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Elozmények, célkitizések

Kutatomunkam kezdetekor az Adenoviridae csalad rendszertani beosztisa
gyokeres valtoztatasok eldtt allt. Az adenovirusokbol meghatarozott teljes, illetve
részleges genomszekvenciak alapjan végzett filogenetikai elemzések rohamosan novekvo

mennyisége egyre meggydzobb bizonyitékokat szolgaltatott arra vonatkozdan, hogy a

. .

ovirus és Avi

kozel 30 éve kialakitott két nemzetség (M ovirus) kivételnek
szamito tagjait (j nemzetségekbe lehet és kell besorolni.

A kiilonbozo gének dsszehasonlitasara alapozott adenovirus torzsfa rekonstrukciok
kezdetben egyértelmaen harom csoport elkiiloniilését mutattak. Késdbb vilagossa valt,
hogy a harom leszarmazasi vonal haromf¢le jellegzetes genomszervezddésnek felel meg.
Javaslat sziiletett a Nemzetkozi Virusrendszertani Bizottsag (ICTV, International
Committee on the Taxonomy of Viruses) szamara, hogy a Mastadenovirus nemzetségben
taldlhato, elsdsorban szarvasmarhabol szarmazé kivételek uj nemzetségbe keriiljenek az
egyik rendhagy6 madar-adenovirussal, az EDS-virussal egyiitt (egg drop syndrome), ami
kordbban az aviadenovirusok un. III. csoportjat alkotta. Az ujonnan kialakitandd
nemzetségnek vegyes gazdaeredete miatt az Atadenovirus elnevezést ajanlottak, mivel
valamennyi ismert tagjaban igen alacsonynak talaltdk a genom G+C aranyat.

A gazdafajok és adenovirusaik filogenetikai Osszehasonlitisa alapjan merész
hipotézis sziiletett. Az atadenovirusok viszonylagos filogenetikai tavolsdga az avi- és
mastadenovirusokhoz képest hozzavetdlegesen megfelelt a melegvéra és valtozo
testhomérsékletd gerincesek relativ filogenetikai tavolsaganak. A hasonlo aranyok
alapjan elképzelhetonek tint, hogy az atadenovirusok dsibb gerincesekkel fejlodtek
egyiitt, és a napjainkban kérddzokben, erszényesben és madarban eldforduld torzsek
esetleg gazdavaltas révén keriiltek mai gazdaikba. A hipotézis vizsgalatdhoz halakbol,
kétélttekbol és hiillokbol szarmazo adenovirus izolatumok beszerzésére és vizsgalatara
volt sziikség.

Az egyetlen 1étezd béka-adenovirus izolatum genom-szintli vizsgalata kideritette,
hogy az Aviadenovirus genusban II. csoportként elkiilonitett, pulykak vérzéses
bélgyulladasat okozé THEV-vel (turkey haemorrhagic enteritis virus) egy negyedik

csoportot képez. Filogenetikai elkiiloniiltségiik és sajatos szervezddési, szialidaz



enzimekével homoldg gént tartalmazd genomjuk alapjan e két virus szamara egy
negyedik nemzetség létrehozasat javasoltak Siadenovirus néven.

Az atadenovirusok eredete utan nyomozva hataroztuk el hiillokbol szarmazd
adenovirusok beszerzését és genetikai vizsgalatat. Célul tiztiik ki a német kollégak altal
rendelkezésiinkre bocsatott, gabonasiklobol (Elaphe guttata) szarmazo adenovirus torzs
teljes genomjanak klénozasat, DNS szekvencidjanak meghatarozasat, és elemzését. A
kiralypitonbol (Python regius) izolalt adenovirus szekvenalasa soran azonositottunk egy
olyan klont, ami a filogenetikai elemzés alapjan 0j parvovirusnak tnt, ezért érdekes

kutatasi feladatnak igérkezett a piton-eredeti parvovirus genom-szinti vizsgalata is.

Anyag és modszer

A virus-DNS tisztitasa

A gabonasiklobol (Elaphe guttata) szirmazé 145/88-as szami adenovirust,
valamint a kirdlypitonbol (Python regius) sziarmazé 91/88-as és a kozonséges
oriaskigyobol (Boa constrictor) szarmazo 183b/88-as szamu, adenovirust és parvovirust
is tartalmazo, kevert izolatumokat viperasziv (VH-2; ATCC CCL 140) és leguansziv
(IgH2; ATCC CCL 108) sejtvonalon, Németorszagban elszaporitottadk, majd
ultracentrifugalassal koncentraltdk. Az ultracentrifugalt mintdkat proteinaz K enzim
jelenlétében inkubaltuk, a szennyezd anyagokat fenolos kezeléssel tavolitottuk el, majd a
virus-DNS-t etanollal kicsaptuk.

A 91/88-as szamu izolatumbol célzottan a parvovirus-DNS-t tisztitottuk. Ekkor a
fenolos kivonast megeldzden natrium-kloridot adtunk a mintdhoz, ami eldsegitette az

egymassal komplementer pozitiv és negativ DNS-szalak dsszetapadasat.

A kigyé-adenovirus molekuliris klonozisa

Mivel a DNS mennyisége nem volt elegendd fizikai térkép elkészités¢hez,
véletlenszer( klonozast végeztiink. Kezdetben a PstI fragmentumokat tartalmazo6 klénok
kétoldali szekvendlasaval probaltuk azok genombeli elhelyezkedését meghatarozni, majd
a PstI klonok altal le nem fedett teriiletet Smal klonok, illetve polimeraz lancreakcid

(PCR) segitségével vizsgaltuk.



A kigyé6-parvovirus klénozasa és az ITR szekvenilasa

A kiralypitonbdl szarmazé adenovirus izolatum PstI restrikcios enzimmel végzett
véletlenszer klonozasa soran a kiséroként jelen levd parvovirus genomjanak kozépsd
részét tartalmazé klont nyertiink. A hidnyzo 3’ és 5 véget Pstl és EcoRV enzim
segitségével klonoztuk. Teljes genomot tartalmazo, infektiv klon 1étrehozasa céljabol, a 3
parvovirus-DNS fragmentumot megfeleld iranyultsagban dsszeépitettiik a pBluescript IT
KS plazmidba.

A genom két végén taldlhato ITR (forditott vég-ismétlddés) masodlagos szerkezete
lehetetlenné tette a szekvenalast. A masodlagos szerkezet megsziintetéséhez DN-4zos
kezelést, ezt kovetden Eco01091 restrikcids enzimmel végzett részleges emésztést

végeztiink.

DNS szekvenalas és szekvencia elemzés

A tisztitott plazmid-DNS-t, illetve PCR terméket mindkét iranybol szekvenaltuk. A
szekvendlasi reakciot BigDye Terminator V3.1. Cycle Sequencing (ABI) készlettel
végeztiik és ABI 3100 kapillaris szekvenalon futtattuk. Mas esetekben a reakciot
SequiTherm™™ Excel II, Long-read" ™ KIT-ALF"™ készlet (Epicentre Technologies), az
elektroforézist pedig ALF™ Express (Pharmacia) hasznalataval hajtottuk végre. PCR
termékek kozvetlen szekvenalasdhoz a Szegedi Bioldgiai Kozpont szolgaltatasat vettiik
igénybe. A szekvencidk elemzése a Lasergene programokkal tortént (DNASTAR Inc.). A
fehérjéket kodold gének azonositisa a GenBank (NCBI) és a sajat adenovirus
adatbdzissal szemben fut6 BLASTX homologia keresd programokkal tortént.
Feltételezett splicing esetén az akceptor és donor helyek megéllapitasa a NNSPLICE 0.9

program segitségével tortént.

Filogenetikai szimitasok

A homolég szekvenciak illesztése a MultAlin programmal tortént. Az illesztések
szerkesztéséhez a GeneDoc programot hasznaltuk.

Filogenetikai szdmitasokhoz a PHYLIP programcsomagot hasznaltuk (PHYLIP
v3.5¢ http://evolution.genetics.washington.edu/phylip.html). A virusok kozétti evoltcids

kapcsolatot a nukleotid és aminosav szekvencia illesztések parszimonia (DNAPARS;



PROTPARS) és tavolsagi matrix (DNADIST; PROTDIST) analizisével vizsgaltuk. A
tavolsagi matrixokbol a fakat a legtobbszor FITCH program segitségével allitottuk eld.
elemzéssel teszteltiik (SEQBOOT) Ilyenkor a legvaloszinlibb fat és a bootstrap értékeket
a CONSENSE program segitségével szamitottuk ki. A fakat a TreeView 1.5.2 program

segitségével jelenitettik meg.

Eredmények

A kigyé6-adenovirus

A kigyo-adenovirus (SnAdV-1) genom minden szakaszan legalabb két fiiggetlen
reakcio soran hataroztuk meg a nukleotid sorrendet. A genom mérete 27751 bazisparnak
bizonyult, G+C tartalmat az egész genomra vonatkoztatva 50,21%-nak talaltuk. Osszesen
27 nyitott leolvasasi keretet (ORF) valdszindsitettink szekvencia elemzéssel ¢és

homoldgia kereséssel (1. abra).

LH1, LH2 pllla pVil pVI protaz  pvill
E1b-55K 52K 1l pX hexon 100K 33K fiber
p32K vaz Pol pTP DBP Uexon E43 ORF1

E42 RH1
E41 105R

1. 4bra. A kigyo-adenovirus genomszervezddése.

Az atadenovirusokra jellemzden az E1A helyén, de az ellentétes szalon a p32K
szerkezeti fehérje génjének feltételezett homoldgjat azonositottuk. Homologia kereséssel
az V-0s és a IX-es szerkezeti fehérjéket kodolo gének, illetve az E1A és E3 régiok
megfeleldit nem lehetett azonositani, ezek hianyoznak a genombdl. A foemldsok
mastadenovirusaiban leirt (a pTP és 52K fehérjéket kodolo gének kozott helyezddd) VA
RNS-t kodold szekvenciak sem talalhatoak meg a SnAdV-1 genomban. A genom jobb
végén az E4 régioban két olyan ORF-et azonositottunk (ORF-1, 105R), melyek csak a
SnAdV-1-ben fordulnak eld.



Az 2. dbran az adenovirusok hexon fehérje szekvencidjan alapul¢ filogenetikai
elemzés lathato. Megfigyelhetd, hogy az adenovirusok négy csoportja jol elkiiloniil. A
SnAdV-1 az Atadenovirus nemzetség tagjaival keriilt egy csoportba, és elsd leagazasként

annak legdsibb képviseldjének latszik.

Aviadenovirus

Mastadenovirus

19

4817 16
4140 8217,
12 8§25
Siadenovirus

eps Kigyg

10% Atadenovirus

2. 4bra. A adenovirusok hexon fehérjéjének aminosav illesztésén alapuld, gyokértelen

filogenetikai fa.

A kigyé6-parvovirus

A kiralypitonbol izolalt parvovirus (serpentine adeno-associated virus; SAAV)
teljes genomjat klonoztuk és szekvenaltuk. A SAAV genomja 4432 nukleotid méretiinek
bizonyult, mindkét végén rovid ITR szekvencia talalhato. Az ITR-ek elsd 122 nukleotidja
Y alaku hajtt képez. Az Y két aganak szekvencidja eltérd.

A pozitiv szalon két ORF-et azonositottunk, melyek feltételezhetden a nem-
szerkezeti (REP1, REP2) ¢és a kapszid (VP1, VP2, VP3) fehérjéket kodoljak. A
genomban harom feltételezett promoter régié talalhato, ezekrdl irédnak 4t alternativ
splicing-gal a REP (p5, p19) és VP (p40) gének. A SAAV genomszervezddése a

dependovirusokéval megegyezdonek bizonyult.
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3. 4bra. A nem-szerkezeti fehérjék aminosav illesztésén alapulo, gyokértelen

filogenetikai fa.

A nem-szerkezeti fehérjék filogenetikai elemzésének eredménye a 3. abran lathato.
A Parvovirinae alcsaladon beliil 6t egymastol jol elkiiloniild csoportot kaptunk, és a
SAAV a madarak parvovirusaival és a foemldsok adeno-asszocialt virusaival keriilt egy

csoportba.

Kovetkeztetések

A SnAdV-1 genomszervezddésének jellegzetességei ~megegyeznek az
Atadenovirus nemzetség tobbi ismert tagjanal megfigyeltekkel. Ezek koziil legfontosabb
a genom bal oldalan talalhaté p32K, valamint az LHI és LH2 gének jelenléte. A genom
kozépso része megorzott, az egyes nemzetségek kozott is kevés eltérés figyelhetd meg. A
genom jobb végén, az E4 régioban az atadenovirusokra jellemzd, megduplazodott 34K
gént és egy RH gént talaltunk. Az RH gének szama a tobbi atadenovirusban 2 5, melyek
génduplikacio eredményeként jottek létre. Minddssze két olyan ORF-et taldltunk,
amelyeknek az eddig ismert atadenovirusokban nincs homoldgja. Ezek egyike (ORF1) a

génbankban eddig elhelyezett szekvenciak koziil egyetlennel sem mutatott hasonldsagot.



A masik ORF homoldgja érdekes modon a mokuscickany adenovirusaban eldforduld
105R gén.

A genomtérkép azonossaga mellett a filogenetikai vizsgalatok is egyértelmiien
bizonyitottak, hogy a SnAdV-1 az atadenovirusok csoportjaba tartozik, és feltehetden
annak eddig ismert legdsibb képviseldje.

E virusok kozos eredetét tovabbi bizonyitékok, az un. ,shared derived”
tulajdonsagok is megerdsitik. Ezek kozé sorolhatjuk a hexon gén vége és a proteaz gén
eleje kozotti 4 nukleotid atfedést, amelyhez hasonld mas nemzetségbeli adenovirusnal
nem fordul eld, viszont valamennyi atadenovirusban megfigyelhetd. Megemlithetd
tovabba a virus altal kodolt protedz enzim proteolitikus felismerési helyeinek
megdrzottsége a prekurzor fehérjék aminosav szekvenciajaban. Mig a mastadeno- és
aviadenovirusokban I-es tipusa (M/L/IXGG’X és Il-es tipusu (M/L/IXGX'G
proteolitikus felismerési helyek taldlhatok a pVII fehérjében, az atadenovirusokban Il-es
és IlI-as tipusu, azaz (M/L/T)XAX’G proteolitikus felismerési helyet azonositottuk.

A SnAdV-1 genom G+C tartalma meglepd modon kiegyensulyozottnak (~50%)
bizonyult. Legtjabban Wellehan és mtsai (2004) kiilonféle vadon €16 és tenyésztett
gyikokbol PCR segitségével adenovirusok jelenlétét mutattak ki. A vizsgalt mintakbol
felerdsitett és szekvenalt DNS-polimeraz génszakaszok alapjan végzett filogenetikai
szamitasok szerint ezek is atadenovirusoknak bizonyultak, d G+C tartalmuk szintén
kiegyensulyozott.

Mivel minden eddig vizsgalt hiillo-adenovirus atadenovirusnak bizonyult, egyre
valoszinlbbnek latszik a feltételezés, miszerint az atadenovirusok hiilld-eredetiiek, és
csak aranylag késon keriiltek gazdaviéltassal kérodzokre, madarra és erszényes emldsre.
Erdekes ellentmondés van azonban a hiillskben talalt, valamint a feltételezéseink szerint
gazdavaltdson dtesett atadenovirusok bazis-osszetétele kozott. Ugy tanik, hogy az Gj
gazdaban (madar, kérodzd, erszényes) erds szelekcios nyomas hatasara a genom G+C
tartalma jelentds mértékben csokkent (Benkd és Harrach, 2003). A szelekcio
elképzelhetd okai kozott szerepelhet a gazdafajokhoz valo jobb alkalmazkodas, az
azokban 1évd mastadeno-, illetve aviadenovirusokkal valé verseny, vagy az
immunrendszer elkeriilése. A gazda immunrendszerével a legtobb adenovirus igen
bonyolult kélcsonhatdsban van, amelynek eredményeként gyakori a tiinetmentes,

perzisztens fertdzés. Igy a gazdavéltas valésziniiségét erdsiti az a tény is, hogy szdmos



atadenovirus erdsen patogeén, ¢s sulyos megbetegedést, illetve elhullassal is jaro jarvanyt

okozhat.

A SAAV genomszervezddése és génjeinek filogenetikai elemzése alapjan a
legnagyobb hasonlésagot az adeno-asszocialt virusokkal mutatta. Létrehoztunk egy, a
SAAV teljes genomjat tartalmazo pBluescript II KS plazmidot, mely alapja lehet késobb
eldallitando (pl. human gyogyaszati célt) rekombinans virusoknak is. Ezt a klont ,.know-

how”-ként értékesitettiik is.

Mind a SnAdV-1, mind a SAAV elemzésének vannak koévetkezményei a
rendszertanra vonatkozdan. Korabban a taxonok elnevezése a biologiai tulajdonsagokon
alapult (pl. gazdafaj vagy szaporodoképesség). A besorolasi kritériumok kozott
napjainkban egyre nagyobb jelentdségre tesz szert a virusok genomszervezddése, illetvea
virusok kozotti filogenetikai viszonyok. Az éltalunk vizsgalt két virus taxondmiai
besorolasa is ezek alapjan tortént. A végsd cél olyan rendszertan kialakitdsa, ami az
evolucids viszonyokat is a legjobban tiikrozi. Az atadenovirusok neviiket az elsoként
vizsgalt genomok magas A+T (57-66%) tartalmardl kaptak. Ez az elnevezés ma mar nem
teljesen helytallo, mivel az eddig megismert hiillo-adenovirusok bazis-Osszetétele
kiegyensulyozottnak mondhaté (~50% A+T tartalom), azonban a hiills-adenovirus
elnevezés sem lenne sokkal szerencsésebb. A Dependovirus nemzetség elnevezése sem
pontosan fedi az odatartozo virusok jellegzetességeit, mivel genomszervezddésiik alapjan
ma mar az 6nallo szaporodasra képes vizimadar-parvovirusokat is ebbe a nemzetségbe
soroltak.

A kedvtelésbdl tartott allatok kozott az utobbi idoben a hiilldk vilagszerte novekvo
népszeriiségre tesznek szert, megjelentek az allatorvosi praxisban, igy betegségeik és
korokozoik vizsgalata is egyre fontosabba valik. A tendencia hazankban is
megfigyelhetd. A szakirodalom adatai szerint a hiillokben a virusos fertdzottség nem
ritka, azonban a kiilonféle virusok eldfordulasara vonatkozoan foként csak korszovettani,
illetve elektron-mikroszkopos vizsgalatok eredményeire alapozott megfigyeléseket
taldlunk. A modern diagnosztikai eljardsok elsdsorban a virus-eredetdi nukleinsav
kimutatasat, illetve szekvencia-elemzését foglaljsAk magukba. Az egyes hiillo-

megbetegedések virusos oktanara vonatkozo kutatasok csupan az utobbi néhany évben
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gyorsultak fel, ezért csak néhany virusbol allnak rendelkezésre részleges vagy teljes

genomszekvencia adatok, melyek segitségével PCR moddszerek dolgozhatok ki.

Kutatasaim eredményei tehat a gyakorlat szamara is hasznosithat6 adatokat szolgaltatnak.

Uj eredmények és megallapitisok

1.

A vildgon elsoként hataroztuk meg egy hiillobdl izolalt adenovirus, a SnAdV-1

teljes nukleotid sorrendjét, azonositottuk lehetséges fehérjét kodolo szakaszait.

. Megallapitottuk, hogy a SnAdV-1 genomszervezddése az atadenovirusok

jellegzetességeit mutatja és a filogenetikai szamitasok soran minden esetben az
atadenovirusokkal keriilt egy csoportba. Igy tovébb valoszindsitettik azt a
feltételezést, hogy az atadenovirusok kozvetlen Osei a hiillok adenovirusai
lehettek.

. Egy mindeddig ismeretlen ORF jelenlétét mutattuk ki a SnAdV-1-ben, valamint

megtalaltuk egy nemrégiben leirt, egyelore ismeretlen funkcidju fehérje (105R)
génjének homologjat, amelynek eldfordulasat eldttiink csak a mokuscickany

(Tupaia sp.) adenovirusaban irtak le.

. Uj médszert dolgoztunk ki a parvovirus ITR szekvenalasara.

. Meghataroztuk a SnAdV-1-et is tartalmazo izolatumban jelen levd kigyo-

parvovirus  (SAAV) teljes nukleotid sorrendjét. Azonositottuk a SAAV
feltételezett szerkezeti ¢és nem-szerkezeti fehérjéit kodold —szakaszait.
Megallapitottuk, hogy genomszervezddése a dependovirusok jellegzetességeit

mutatja.

. Filogenetikai szamitasokkal a SAAV minden esetben a dependovirusokkal keriilt

egy csoportba.

. A SAAV genomjat egész darabban molekularisan klénoztuk. Ez a feltehetden

infektiv klon tovabbi vizsgalatokban alkalmas lehet annak meghatarozasara, hogy
a SAAV onallo replikaciora képes-e, vagy helper-virust (adeno- vagy

herpeszvirust) igényel.
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