovirusnak bizonyult virustorzzsel szembeni
ellenanyagok jelenlétét vizsgaltak. A 262 (vadon €15 és tenyésztett kigyobol vett) minta 14,5%-a
bizonyult pozitivnak virus-semlegesitési probaval. Marshang szeroldgiai vizsgalatai uttord
jellegtiek, de nem lehet tudni, hogy az alacsony virus-semlegesitési titerek oka nem épp aze,
hogy mas orszagok, foldrészek kigyodiban tovabbi atadenovirus fajok is eldfordulnak.

Legiijabban Wellehan és mtsai (2004) a Floridai Egyetem Allatorvosi Karan kiilonféle
vadon €15 és tenyésztett gyikokbol PCR segitségével AdV-ok jelenlétét mutattak ki. Az altaluk
vizsgalt mintakbol felerdsitett és szekvenalt DNS-polimeraz génszakaszok alapjan végzett
filogenetikai szamitasok szerint ezek az AdV-ok is atadenovirusoknak bizonyultak. Ez is
bizonyitja, hogy a hiillokben feltehetdleg sokféle szerotipusu atadenovirus fordul eld, hiszen a
legkonzervativabb DNS-polimeraz — gén-szakaszban is vannak eltérések. Korabbi
feltételezéseinkkel szemben e révid DNS-polimeraz génszakaszok, valamint a SnAdV-1genom
G+C tartalma meglepd médon kiegyensulyozottnak (~50%) bizonyult. Az Atadenovirus
ili A+T tartalma

nemzetség ugyanis épp az idesorolt virusok feltinden eltolodott, 60% ko
alapjan lett elnevezve. Az atadenovirusok e szembeting tulajdonsdga még a filogenetikai
szamitasok eldtt feltint. Késobb feltételezték, hogy az adott virus bazis -osszetétele hasonlit
gazda kromoszomajanak bazis-osszetételére (Harrach, 2000). Ez alatimasztotta volna az
atadenovirusok hiilld eredetét, mivel tudjuk, hogy a hidegvériek kromoszémalis DNS-ének
altalanosan kevés a G+C tartalma, és a G+C gazdag szigetek csak a hiillokben kezdenek
megjelenni (Hughes és mtsai, 1999).

Mivel minden eddig vizsgalt hiillo-adenovirus atadenovirusnak bizonyult, ez
nagymértékben alatimasztja a kiindulo feltételezést, miszerint az atadenovirusok hiilld
eredetiick, és csak aranylag késon keriiltek gazdavaltassal kérddzokre, madarra és erszényes
emldsre. Jelenlegi elképzeléseink szerint az 0j gazdaban (madar, kérddzd, erszényes) az erds
szelekcios nyomas hatasara a genom G+C tartalma jelentds mértékben csokkent (Benkd és
Harrach, 2003). Ennek oka lehet, hogy gerincesekben a szervezet szamara idegen DNS-ben
talalhaté CG dinukleotidokat a konstitutiv (,,innate””) immunrendszer Toll-like receptor 9 (TLRY;

Kandimalla és mtsai, 2003) segitségével felismeri, tehat aranyuk csokkenése elonyds lehet a
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virus talélése szempontjabol (Aderem és Hume, 2000). Ez is alatamasztani latszik azt a
hipotézisiinket, miszerint a hiillokbdl izolalt atadenovirusok végig egyiitt fejlodtek gazdaikkal,
mig a madar, erszényes és kérddzd atadenovirus esetében gazdavaltas tortént, és még nem volt
idejiik alkalmazkodni az ij gazdahoz. Ezt tinik erdsiteni az a tény is, hogy szamos atadenovirus
erdsen patogén, sulyos megbetegedést, illetve elhullassal is jaro jarvanyt okoz (Benkd és
Harrach, 2003).

Az egyetlen hal-adenovirusbol szarmazo részszekvenciara ugyancsak 50% koriili G+C
tartalom jellemzd (Kovacs és mtsai, 2003). Erdekes azonban, hogy a Siadenovirus nemzetség két
eddig ismert tagja, a FrAdV-1 és THEV ugyanakkor A+T gazdag genommal rendelkezik. A

jelenség okanak felderitése tovabbi vizsgalatokat igényel.

Meghatéroztuk a serpentine adeno-asszocialt virus teljes nukleotid-sorrendjét. Uj
modszert dolgoztunk ki a PV-ok ITR szekvenciainak szekvenalasara. A genom mérete 4432 bp,
és a genom két végén elhelyezkedd ITR szekvenciak 154 nt hosszusaguak, Y alaka hajtd
szerkezetet képeznek. A SAAV genomszervezddése és génjeinek filogenetikai elemzése alapjan
a legnagyobb hasonldsagot az AAV-okkal mutatta. Létrehoztunk egy, a SAAV teljes genomjat
tartalmazo pBluescript IT KS plazmidot, mely alapja lehet késdbb eldallitandé (pl. human
gyogyaszati célu) ekombinans virusoknak is. A SAAV teljes genomjat tartalmazo klon
értékesitésre keriilt.

Mind a SnAdV-1, mind a SAAV elemzésének vannak kovetkezményei a rendszertanra
vonatkozoan. Korabban a taxonok elnevezése a biologiai tulajdonsagokon alapult (pl. gazdafaj
vagy szaporodoképesség). Ma igyekeznek mindent genetikai (evolucios) alapokra helyezni, a
besorolasi kritériumok kozott egyre nagyobb jelentdségre tesz szert a virusok
genomszervezddése, illetve a virusok kozotti filogenetikai viszonyok. Az atadenovirusok
neviiket az elsdként vizsgalt genomok magas A+T (57-66%) tartalmardl kaptak. Ez az elnevezés
ma mar nem teljesen helytallo, mivel az eddig megismert hiills-adenovirusok bazis -osszetétele
kiegyensulyozottnak mondhat6 (~50% A+T tartalom), azonban a hiilld-adenovirus elnevezés
sem lenne sokkal szerencsésebb, hiszen az elsd megismert atadenovirusok gazdai nem hiillok
voltak. A Dependovirus nemzetség elnevezése sem pontosan fedi az odatartozé virusok
jellegzetességeit, mivel genomszervezddésiik alapjan ma mar az 6nallo szaporodasra képes
vizimadar PV-okat is ebbe a nemzetségbe soroltak.

A kedvtelésbdl tartott allatok kozott az utdbbi idoben a hiillok vilagszerte novekvo
népszeriiségre tesznek szert, megjelentek az allatorvosi praxisban, igy betegségeik és korokozoik
vizsgilata is egyre fontosabba valik. A tendencia hazankban is megfigyelhetd. A kiilonféle

virusok eldfordulasara vonatkozdan foként csak korszovettani, illetve elektron-mikroszkopos
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vizsgalatok eredményeire alapozott megfigyeléseket talalunk. A modern diagnosztikai eljarasok
elsdsorban a virus-eredetdi nukleinsav kimutatasat, illetve szekvencia-elemzését foglaljak
magukba. Az egyes hiilld-megbetegedések virusos oktanara vonatkozé kutatasok csupan az
utobbi néhany évben gyorsultak fel, ezért csak néhany virusbol allnak rendelkezésre részleges

vagy teljes genomszekvencia adatok, melyek segitségével PCR modszerek dolgozhatdk ki.
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Uj tudomanyos eredmények és megallapitasok

1. A vilagon elsoként hataroztuk meg egy hiillobdl izolalt adenovirus, a SnAdV-1 teljes
nukleotid sorrendjét, azonositottuk lehetséges fehérjét kodolo szakaszait.

2. Megallapitottuk, hogy a SnAdV-1 genomszervezddése az atadenovirusok
jellegzetességeit mutatja és a filogenetikai szamitasok soran minden esetben az
atadenovirusokkal keriilt egy csoportba. fgy tovabb valoszinasitettiik azt a feltételezést,
hogy az atadenovirusok kozvetlen dsei a hiillok adenovirusai lehettek.

3. Egy mindeddig ismeretlen ORF jelenlétét mutattuk ki a SnAdV-1-ben, valamint
megtalaltuk egy nemrégiben leirt, egyelore ismeretlen funkciojii fehérje (105R) génjének
homoldgjat, amelynek eldfordulasat eldttiink csak a mokuscickany (Tupaia belangeri)
adenovirusaban irtak le.

4. Uj médszert dolgoztunk ki a parvovirus ITR szekvenalasara.

5. Meghataroztuk a SnAdV-1-et is tartalmazo izolatumban jelen levd kigyo-parvovirus
teljes nukleotid sorrendjét. Azonositottuk a SAAV feltételezett szerkezeti és nem-
szerkezeti fehérjéit kodold szakaszait. Megallapitottuk, hogy genomszervezddése a
dependovirusok jellegzetességeit mutatja.

6. Filogenetikai szamitasokkal a SAAV minden esetben a dependovirusokkal keriilt egy
csoportba.

7. A SAAV genomjat egész darabban molekularisan klonoztuk. Ez a feltehetden infektiv
klon tovabbi vizsgalatokban alkalmas lehet annak meghatarozasara, hogy a SAAV énallo
replikaciora képes-e, vagy helper-virust, adeno- vagy herpesvirust igényel

szaporodasahoz.
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Melléklet

Az illesztésekhez felhasznalt fehérjék génbanki elérhetdsége

Teljes AdV genomszekvenciak

Génbanki elérhetéségi szam

BAdV-2 AF252854
BAdV-3 AF030154
BAdV4 AF036092
CAdV-1 Y07760
CAdV-2 U77082
EDS 09598
FAQV-1 U46933
FAdV9 AF083975
FrAdV-1 AF224336
HAdV-2 J01917
HAdV-5 M73260
HAdV-12 X73487
HAdV-17 AF108105
HAdV-40 19443
MAdV-1 U95843
OAdV-7 U40837
PAdV-3 AF083132
PAdV-5 AF289262
SAdV-21 AR101858
SAdV-25 AF394196
THEV AF074946

Tovabbi AdV hexon szekvenciak

Génbanki elérhetéségi szam

BAdV-5 AF207658

BAdV-6 AF207659

BAdV-7 AF238232

BAdV-8 AF238233

EAdV-1 L79955

EAdV-2 L80007

FAdV-10 U26220

GAdV-1 AF207660

HAdV-3 X76549

HAdV-4 AF065062

HAdV-7 X76551

HAdV-16 X74662

HAdV-19 AF161565, X98359, Y17250
HAdV-41 X51783

HAdV-48 U20821

OdAdV-1 AF198354

Rus-térzs EI6 P. (nem publikalt eredmény)
SnAdV-1 AY082603

Tovabbi AdV proteaz szekvenciak

Génbanki elérhetéségi szam

BAdV-1 Evans, P. S. (nem publikalt eredmény)
BAdV-6 Szathmary, R. (nem publikalt eredmény)
BAdV-7 X53989

BAdV-10 AF027599

EAdV-2 L80007

HAdV-3 X13271

HAdV-4 M16692

HAdV-41 M21163

OAdV-3 AF 153447

OAdV-5 Szathmary, R. (nem publikalt eredmény)
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Rus-térzs

EIS, P. (nem publikalt eredmény)

SnAdV-1 AY082603
Tovabbi AdV p32K szekvenciak Génbanki elérhetéségi szam
EDS CAAT70797
Rus-t6rzs AF238880
SnAdV-1 Farkas S. L. (nem publikalt eredmény)
Tovabbi AdV pVII szekvenciak Génbanki elérhetéségi szam
FAdV-10 L08450
HAdV-4 U70921
PoAdV-1 AF249333
SnAdV-1 Farkas S. L. (nem publikalt eredmény)

Parvovirus szekvenciak

Génbanki elérhetéségi szam

AAAV AY186198
AAV2 J01901
AAV3b AF028705
AAV4 U89790
AAV5 AF085716
AAV6 AF028704
AAV7 AF513851
AAV8 AF513852
A6 AY064475
Aleuti mink disease virus M20036
B19 P07298
BPV M14363
Bovine3 PV AF406967
Canine PV M19296
CnMV AF495467
Chipmunk PV U86868
Feline PV M38246
Goose PV U25749
H-1 X01457
Kilham rat PV AF321230
Lulll PV M81888
MinkAba D00765
MMV J02275
Mouse1 PV U12469
Muskovy duck PV U22967
Pig-tailed macaque PV AF221123
Porcine PV U44978
Rat1a PV AF036710
Rhesus macaque PV AF221122
Simian PV U26342
V9 AJ249437
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