Szent Istvan Egyetem, Allatorvos-tudomanyi Kar
Bioldgiai Intézet
Magyar Tudomanyos Akadémia Agrartudomdnyi Kutatokdzpont

Allatorvos-tudomanyi Intézet

Majom-adenovirusok molekularis szintii 6sszehasonlito vizsgalata

Készitette: Foldes Katalin

Témavezetok: Dr. Harrach Baldzs és Vidovszky Marton

MTA Agrartudoményi Kutatékdzpont Allatorvos-tudomanyi Intézet

Budapest
2013



Tartalomjegyzék

TartaloMIEEYZEK .....oeeeeriieiie et et e e e et e et e e st e e et e e e e e e enb e e e nbaeenaaeenaeas 1
ROVIATEESEK JEZYZEKE ..ottt ettt et ee s enee 2
BEVEZETIES ...ttt ettt et 4
Trodalmi AHEKINTES .....c.eiiiiiiiiee et ettt et et 6
Az adenovirusok Altalanos 1€1rasa .........couieuiiiiiiiiiiie e 6
A VITION JEIIEMZOT......eeiiiiiiieiiieiieeie ettt ettt eae e e nneas 7
TV2 €5 NEXOM ..ottt ettt ettt st 8
A mastadenovirusok altalanos bemutatasa ............ccoeueeiiiiiiiiiiiniiiie e 8
A simian adenovirusok rendSZEIeZESe ... ....c..eeiuiiiiiiiiiiiieiieeie e 10
Az jvilagi és félmajmok filogenetikal VISZONYal .......cccveervieriieniieeiieiieeie e 11
CRIKITUZESEK ..ottt ettt ettt b et e e enees 13
ANYAZ €8 MNOUSZET......eeiuiieiieeiiieiie ettt ettt et ettt esateebeestteeaseeseeeaseesseenseesseesnseessseenseenseas 14
A MINEAK @TE@ACTE. ...ttt ettt ettt et e e e ebeens 14
DNS kivonésa széklet mintakbOl..........coocooiiiiiiiiiiiiie e 15
PR ettt ettt bttt b et h ettt ettt 15
PCR erMEK tISZEASA. .....eveenieiiieiiieieeieee ettt sttt 17
DINS SZEKVENALAS ...ttt et 18
Bioinformatikai KI€rteKelEs .........coouiiiiiiiiiiee e 18
GHC ArANY SZAMIAS ......eiiiiiie it ettt e e e et e e s ee e sabee e eabeeeaaeeeaseesneeas 20
EIedmEnYEk .....coouviiiiiiiee et ettt et eaeen 21
IMEEDESZEIES. ..ot et e e e e e e et e e et e e et e e enaa e e tbaeenreeenaeeennes 27
OSSZETOZIALAS ...ttt 32
SUMIMIATY ...ttt e ettt e sttt e st e e st e e sabteeeabeeeabeeenbeesnseesnaeesneeas 33
KOSZONEINYIIVANITAS .....eieviiiiiiiiieeie ettt ettt ettt e et e e aaeebeeseaeenneens 34
TrOdAlOMIEZYZEK ......ooeneeieeee ettt et e e e e e e e naeeenees 35



aa
AdV
A C G, T

CPRev

dNTP

EDTA

g1
%)

HAdV
JTT

ml
mM
mp

MTMam

mV
PCR
pH

pmol
SAdV
SDS
TAE

UV

Roviditések jegyzéke

amino acid (aminosav)

adenovirus (adenovirus)

adenine, cytosine, guanine, thymine nucleotide (adenin, citozin, guanin, timin
nukleotid)

base pair (bazispar)

chloroplast proteins substitution model (chloroplast fehérje szubsztiticios
modell)

dezoxiribonukleotid-trifoszfatok keveréke

early (korai)

ethylenediaminetetraacetic acid (etilén-diamin-tetra-ecetsav)

gram (gramm)

gravitational acceleration (gravitacids gyorsulas)

gamma distribution (gamma eloszlas)

human adenovirus (human adenovirus)

Jones-Taylor-Thornton matrix

late (késo1)

million (millid)

milliliter

millimolar (millimol)

masodperc

mammalian mitochondrial proteins substitution model (eml6s mitochondrialis
protein szubsztitucios modell)

millivolt

polymerase chain reaction (polimerdz-lancreakcio)

pondus Hidrogenii (hidrogénion-kitevd /az oxéniumion koncentracio tizes
alapt negativ logaritmusa)

picomol (pikomdl)

simian adenovirus (majom-adenovirus)

sodium dodecyl sulphate (natrium-lauril-szulfat)

trisz-acetat EDTA

unit (egység)

ultraviolet (ibolyantuli)



VT Vingron resolvent method (Vingron-féle szubsztitocids modell)

ul mikroliter



Bevezetés

Az els6é adenovirus (AdV) leirasok mar az 50-es években megjelentek (HULL, et al., 1956).
Az AdV-ok természetes virusai a gerinces fajoknak, beleértve az embert is. Az
adenovirusokat 6t elfogadott nemzetségbe soroljak: Mastadenovirus (csak emldsokben),
Aviadenovirus (csak madarakban), Atadenovirus (pikkelyes hiillokben, kérédzokben,
madarakban), Siadenovirus (békaban, madarakban, Sulawesi tekndsben), Ichtadenovirus
(halban; HARRACH, et al., 2011). Legtjabban egy hatodik nemzetség 1étrehozésat javasoltak
a feltételezhetéen a tekndsokkel egyiitt fejlodott AdV-ok szaméra: Testadenovirus (csak
tekndsokben; DOSZPOLY, et al., 2013). A Mastadenovirus nemzetségbe tartozé6 human
adenovirusok (hét fajba sorolva: Human adenovirus A-t6l G-ig; HAdV-A — HAdV-G) és
simian adenovirusok (egyetlen elfogadott fajjal: Simian adenovirus A; SAdV-A) alkotjak a
féemlosok rendjének képviseldiben eléfordulé AdV-okat. Az AdV-ok fontos human és allati
patogének is lehetnek. Olyan kutatdsok modell szervezetei tovabba, melyek a sejt ciklus
kontrollalasaval, DNS replikécioval, transzkripcioval, splicing mechanizmussal, virus-gazda
interakcidval és/vagy az apoptozis jelenségével foglalkoznak (BERGET, et al., 1977; WOLD
and CHINNADURALI, 2000). Kutatadsuk soran a 90-es évektol vektorként vald hasznalatukra
terelodott a figyelem (RUSSEL, 2000). Az AdV-ok alkotjdk az egyik legnépszeriibb vektor
rendszert a virus alapu génterdpia és vakcindzas teriiletén, egyben daganatos betegségek
gyogyitasara probaljak alkalmazni (RUSSEL, 2000, TUBOLY and NAGY, 2001;
COLLOCA, et al. 2012; CHEN, et al., 2013; CHENG, et al., 2013; KIM, et al., 2013;
SHARMA, et al., 2013). Kutatdsokat végeztek human szervezetben talalhatd neutralizalo
ellenagyag mennyiségét illetden azért, hogy felmérjék, mennyire lenne sikeres a rekombinans
AdV vakcindk hasznalata. Az emberekben eldfordul6 HAdV-ok elleni neutralizalo
ellenanyagok magas aranya miatt a ritkdbban el6forduldo HAdV-ok, illetve az emberrel
tavolabbi rokonsagban allo ujvilagi és félmajmokban eléforduld eddig nem ismert SAdV
szerotipusok alternativ megoldast jelenthetnek a vektoralapt génpdtlds, vakcindzas és a
daganatellenes terdpia soran (XIANG, et al., 2006; ROY, et al., 2009; ERSCHING, et al.,
2010; OHARA, et al., 2012).

Mindezen tulajdonsagaikon kiviil, széles korti eléfordulasuk a valtozatos gazda
allatokban, és a nagymértékben megorzott genom-szervezddésiik, az AdV-okat idealis
modellé teszi a virus evoluci6 vizsgalataban is (HARRACH, 2008). A gazdaval torténd mai

egylttélésiik feltételezések szerint altalaban a koevolucid eredménye. A virdlis fajképzodés



ennek megfeleloen jol tiikrozi tobbek kozott a Homininae alcsalad fajképzodését, de
esetenként eléfordul a fajon beliili illetve fajok kozotti gazdavaltds is (BENKO and
HARRACH, 2003; ROY, et al. 2009). Az AdV-ok egészséges allatokban is magas
prevalenciat mutatnak. A foemlésok AdV-ai koziil a legjobban kutatottak az emberfélék
(Hominidae) AdV-ai. Kevéssé ismertek azonban a szélesorri majmok (Platyrrhini) vagy mas
néven Ujvilagi majmok nagycsaladjanak AdV-ai, mig a félmajmok (Prosimii) adenovirusairdl
egyetlen kozolt molekularis adat sem all rendelkezésre. Csupan két évvel ezel6tt publikaltak
az elsé ujvildgi majom-AdV genom adatokat (WEVERS, et al., 2011). A filogenetikai
elemzésekbdl a nem 6vilagi majom-adenovirusok ismert szekvencia hianyaban eddig mindig
kimaradtak.

Ez a szakdolgozat egyes ujvilagi és félmajom-AdV gének PCR-el vald részleges
felerdsitése révén 1j adenovirusokat ir le, e virusok biodiverzitasarol szolgal adatokat, tovabba
a nyert szekvenciak eldzetes filogenetikai jellemzése utjan koevolucios vizsgalatot végzett a

gazda és virus fajok kozott.



Irodalmi attekintés

Az adenovirusok altalanos leirasa

Az Adenoviridae csaladba jelenleg 6t elfogadott nemzetséget sorolunk: Ichtadenovirus,
Siadenovirus, Atadenovirus, Aviadenovirus és Mastadenovirus (HARRACH, et al., 2011). Az
Ot nemzetség nagyjabol megfeleltethetd a gerincesek 6t fobb osztilyanak, de véarhatd tovabbi
nemzetségek alapitasa is. Nincsenek rendelkezésre alld fosszilidk, és még nem ismert a
legkozelebbi kozos 0Osiik, ugyanakkor adott az AdV-ok legkozelebbi rokona, mely a
Tectiviridae csaldadba tartozd enterobaktérium fag. Egyes kutatdsok szerint az
adenovirusoknak kozeli rokona még a zold alga egyik virusa (Paramecium bursaria Chlorella
virus 1), és egy Archea virus is (HARRACH, et al., 2011).

Szinte minden gerincesben talalhaté AdV, a halaktdl az emldsokig. Egy virus fajnak
azonban altaldban csak egy gerinces faj a természetes gazddja, mellyel egyiitt fejlodtek.
Megjelenésiiket tobb mint 400 millié évvel ezeldttre becsiilik. A koevolucid mellett azonban
ismertek olyan esetek, amikor gazdavaltas tortént, és ezek evolicids szempontbol akar nem
tal régi események is lehetnek: pl. az ember rendelkezik a ma ismert legtobb Homininae

AdV-sal is (HARRACH, 2008; http://www.vmri.hu/~harrach/ ADENOSEQ.HTM). PCR

technikat alkalmazva nagyszamu uj AdV-t azonositottak az utdbbi évtizedekben, de in vitro
tenyésztésiik tobbnyire nem megoldott a megfeleld sejt kulturdk hianya miatt (HULL and
MINNER, 1957; PAPP, et al., 2009; VIDOVSZKY and BOLDOGH, 2011). Néhany human,
ill. allati AdV okozhat megbetegedést, s6t halalt is, de a legtobb faj nem okoz betegséget
egészséges egyedekben (BENKO, 2008). A leggyakoribb tiinetek féemlésokben:
gastroenteritis, keratokonjuctivitis €s akut 1égzdszervi megbetegedések.

Korabban immunkémiai modszerek és bioldgiai tulajdonsagaik alapjan osztalyoztdk az
AdV-okat, manapsag azonban evolucids tavolsaguk alapjan (BENKO and HARRACH, 2003;
DE MOTES, et al,, 2011; LU, et al., 2011). A filogenetikailag kozeli tipusokat k6zos fajba
soroljak. A faj szintl elkiilonités alapja altalaban a kovetkezd tulajdonsagok alapjan torténik

(HARRACH, et al., 2011):

A DNS-polimeraz alapjan szdmitott filogenetikai tavolsag (>5-15%)
Genom-szervezddés

Nukleotid dsszetétel (G+C%)

Gazda specificitas

Kereszt-neutralizacio



e Rekombinacids képesség

A virion jellemz6i

Az AdV-ok burok nélkiili, ikozahedralis, linearis, dupla-szali DNS-sel (26-45 kb) rendelkezd

virusok, melyeknek 70-100 nm az atmérdje (1. abra). A kapszid 240 csucs nélkiili

Il {hexon)
I {pentan
hase)

Ia

protease
terminal
protein

1. abra. Az AdV kapszid és fehérjéi (HARRACH et al, 2011).

kapszomerb6l (hexon), melyek mindegyike 8-10 nm &tmérdjli, valamint 12 csucsos
kapszomerbdl (pentonalap) all, mely utébbiak mindegyikébdl kinyulik legalabb egy fiber (9-
77.5 nm); a pentonalap és a fiber alkotja egyiitt a pentont, mely a kapszid szétesésekor is még
gyakran egyben marad (HARRACH, 2008). A hexon és a penton kozott mas, kisebb fehérjék
talalhatok, ugymint a Illa, VI, VIII, IX proteinek, melyek stabilizaljdk a szerkezetet
(RUSSEL, 2000). Tovabbi kisebb fehérjék helyezkednek el a kapszidon beliil és altalaban a
DNS-t stabilizaljak (IVa2, V, X). A DNS molekula tartalmaz egy forditott terminalis
1ismétlodést (ITR) is, a virus kddolta terminalis protein (TP) pedig kovalensen kotodik az 5°-s
véghez minden DNS szdlon. Az AdV genomok G+C tartalma 33,6% és 66,9% kozott
valtozik. A gazdafajt valtdo, nem hiillé-eredetii atadenovirusok ¢€s a siadenovirusok
genomjanak alacsonyabb a G+C tartalma (vagyis genomjuk magasabb A+T dinukleotid
arannyal rendelkezik). Az alacsonyabb G+C tartalom a feltételezések szerint a gazdavaltas
eredménye (BENKO és HARRACH, 2003). A genom kozépsd része megbrzétt genom-
szervezOdésl, mig a két véget nagy valtozatossadg jellemzi hosszban és gén tartalomban
egyarant (HARRACH, et al., 2011). Az evolucidé sordn az AdV-ok genomjanak mérete
novekedhetett rekombinaci, gén felvétel és duplikacié révén (BENKO and HARRACH,
2003; DAVISON, et al., 2003). A legtobb genus specifikus gén a genom két végén, és



kiilonosen a jobb genomvégen talalhatd. A specifikus gének teszik lehetévé a nagyfoku

alkalmazkodast a kiillonb6zo bioldgiai nichekhez (DAVISON, et al., 2003).

IVa2 és hexon

A Va2 fehérje génje a genomon a korai valtozékony és a kés6i megdrzott transzkripcios
egységek hataran helyezkedik el, mely egy tgynevezett késleltetett korai egység (2. abra).
Kulcs szerepe van az enkapszidacidban (csomagolodasi folyamatban), ezen beliil is a kapszid
Osszeépiilésében, valamint részt vesz a viralis kromoszoma csomagolasdban is. Szerepet
jatszik tovabba a promoter transzkripcids aktivalasaban is (ZHANG and IMPERIALE, 2000).
Egy vertexen 6-8 Va2 talalhatdo (CHRISTENSEN, et al., 2008).

legelején kb. 300 bp és a majd 3000 bp hosszii gén egész masodik fele) aranylag jol
megOrzott, ezért alkalmas altaldnos PCR primer tervezésre (KISS, et al., 1996a). A hexon,
egyes régioinak (l-es €s 2-es hurok az emlitett megdrzott szakaszok kozott) jellegzetes

valtozékonysaga miatt nagyon alkalmas 11j izolatumok tipizalasara (DE MOTES, et al., 2011).

Mastadenovirus: SAdV-25 (HAdV-E)
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2. abra. Mastadenovirusok genom-szervezédése (DAVISON, et al., 2003).

A mastadenovirusok altalanos bemutatasa

A Mastadenovirus nemzetségbe csak emlésok AdV-ai tartoznak. Betegséget altalaban csak
mas, gyengitd koriilmények hatdsara okoznak (pl. nagy tomeg, bakteridlis fertdzes, stb.).
Akad azonban kivétel, ilyen a canin adenovirus, mely hepatitist vagy 1égzdszervi
megbetegedést okoz kutydkban, tovabba epizootikus betegséget rokdkban, medvékben,
farkasokban, prérifarkasokban ¢€s borzokban is (KISS, et al.,, 1996b). A HAdV okozta
betegségek legjellemzobb tiinetei a conjunctivitis, keratoconjunctivitis, akut 1égzdszervi
megbetegedés és gastroenteritis. (JONES, et al., 2007; BENKO, 2008; HARRACH, et al.,
2011; WEVERS, et al., 2011). Féemldsok adenovirusait eddig a kovetkezd AdV fajokba
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soroltak: HAdV-A — HAdV-G és a SAdV-A. Viszont szdmos majom-AdV izolatumot még
nem soroltak be fajba. A mai napig legalabb 65 kiilonb6z6 HAdV (geno)tipust javasoltak (ez
51 bizonyitott szerotipusnak és néhany tovabbi rekombinansnak vagy szekvencia alapjan 4j
szerotipusnak feltételezett AdV-nak felel meg) (WALSH et al., 2009; MATSUSHIMA, et al.,
2013).

Hagyomaényosan szeroldgiai modszerekkel, a gazdafaj és a kérokozo képesség alapjan
kiilonitették el az egyes genusokat, manapsag azonban a filogenetikai tdvolsdg és a genom-
szervezOdési kiillonbség a dontd. Az ismert mastadenovirusok genom mérete 30.536 bp és
37.860 bp kozott valtozik. G+C tartalmuk 43,6-63,9%. ITR szakaszaik altalaban hosszabbak
(93-371 bp) és komplexebbek mas nemzetségekhez viszonyitva. Az tgynevezett genus-
specifikus fehérjék, melyek csak ebben a nemzetségben talalhatok meg, a kovetkezdk: protein
V, IX valamint az E1A, E1B, E3 ¢és az E4 régiobol a legtobb fehérje (HARRACH, 2008;
HARRACH, et al., 2011). A mastadenovirusok genomja négy korai transzkripcios egységbe
szervezddik (E1, E2, E3 és E4). Ezeknek szabalyozd és replikacids funkcioi vannak. A két
késleltetett korai egység (IX és IVa2) és egy o késoi transzkripcids egység pedig a kapszid
fehérjék szintézisét iranyitja (HARRACH, et al., 2011). Genom-szervezddésiik a 2. abran
lathato.

A féemldsok novekvo mértékben felelosek a zoonotikus betegségek eldfordulasaért.
Virusfertézések leggyakrabban kozeli fizikai kontaktusbol szdrmaznak (pl. allatkertben).
Tovabbi ilyen fertdzési mod lehet a foemldsok vadaszata és azok fogyasztasa. A fajok kozotti
transzmisszid a kiilonb6z0 patogének esetén ember és majom kozott a filogenetikai
kozelségtol fiigg. Egy ismert példa a transzmissziora a HIV virus, mely a HIV-nek megfeleld
simian virus (SIV) emberre torténd tobbszords transzmisszios esemény kovetkezménye. Az
Ebola virus is foemldsokhoz kothetd. Kabdcamajmok (mds néven titi majmok) esetén halalos
tidégyulladasban ¢&s hepatitisben megnyilvanuld AdV fert6zés Iépett fel, mely soran
megfertézodott az egyik kutato is (WEVERS, et al., 2011). Az AdV eldéfordulasa az
emberekben igen gyakori, ami magas védettséget eredményez a leggyakoribb szerotipusok
ellen. Ez viszont rontja az esélyeit a HAdV alapi vektor vakcindk hatdsossaganak.
Ugyanakkor, tavolabbi rokon majom-AdV ellen érthetéen nincs ellenanyag a humaén
populédcidokban. Néhany simian AdV vektor, melyekbe immunizalasra szolgéald fehérje génjét
épitették be, képes volt megkeriilni az immunoldgiai barriereket és hatékony védelmet

nyujtani a cél patogének ellen (LU, et al., 2011).



A simian adenovirusok rendszerezése

A korai vizsgalatok idején a HAdV-okhoz hasonléoan a SAdV-okra is alkalmazhatonak
talaltdk a klasszikus hemagglutinacids teszteket. A 4 SAdV hemagglutinacids csoport
analognak tlint a négy HAdAV hemagglutindciés csoporttal (RAPOZA, 1967). Ennél
pontosabb eredményeket adtak a virusneutralizacids szerotipus elkiilonitések. Manapsag
filogenetikai tdvolsag alapjan csoportositjuk az AdV-okat.

A legelso izolatumok 6vildgi, nem emberszabast majmokbdl szarmaztak (KIM, et al.,

1967; VASILEVA, et al., 1978). A ma ismert és egymastol a virusneutralizacios probaval
elkiilonitett  szerotipusok a  kovetkezdek: makakobol (SAdV-1 —  SAdV-15),
szavannacerk6fbol (SAdV-16 — SAAV-18, SAdV-20), pavianbol (SAAV-19) és csimpanzbol
szarmaz6 AdV-k (SAdV-21 — SAdV-25) (ROY, et al. 2004; KOVACS, et al., 2005).
Az elsd szekvendlt majom-AdV-ok csimpanzbol izolalt tipusok voltak: SAdV-21 — SAdV-25
(FARINA et al., 2001; ROY, et al., 2004). Az els6 kozolt teljes ovilagi majom-AdV genom
szekvencia a SAdV-3 genomja volt, és ez tette lehetévé az elsO teljes genetikai
Osszehasonlitast ovilagi majom-, csimpanz- €s human AdV kozott és sziilte az igényt egy 1j
AdV faj létrehozasara (SAAV-A; KOVACS, et al., 2004). Mara mér t5bb mint 50 SAdV-t
azonositottak és szekvenaltak immar gorillabdl €s bonobdbdl is, az 1j tipusok nevének a
SAdV-25.2 — SAdV-50-et adtik. (KOVACS, at al., 2005; ROY, et al., 2009, 2012; DE
MOTES, et al., 2011). Azsiai emberszabéstakbol (orangutanok, gibbonok) azonban még nem
irtak le AdV-t.

A HAdV-B, HAdV-C és a HAdV-E-be tartoz6 SAdV-ok nagy emberszabdsuakbol,
mig a HAdV-G-be tartozoak 6vilagi, nem emberszabasu majmokbol szarmaznak. SAdV-ok a
HAdV-A, HAdV-D ¢és HAdV-F fajokban jelenleg nincsenek. A legtobb SAdV-t fogsagban
tartott egyedek bélsar mintaibol izolaltak, vagy mutattdk ki. Vadallatokbdl keveset ismeriink
(ROY, et al., 2004; WEVERS, et al., 2011).

Ujvilagi majmok koziil eddig 6 fajban irtak le AdV fertézést: &ji majom (dotus sp.),
kabécamajom (Callicebus cupreus), kozonséges selyemmajom (Callithrix jacchus), torpe
selyemmajom (Callithrix pygmaea), fehérajku tamarin (Saguinus labiatus) és gyapjasfejii
tamarin (Saguinus oedipus) (CHEN, et al., 2011; GAL, et al., 2011; WEVERS, et al., 2011;
HALL, et al., 2012). 2011-ben publikaltdk az els6 ujvilagi majom-AdV szekvenciat (CHEN,
et al., 2011). A GenBank-ban csak ez, a rezes kabocamajom (Callicebus cupreus) AdV-anak
teljes genomja szerepel, a Saguinus oedipus és Callithrix pygmaea AdV-ainak pedig csak

részleges genomja érheté el (GAL, et al., 2011; HALL, et al., 2012). A SAdV-ok speciacidja
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bizonyos vonatkozasban tiikr6zi a foemlosok fajképzodését, vagyis koevolucio tételezhetd fel
gazda és virusa kozott (BENK@ and HARRACH, 2003; KOVACS et al., 2004; ROY et al.,
2009). E mellett kimutathatdéan a fajok kozotti transzmisszio is szerepet jatszott az AdV-ok
mai gazdainak kialakuldsaban (BENKO and HARRACH, 2003; PURKAYASTHA, et al.,
2005; ROY, et al. 2009).

Az ajvilagi és félmajmok filogenetikai viszonyai

A féemldsok a legjobban tanulmanyozott emlés rend. Legkozelebbi kozos Osiik 64,9-72,6 M
éve jelenhetett meg (JAMESON, et al.,, 2011). Az Euarchontoglires 6regrendjén beliil a
foemlosok (Primates) rend az aldbbi két alrendre oszthatd: orrtiikkr6sok (Strepsirrhini:
makialkatiak, lajharmaki-alkattak, szétvaldsuk 52 M éve tortént) és orrtiikor nélkiliek
(Haplorrhini). Szétvalasukat 64 M évvel ezelottre becsiilik. Utobbi az alédbbi alrendagakba
oszthatd: koboldmaki-alkatuak (Tarsiiformes: koboldmakifélék) ¢€s majomalkatiiak
(Simiiformes), mely tovabb oszthaté az aldbbi csoportokra: keskenyorri majmok/ovilagi
majmok (Catarrhini: emberszertiek, cerkofszeriiek, szétvalasuk 29 M évvel ezelott tortént) €s
szélesorri majmok/tjvilagi majmok (Platyrrhini). Szétvalasukat 43 M évvel ezeldttre teszik.
Az Gjvilagi majmok filogenetikailag monofiletikus kladot alkotnak, kozel 25-35 M éve
alakultak ki Dél-Amerikdban és a Karibi térségben. A Paleocén-Oligocén iddszak alatt
jelentek meg, ekkor izolalodtak az 6vilagi majmoktdl. Amerikdban nagy bioldgiai radidciot
mutattak, mely a csoportra jellemzd valtozatossagot eredményezte (ma 15-17 nemzetség ¢€s
125 faj ismert), mely megmutatkozik mind az éldhely-, életmddvalasztasban, mind pedig a
morfologidjukban (PEREZ, et al., 2012). Szdmos molekuléris vizsgalat és bioinformatikai
elemzés ellenére sem sikeriilt még teljesen megérteni filogenetikai kapcsolatrendszeriiket. A
csoportba tartozo csaladok: csuklyasmajomfélék (Cebidae), pdkmajomfélék (Atelidae),
satanmajomfélék (Pithecidae) ¢és ¢é&jimajomfélék (Aotidae). A jelenlegi filogenetikai
szamitasok az éjimajomfélék €s a tobbi csalad kapcsolatat illetden nagy bizonytalansagot
mutatnak, ¢és hasonld képet kapunk a satanmajomfélék esetében is. Minden filogenetikai
megkozelités 3  monofiletikus  jvilagi majom csaladot kilonit el egyértelmien:
pokmajomfélék, csuklyasmajomfélék, és satdnmajomfélék. Némely kutatasban kozelebbi
filogenetikai kapcsolatot mutattak ki a pdkmajomfélék és csuklydsmajomfélék, mashol az
¢jimajomfélék és csuklydsmajomfélék csaladja kozott. A bizonytalansagot jelzi, hogy a
filogenetikai szamitdsok sordn kapott posterior valdszinliségek alacsonyabbak ezeknél a

konfliktusos facsomdpontoknal (PEREZ, et al., 2012). Opazo és munkatarsai szerint a
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Maximum Parszimdnia modszer alapjan a pdkmajomfélék és csuklydsmajomfélék alkotnak
testvér csaladokat kozeli rokonsagban a satinmajomfélékkel. Mig a Maximum Likelihood és
Bayesian modszer alapjan a pokmajomfélék és satanmajomfélék kozos csoportot alkotnak
kizarva a csuklydsmajomféléket. Nemcsak csaladok kozott, hanem egyes csaladokon beliil is
vannak nem tisztazott kapcsolatok (pl. pokmajomféléknél) (OPAZO, et al., 2006).

A félmajmok (Prosimii) rendszerezésében is akadnak bizonytalan elemek. Maga az
elnevezés is sokdig egy nem monofiletikus csoportot jelolt, mely a hagyomanyosan 6sibbnek
tartott tulajdonsagokkal rendelkezd majmokat tartalmazza. A csoport a ma €16 foemldsoktdl a
késo Paleocén idoszakban valhatott el. Egyediilallo morfologiai bélyegeik is hozza jarulnak
ahhoz, hogy egyes kutatasok szerint nem keriilhetnek egy agra a foemldsokkel. A legtobb mai
kutatas 3 €6 foemloés kladot kiilonit el: 1.) igazi majmok alrendje (Anthropoidea): ovilagi
majmok (Platyrrhini) és Ujvilagi majmok (Catarrhini), 2.) orrtiikrosok alrendje (Strepsirrhini):
makialkatiak (Lemuriformes) és lajharmaki-alkatiak (Lorisiformes), valamint 3.)
(Tarsiformii): koboldmaki-alkataak (Tarsiiformes) (JAMESON, et al., 2011). A koboldmaki-
alkattiak (Tarsiiformes) filogenetikai elhelyezkedése azonban vitatott téma, ezen beliil is a
legproblémésabb a koboldmakifélék (Tarsiidae) helye. A koboldmaki-alkatuak a
legkiilonallobb 1€tezd foemlds alrendag. Hagyomanyosan az orrtiikrosok alrendjébe soroltak
oket kozeli rokonsadgban a makialkatiakkal és lajharmaki-alkataakkal. A modern szemlélet
szerint azonban az orrtiikor nélkiiliek alrendjébe tartoznak kozelebbi rokonsagban az 6- és
Gjvilagi majmokkal (FLUGGE, et al., 2002; CHATTERIJEE, et al., 2009). Nagyszimu
morfologiai és molekularis tanulmany ellenére is kevés bizonyiték van mindkét fennalld
tedria bizonyitdsara. Teljes mtDNS genom alapjan csak limitalt bizonyitékot taldltak az
orrtiikkor nélkiiliek alrendjének (Haplorrhini) 1étjogosultsdgara. Ugyanezen tanulméany szerint
a félmajmok kozelebbi rokonsagban allnak a denevérekkel, ragesalokkal, és a mokuscickany-
félékkel, ami egy nem monofiletikus féemlds kladot eredményezne. Egy masik tanulmany
eredménye szerint a koboldmaki-alkatuak testvér taxonja a lajhdrmaki-alkatiaknak, de ez sem
monofiletikusan.

A Fiilop-szigeteki koboldmaki (Tarsius syrichta) teljes genomjat nemrég tették
ismertté, mely alapjan kutatok probaltak tisztdzni a koboldmaki-félék filogenetikai
kapcsolatat a foéemldsok rendjén beliil. Jameson €s mtsai kutatasaban négy hipotézist allitottak

fel filogenetikai kapcsolatukat illetden (3. abra).
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3. abra. Koboldmai-félék lehetséges filogenetikai kapcsolatai (JAMESON, 2011).

Prosimii
1
Haplarrhini

Tobb mint 1000 ortolog génre alapozott filogenetikai szamitasok alapjan végiil is elutasitjak a
prosimian klad 1étezését, és a happlorhini kladot vélik 1étezOnek, ahové a koboldmaki-félék is
tartoznak szerintiik. Osszességében elmondhatd, hogy nincs egységes vélemény a témaval
kapcsolatban, de az egyik elfogadott vélekedés szerint a foemldsok két alrendre oszthatdak:
Haplorrini (koboldmaki-alkatiak, ujvilagi, 6vilagi és emberszabasi majmok) és Stepsirrhini

(makialkatuak, lajharmakialkatuak) (JAMESON, et al., 2011).

Célkitiizések

Az ovilagi majmok AdV-ai (a gibbonok és az ordngutan AdV-ait leszdmitva) alaposan
vizsgaltak, azonban az ujvilagi majmok AdV-ai alig, mig a félmajmok AdV-ai egyéltalan nem
ismertek.

Ezért célul tiztik ki, hogy az eddig nem tanulmanyozott fajok AdV-ainak
biodiverzitasat felmérjiik azaltal, hogy az ezekbdl a majom-fajokbdl megkiséreljik AdV-ok
egyes génjeinek bizonyos szakaszait PCR-el felerdsiteni. A nyert szekvencidk eldzetes
filogenetikai jellemzését is elvégezziikk, mely segitségével koevolucids kovetkeztetéseket
vonunk le a gazdafajok és adenovirusaik kozott. Boviteni kivantuk ezaltal a Mastadenovirus
nemzetség tagjaira vonatkozd filogenetikai ismereteket.

Hosszl tava célok kozott szerepel az itt kimutatott eredmények human gydgyaszatban

valo felhasznalasa a SAdV-ok esetleges vektorként vald alkalmazasa révén.
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A mintak eredete

Anyag és modszer

A bélsar mintakat hazai allatkertek majmaitdl gytjtdttem be. A mintagyijtés soran kiilon

egyszer hasznalatos kesztylit hasznaltam minden mintdhoz. A mintdkat Falcon-csévekben

taroltuk fagyasztva (-20 °C-on). A minta gyijtések idopontja: Budapest: 2012. 02. 06.,
Nyiregyhaza: 2012. 04. 03., Jaszberény: 2012. 07. 09., Gydr: 2012. 10. 12. Folhasznéaltam
tovabba a Pantd Laura altal gyiijtott és kivont DNS mintakat is. Ezek Debrecenbdl (2011.

majusa) és egy magangyljteménybdl szarmaztak (gyljtés ideje ismeretlen). Egy mintat, a

Févarosi Allat- és Novénykertbdl Dr. Harrach Balazs gytijtott be (Lemur catta, 2012. 09. 09.).

A 25 fajbdl 6sszesen 43 mintat dolgoztam fel (1. tablazat).

1. tablazat. A vizsgalt fajok ¢s adataik

Gyiijtés helye Gyiijté személye Fajnév Minta tipusa
Debreceni Allat- és
Novénykert Panté Laura
apella csuklyasmajom (Cebus apella) bélsar
gy(risfarki maki (Lemur catta) bélsar
kdézdnséges selyemmajom
(Callithrix jacchus) bélsar
Févarosi Allat- és Foldes Katalin, Dr. Harrach
Novénykert Balazs és Pant6 Laura
aranyfejl oroszlanmajmocska
(Leontopithecus chrysomelas) bélsar
aranyhasu mangabe
(Cercocebus agilis chrysogaster) bélsar
Azara-éjimajom (Aotus azarai) bélsar
bornedi ordngutén (Pongo pygmaeus) bélsar (2x)
Goeldi-tamarin (Callimico goeldi) bélsar
gy(risfarki maki (Lemur catta) bélsar
huszarmajom (Erithrocebus patas) maj
kdézdnséges selyemmajom
(Callithrix jacchus) bélsar (2x)
mandrill (Mandrillus sphinx) bélsar
Jaszberényi Allat-
és Novénykert Foéldes Katalin
fehérkez(i gibbon (Hylobates lar) bélsar
gy(rtsfarki maki (Lemur catta) bélsar
halalfejes mokusmajom/kézénséges
mokusmajom (Saimiri sciureus) bélsar
japan makako (Macaca fuscata) bélsar
kézdnséges selyemmajom
(Callithrix jacchus) bélsar
liszt-majmocska (Saguinus oedipus) bélsar
magangyljtemény Pant6 Laura
halalfejes moékusmajom/kézénséges vese és bél
mokusmajom (Saimiri sciureus) (2x)
kdézdnséges selyemmajom
(Callithrix jacchus) maj és tidd
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Nyiregyhazi

Allatpark Foldes Katalin
apella csuklyasmajom (Cebus apella) bélsar
boliviai mékusmajom
(Saimiri boliviensis boliviensis) bélsar
bornedi orangutan (Pongo pygmaeus) bélsar
fehérajkd tamarin (Saguinus labiatus) bélsar

fehérarcu satanmajom (Pithecia pithecia) bélsar
Geoffroy selyemmajom/fehérfejl

selyemmajom (Callithrix geoffroyi) bélsar
gytrlsfarki maki (Lemur catta) bélsar
liszt-majmocska (Saguinus oedipus) bélsar
sargaszakallas maki

(Eulemur fulvus mayottensis) bélsar

térpe lajharmaki (Nycticebus pygmaeus) bélsar
zaszlésfarku guereza (Colubus guereza) bélsar

Xantus Janos

Allatkert Féldes Katalin

apella csuklyasmajom (Cebus apella) bélsar
bébitas gibbon (Nomascus concolor) bélsar
csuklyasmajom (Cebus capucinus) bélsar
galléros pavian (Papio hamadryas) bélsar
halalfejes moékusmajom/kézénséges

mokusmajom (Saimiri sciureus) bélsar
huszadrmajom (Erythrocebus patas) bélsar

k6zbnséges csimpanz (Pan troglodytes) bélsar

DNS kivonasa széklet mintakbol

A DN kivonast az E.Z.N.A.” Stool DNA Kit (OMEGA bio-tek) gyartoi ajanlasa alapjan
végeztik.

PCR

A széklet mintak DNS feltarasat kovetden kétkoros (nested) és normal PCR-t hasznaltunk. Az
adenovirus IVa2, hexon és a DNS-polimeraz génjeinek egy-egy rovidebb szakaszat probaltuk
meg felerdsiteni a megfeleld primerekkel. A polimeraz primereket Wellehan €s munkatarsai
(WELLEHAN, et al., 2004) valamint az Ehlers laboratérium (WEVERS, at al., 2011), mig a
hexon primereket Kiss és munkatarsai (KISS, et al., 1996a) nyoman alkalmaztuk. A IVa2 gén
degeneralt primereit (Vidovszky Marton személyes kozlése) a 2. tablazat mutatja. A
reagensek a GoTaq Flexi DNA Polymerase kitbdl szarmaztak (Promega), a reakcioelegy

Osszeallitasat a 3. tablazat mutatja.
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2. tablazat. Az adenovirus Va2 génjének felerdsitésére hasznalt primerek

Pozici6 Szekvencia Termék mérete
kiils6 forward 5’-CCNNSNCCNGARACNGTNTTYTT-3’ ~400 bp
kiilsO reverse 5’-GGRTTCATRTTRTGNARNACNAC-3’ ~400 bp
belsd forward 5’-CCNCARRTNGAYATGATHCCNCC-3’ ~250 bp
belso reverse 5’-TTNSWNGGRAANGCRTGRAARAAYTT-3’ ~250 bp

3. tablazat. A vizsgalat sordn alkalmazott reakcioelegy Osszetétele

Koncentraci6 Bemérés (ul) Veégsb koncentraciod
Milli-Q - 29,7 -
Go Taq puffer 5X 10 1X
MgCl2 25 mM 6 3 mM
dNTP 10 mM 1 0,2 mM
Primer1 50 pmol/pl 1 1 pmol/pl
Primer2 50 pmol/pl 1 1 pmol/pl
Enzim (Taq polimeraz) 5 U/l 0,3 1,5U
DNS ismeretlen 1 ismeretlen
Osszesen 50

A reakcidkat Biometra TPersonal PCR késziilékben végeztiik el. A PCR program leirasat a 4.

tablazat tartalmazza.

4. tablazat. PCR reakci6 1épései

Lépés Név Homérséklet Id6 Ismétlés
Kezdeti
1 denaturacié 94 °C 5 perc -
2 Denaturacié 94 °C 30s
3 Primer kétédés 46 °C 1 perc } 45 X
4 Elongacié 72 °C 1 perc
5 Végsb elongacid 72 °C 3 perc -
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A PCR végeztével a termék 5 pl-ét, 1%-os agardéz gélen elektroforetizaltuk 80 mV
fesziiltségen 0,5 X TAE pufferben. A puffer 6sszetevoi: 2,42 g; Tris; 1 ml 0,5 M EDTA
(pH=8.0); 0,57 ml jégecet desztillalt vizzel 1000 ml-re kiegészitve. Molekulatomeg-
markerként a Generuler DNA Ladder Mix (Fermentas) DNS 1étrat hasznaltuk. Az eredményt
UV fénnyel atvilagitva dokumentaltuk Electrophoresis Documentation and Analysis System

(EDAS) 120 (Kodak) rendszerrel (4. abra).

4. abra. A IVa2 primer PCR termékei. +, pozitiv konroll (SAdV-24); -, negativ kontroll; M, molekulatomeg
standard, 1-5, a mintdk szamai. A masodik kor (nested) PCR termékét gélen futtatva a pozitivitast a megfeleld
molekulatomegii (~300 bp) termékek jelzik két esetben (3-as és 5-6s minta).

PCR termeék tisztitasa

A PCR termék tisztitdsdhoz a NucleoSpin® Gel and Clean-up (MACHEREY- NAGEL) kitet
hasznaltuk a gyart6 ajanlasa alapjan, amennyiben a gélkép alapjan csak specifikus terméket
tartalmazott. Amennyiben aspecifikus termékek is voltak, ugyanezen készlet agaroz gélbol
kivond protokolljat hasznaltuk. A tisztitott DNS-t 1%-0s agardz gélen elektroforetizaltuk, igy
ellendrizve a tisztitds sikerét. A gélkép alapjan dontottink a szekvenald reakcid

végtérfogatarol, mely 5 vagy 10 pl lehetett.
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DNS szekvenalas

PCR csovekbe a BigDye® Terminator (Applied Biosystems) reagenseit mértiik 6ssze az
alabbi tablazat (5. tablazat) szerint:

5. tablazat. Szekvenalas reagensei

Koncentraci6 Bemérés 1 (ul) Bemérés 2 (ul)
MilliQ - 0,5 2
Szekvenalo puffer 5X 0,5 1
Primer 2 pmol/yl 2 2
DNS ismeretlen 1 3
Reaction mix 5X 1 2
Végtérfogat 5 10

A szekvenald program 1 perces denaturacidval kezdddott (96 °C), melyet 35 ciklus kovetett,
melynek 1épesei a kovetkezok: denaturacio 1 perc (96 °C), primer kotddés 10 mp (50 °C),
elongacio 4 perc (60 °C). A reakcio végeztével a DNS-t kicsaptuk az oldatbol, mintanként 1,5
ul 3 moélos natrium-acetat, 31 pl abszolut etanol (96%) és 7,5 ul MilliQ viz keverékével. A
mixet a termékhez adtuk, majd dvatosan elegyitettiik vortex hasznalata nélkiil, a DNS szélak
eltoredezésének elkeriilése miatt. Ezt kovetden 15 percig inkubaltuk sotétben,
szobahémérsékleten, amit 2000 go-n 45 percig tartd centrifugalas kovetett , SOFT”
tizemmodban. A folyadék fazist alacsony fordulatszamu (10-80 gy), 5-7 mp ideig tartd
leporgetéssel tavolitottuk el. A precipitatumot 70 pul 70%-os etanollal ,,mostuk™, ezt 15 perc
centrifugalas kovette. A folyadékot az el6bb ismertetett mdodszerrel eltavolitottuk a csovekbdl,
az tiledéket 10 percig szobahdmérsékleten szaritottuk, sdtétben.

A szekvenalasi reakcidt kovetden a reakcid terméket fénytdl védé csomagoldsban
elkiildtik a Szegedi Biologiai Kozpont DNS Szekvendlé Laboratériumaba kapillaris
gélelektroforézisre (ABI 3500 Genetic Analyzer). Az eredményeket ABI formatumu f3jlban,

elektronikus levélben kaptuk meg.

Bioinformatikai kiértékelés

A kapott DNS szekvencidkat a BioEdit programmal jelenitettiik meg, sziikség szerint

szerkesztettiik Oket, majd az atfedd szakaszokkal illesztést végeztink (HALL, 1999). Ez
utobbi soran a ,forward” és ,reverz’ irdnyl szekvencidkat egymashoz illesztettiik. Az
illesztést a primer szekvencidk eltavolitasaval és a génszekvencidk kozotti eltérések

ellendrzésével végeztiik.
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A kapott nukleotid szekvencidkat a BLASTX homolégia keresé program segitségével
osszehasonlitottuk a GenBank (NCBI) adatbaziséval (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST),

és az altaluk kdédolt aminosav szekvenciat elmentettiik. A szekvenciak tobbszoros illesztését a

MultAlin programmal végeztiik (http://bioinfo.genopole-toulouse.prd.fr/multalin/

multalin.html; CORPET, 1988). Ezt kovette a PHYLIP 3.67 programcsomag aminosav
szekvencian alapuld filogenetikai tavolsag elemzése PROTDIST programmal ahol a
szubsztitiicids modellként az alapbeallitasként adott JTT-t hasznaltuk (FELSENSTEIN, et al.,
1989). A tavolsagmatrixbol FITCH programmal (global rearrangement opcidval) filogenetikai
fat rekonstrualtunk. Megbizhatosagi, azaz bootstrap szdmitasokhoz e két program elott és utan
a SEQBOOT ¢és CONSENSE programokat futtattuk (100 mintavétellel) (FELSENSTEIN, et
al., 1985). A Maximum Likelihood és Bayesian szamitasokat (HUELSENBECK and
RONQUIST, 2001; GUINDON and GASCUEL, 2003; RONQUIST and HUELSENBECK,
2003) a Topali v2.5 programcsomaggal végeztiik el (MILNE, et al., 2009), mindkettohoz
elészor modell szelekciot végezve ugyanezen programcsomaggal. MrBayes altalanos
beallitdsai a kovetkezOk voltak: Number of runs: 2, Number of generations: 1 000 000,
Sample frequency: 100, Burn in (%): 40. A PhyML altalanos bedllitdsa: Bootstrap Runs: 100
(FELSENSTEIN, et al., 1985). A kiszamolt fat a TreeView (PAGE, 1996), FigTree v 1.3.1
(RAMBAUT, http://tree.bio.ed.ac.uk/software/figtree/), illetve Mega 5.1 program

segitségével jelenitettik meg (TAMURA, et al., 2011), kiilcsoportként az ¢északi
mokuscickdny-adenovirust valasztva (BAHR, et al. 2003). A szdmitdsok soran felhasznaltuk
az O0sszes eddig publikalt SAdV szekvenciat, HAdV szekvenciakbol fajonként maximum 4
szerepel, ennél kevesebb akkor, ha nem 4llt tobb a rendelkezésiinkre. A szekvencidk
GenBank-i hozzaférési szamai a kovetkezoek: X73487.1, GU191019.1, AM749299.1,
JF964962.1, NC 011203.1, AC 000018.1, AY163756.1, AY803294.1, AF534906.1,
JO1917.1, HC000816.1, HC000847.1, AB448767.1, EF121005.1, JN226752.1, AY875648.1,
AY487947.1, AYS530876.1, HB426607.1, JN254802.1, ©L19443.1, DQ315364.2,
DQ923122.2, AY771780.1, DQ792570.1, AYS598782.1, CQ982401.1, HQ241818.1,
CQ982407.1, HQ605912.1, HQ241819.1, HQ241820.1, HQY913600.1. A kiilcsoport, az északi
mokuscickdny (Tupaia belangeri) adenovirusanak referencia szdma: NC 004453.1. Liszt-
majmocska (Saguinus oedipus) adenovirusabol rendelkezésiinkre all a hexon gén egy
részleges szekvencidja (hozzaférési szam: JN377907.1), azonban az adatbazisunkban szerepld
génszakasszal tal rovid az atfedése, ezért ezt a szekvencidt kihagytuk a vizsgalatbdl. A

crer

(HUGHES, et al., 2007). A gazdafajok filogenetikai elemzésére a GenBank-ban rendelkezésre
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allo teljes citokrom b szekvencidkat (379 aa) hasznaltuk fol. Hozzaférési szamaik:
AEQ59326.1, AAS00126.1, AAM92734.1, ADM73210.1, BAA85293.1, ADM73217.1,
CAA67640.1, BAH69181.1, ADT82644.1,. AAG09463.1.

G+C arany szamitas

A G+C dinukleotidok %-o0s ardnyanak kiszamitasat a Science Buddies Genomics %G~C

Content  Calculator-ral  végeztilk  (http://www.sciencebuddies.org/science-fair-projects/

project _ideas/Genom_GC_Calculator.shtml).
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Eredmények

A gylijtott és kapott mintak mindegyikén (n=43) elvégeztem IVa2 génre tervezett primerekkel
a nested PCR-t. Az intézet korabbi munkatarsainak (Pantd Laura és Janoska Mat¢) eredménye
szerint leginkdbb a Va2 gén primerei alkalmazhatéak majom-adenovirusok kimutatdsara,
ezért polimeraz €s hexon gén esetén elsdsorban a IVa2 primerekkel pozitiv eredményt ado
mintdkat vizsgaltam. Polimeraz génre az Ehlers-féle és a Wellehan-féle degeneralt
primerekkel végeztem nested PCR vizsgalatot (n=13). Hexon génre egykoros PCR-t
alkalmaztunk (n=12). A PCR ¢és a szekvenalds a vizsgalt mintdbdl IVa2 primerek esetén 10
esetben, hexon esetén 2 esetben adott pozitiv eredményt, mig polimeraz esetén egyszer sem.
A minta tipusa egy kivételtdl eltekintve bélsar volt (6. tablazat). A kapott szekvencidk mind a

Mastadenovirus nemzetségbe tartozo virust mutattak.

6. tablazat. PCR ¢és a szekvenalas pozitiv eredményei

minta

Gyiijtés helye Fajnév tipusa 1Va2 hexon
Debreceni Allat- és
Novénykert

apella csuklydsmajom (Cebus apella) bélsar pozitiv  negativ

gylrisfarku maki (Lemur catta) bélsar pozitiv.  negativ
Jaszberényi Allat- és
Novénykert

fehérkez(i gibbon (Hylobates lar) bélsar pozitiv.  negativ
magangyljtemény

k6zbnséges selyemmajom maj és

(Callithrix jacchus) tudé pozitiv  negativ
Nyiregyhazi Allatpark

bornedi orangutan (Pongo pygmaeus) bélsar pozitiv  negativ

fehérajku tamarin (Saguinus labiatus) bélsar pozitiv.  pozitiv

Geoffroy selyemmajom/fehérfejl

selyemmajom (Callithrix geoffroyi) bélsar pozitiv.  pozitiv
Xantus Janos Allatkert

apella csuklyasmajom (Cebus apella) bélsar pozitiv  negativ

bébitas gibbon (Nomascus concolor) bélsar pozitiv  negativ

halalfejes mékusmajom/kdzdnséges

mokusmajom (Saimiri sciureus) bélsar pozitiv  negativ

A pozitiv mintdk nukleotid sorrendjét mindkét irdnybol meghataroztuk. A szekvenalt termék
hossza mindkét primer esetén ~270 nukleotid volt. A kozonséges selyemmajom majabol és
tiidejébol szarmazo szekvencidk mind aminosav, mind nukleotid szinten azonosak voltak.

A szekvencidk illesztését kovetden a IVa2-gén 84 aminosav hosszusagu atfedo

szakaszat hasznaltuk a filogenetikai szamitdsokhoz. Az ennek alapjan készitett torzsfa
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rekonstrukcd haromféle filogenetikai mddszerrel szamitva az S. abran lathato. Mind harom
modszer hasonld eredményt adott. A félmajom AdV-a egy elkiiloniild, 6sibb leszarmazasi
agat képvisel. Az ujvildgi majmok parafiletikusak, de elkiiloniilnek az &vildgi majmok

fiatalabb, monofiletikus csoportjatdl.

mokuscickany
gy(risfarku maki

mokuscickany
— gyurdsfarka maki

_| fehérkez( gibbon
bobitas gibbon
borneoi orangutan

oo[~ fehérkez(i gibbon
bobitas gibbon
— bornedi orangutan

100

Protein Distance

MrB ayces (JTT)
(VT+G)

mokuscickany
gy(risfarkd maki

Maximum Likelihood

(VT+G)

1 |
fehérkezi gibbon

bornedi orangutan

99

—
0.01

5. abra. A 1Va2 gén 84 aminosavja alapjan szamolt toérzsfak. Nem-iranyitott (non-rooted) szamitasok. Az
abrazolasnal kiilcsoportnak az északi mdkuscickany (Tupaia belangeri) adenovirusat hasznaltuk. A fa szamitas
modszerei €s a szamitasnal hasznalt modellek az adott fak alatt lathatoak piros keretezéssel. A rendszertani
elkiilonitést szinekkel jeloltiik. Sarga: kiilcsoport, kék: félmajom, piros: Gjvilagi majmok, zold: dvilagi majmok.

A GenBank-ban taldlhato IVa2 gén HAdV és SAdV szekvencidkkal kiegészitett adatbazis
alapjan készitett torzsfa a 6. abran lathato.

6. abra. GenBank-i szekvenciakkal kiegészitett IVa2 gén 84 aminosavja alapjan végzett torzsfa rekonstrukcid
(kovetkezo. oldal). A szinezés megegyezik az 5. abranal hasznalttal. Korokkel jeldltik az ismert HAdV és SAAV

fajokba tartozd tipusokat, mellettiik a nyilak végén a fajnevek lathatéak. Félkovér betitipussal jeloltik az
altalunk nyert szekvenciakat. A torzsfa szamitas modja és a modellszelekcid eredménye piros keretben lathato.
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mokuscickany

HAdV-G

HAdV-F

HAdV-C

HAdV-A

HAdV-E

HAdV-B

HAdV-D

SAdV-A

Maximum Likelihood
(CPRev+QG)
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A torzsfa topoldgia vizsgalata soran a gytriisfarki maki egy hatarozottan elkiiloniilo, 6sibb
leszarmazasi agat képez ezen az abran is. Az ujvildgi majmok virusai szintén elkiiloniild
leszarmazasi vonalat képviselnek, de itt is parafiletikusak. Azonban k6z6s csoportot alkotnak
az egyetlen ismert teljes genommal rendelkezd ujvilagi majombol szarmazo adenovirussal
(titi majom/rezes kabocamajom). Az &vilagi majmok adenovirusai monofiletikus agat
képeznek. A borneoi orangutan a HAdV-C-vel jelenik meg k6zos klaszteren. A két gibbon a
SAdV-A-val mutat rokonsagot.

mokuscickany

SAdV-A

HAdV-C

HAdV-D

HAdV-A

HAdV-F

HAdV-G

HAdV-B

HAdV-E

Maximum Likelihood
JTT+G)

7. abra. Hexon gén alapjan szamolt térzsfa rekonstrukcid. A szinek és jelek azonosak az 5. és 6. abran lathatokkal.
A modellszelekcio eredményeként kapott szubsztitiicids modell tipusa és a szamitas soran alkalmazott mdodszer
piros keretben lathato.



Az ismert €s az altalam talalt hexon gének alapjan késziilt torzsfa a 7. abran lathato.
Itt is elkiiloniild klasztert képeznek az ujvildgi majmok adenovirusai, melyek a SAdV-A-val
mutatnak kozelebbi rokonsagot. Hexon gén félmajmokbdl szarmazo szekvencidja még nem
ismert. Az 6vilagi majmok adenovirusai parafiletikusak a SAdV-A tipusai miatt.

A gazda fajok teljes citokrom b szekvencidja (379 aa) és az altalam talalt majom-
adenovirusok IVa2 gén szekvenciaja (84 aa) alapjan a TreeMap nevili programmal koevolucio
Osszehasonlitast végeztiink. Az eredmény a 8. dbran lathato, mely alatdmasztja a koevolucids
hipotézisiinket, bar a két fa topologidja nem teljesen azonos. A gylrlisfarku maki ez alapjan is
elkiiloniilo, a kiilcsoporthoz kozelebb allé dgat képez. A gazda fajoknal az ujvilagi majmok
monofiletikus csoportot alkotnak, virusaik parafiletikusak. Az &vildgi majmok mindkét

esetben monofiletikusak.

mokuscic——7———mokuscic
Gazda Virus
Citokrém b I IVa2
(MTMam+G) . (VT+G)

‘_ﬂ__________—-mokusmaj
mokusma]
apellad
apellagy
ftamarin\
framarin

selyenma] L_\\_\_\
selyenma)
geoffroy‘“__\KKu
geoffroy

orang———— ang

boibbons——-—— pgibbon

fgikbon

fgibhaon

8. abra. Gazda fajok és adenovirusaik koevolucidja. Az abra baloldalan lathaté a gazdafajok ciokrom b
szekvenciaja alapjan rekonstrudlt torzsfa, mig jobb oldalan a IVa2 gén részleges szekvenciaja alapjan késziilt
torzsfa. Mindkét esetben Maximum Likelihood mddszert alkalmaztunk. A modell-szelekcio eredményeként
kapott és a szamitas soran alkalmazott szubsztituciés modellek tipusai a piros keretben zardjelben lathatoéak. A
program nem teszi lehetévé a 8 karakternél hosszabb fajneveket, igy azok roviditései lathatdak az abran, melyek
a kovetkezdek: apella: apella csuklyasmajom; apellad: apella csuklyasmajom (debreceni minta); apellagy: apella
csuklyasmajom (gyori minta); bgibbon: bobitas gibbon; fgibbon: fehérkezl gibbon; ftamarin: fehérajku tamarin;
geoffroy: Geoffroy selyemmajom; gyfmaki: gyliriisfarku maki; mokusmaj: halalfejes/kdzonséges mokusmajom;
orang: bornedi orangutan; selyemmaj: k6zénséges selyemmajom.
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A vizsgalt adenovirusok G+C dinukleotidainak %-os ardnya a 7. tablazatban lathato.
A vizsgalt szekvencidk egyike sem mutat gazdavaltasra utalo jelet, magas a G+C

dinukleotidok aranya (atlagosan 62.25 %) ezzel is aldtdmasztva a koevoluciot.

7. tablazat. G+C dinukleotidok %-os aranya

Fajnév G+C %
kozonséges selyemmajom (Callithrix jacchus) 65,9
Geoffroy selyemmajom (Callithrix geoffroyi) 65,1
apella csuklydsmajom (Cebus apella) Gyor 64,7
apella csuklydsmajom (Cebus apella) Debrecen 64,4
fehérajkt tamarin (Saguinus labiatus) 64,2
gyurtsfarkt maki (Lemur catta) 60,5
halalfejes/k6zonséges mokusmajom (Saimiri sciureus) 60,4
fehérkezli gibbon (Hylobates lar) 59,4
bobitas gibbon (Nomascus concolor) 59,2
borneoi ordngutan (Pongo pygmaeus) 58,7
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Megbeszélés

Vizsgalatunk soran IVa2 gén rész-szekvencidja alapjan 10 simian adenovirus tipust
talaltunk: a vilagon elséként 1 félmajom-AdV-t, 1 orangutin és 2 gibbon-AdV-t, tovabba 6
eddig ismeretlen Ujvildgi majom-AdV-t. Az utdbbiakbol kettdnek a részleges hexon

Pant6 Laura és Janoska Maté korabbi kutatasanak eredményét megerdsitve a [Va2 gén
bizonyult a legalkalmasabbnak majom-adenovirusok kimutatdsara. Az izolalt AdV-ok
egészséges allatokbol szdrmaznak, tovabba egy kivételtdl eltekintve (kozonséges
selyemmajom madja ¢és tideje) bélsar mintabol (n=9) mutattuk ki ezeket, igy a
mintagytjtésnek ezt a modjat alkalmasnak taldltuk AdV jelenlét igazolasara és eddig
ismeretlen AdV-ok keresésére mas kutatasokhoz hasonldan (BANYAI, et al.,, 2010;
WEVERS, et al., 2010; LU, et al., 2011; ROY, et al., 2012). A talalt AdV-ok a
Mastadenovirusok nemzetségbe tartoznak.

A mastadenovirusok megismert diverzitasat tovabb bovitettiik, mellyel filogenetikdjuk
jobban tanulmanyozhatova valik. Az AdV-ok minden gerinces osztalyban el6fordulnak,
altalaban erésen gazda specifikus organizmusok. Ezért is feltételezziik, hogy minden fajnak
1étezik vele egyiitt fejlodott ,,sajat” AdV-a. Izolalasuk nehézsége abban all, hogy in vitro
tenyésztésitk akadalyozott a megfeleld sejtkulturak hidnya miatt (HULL and MINNER,
1957). Ez lehet a magyarazat az ujvilagi és félmajmokrol rendelkezésiinkre allo csekély
informaciora, és ez ndveli eredményiink jelent6ségét. Ovilagi majmok AdV-ait széleskoriien
ismerjik, kivételt képeznek ez aldl az orangutanok és gibbonok AdV-ai, melyekbdl AdV-t
még nem irtak le. A mi eredménylink révén azonban ez utdbbi két csoport AdV-ainak
megismeréséhez is kozelebb keriiltiink. Szovettenyészeten vald szaporitdsuk helyett
kimutatasuk és vizsgalatuk lehetséges mddja az altalunk is hasznalt médszer, vagyis egy-egy
génszakaszra specifikus primer par kifejlesztése, majd a felerdsités PCR-rel. Hexon gén
esetén egykords PCR-t hasznaltunk, mert ez mikodott, tovabbad nem mindig van lehetdség
nested (két koros) PCR-t tervezni a rendelkezésre all6 homolog szakaszok szlikossége miatt.
A masik két gén (IVa2 és polimerdz) esetén nested PCR-t alkalmaztunk. A polimeraz
génszakasz felerdsitésére szolgalo altalanos adenovirus PCR primer keverék primerjei annyira
valtozékonyra (,,16tydgosre”, ,,degeneraltra”) tervezettek, hogy a végsd koncentracidban mar
csak nagyon kis szdzalékban fordul eld a valoban miik6doé primer. Ez lehetett az oka, hogy
esetlinkben, amikor altaldban egészséges majmokat vizsgaltunk, a természetesen el6forduld,

de csak nagyon kis mennyiségben jelen levé adenovirusokat nem tudtuk ezzel felerdsiteni.
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Ritka eset az amikor AdV fertézés gyanus allatokrol kapunk hirt és azokbdl tudunk mintat
gyljteni. Gyakoribb eset az, amikor az ilyen egzotikus allatokbol csak széklet mintat lehet
beszerezni.

A gazdavaltas jele lehet, hogy az 0j gazddhoz nem alkalmazkodott AdV sokkal
patogénebbé valik, mely révén kiilonb6zo tiinetek alapjan észlelhetdové valik szamunkra. Az
esetek egy részében ilyenkor haldlos megbetegedést is okozhatnak. Erre jo példa a 2009-es
Kaliforniai Nemzeti Féemlds Kutatd Kozpontban kitort jarvany, amely a 23 megbetegitett titi
majombdl/rezes kabocamajombol (Callicebus cupreus) 19-et megolt az intenziv kezelések
ellenére (CHEN, et al., 2011). Az egészséges allatok széklet mintdjaban feltételezhetden
nagyon kis mennyiségli AdV DNS-t talalhatd. Nemcsak a beteg, de az egészséges allatok
majabol, tiidejébdl is tobb esély lenne AdV kimutatdsara, de non-invaziv eljarast kell
alkalmaznunk az értékes allatkerti allatok esetében. Eppen ezért eddig is, a legtobb SAdV-t
fogsagban tartott egyedek bélsar mintaibdl izolaltdk, vagy mutattak ki (ROY, et al., 2004;
WEVERS, et al., 2011).

Felmertilhet az a kérdés, hogy vajon az éllatkerti allatok AdV faundja jol reprezentalja-
e a természetes kornyezetben él0 gazdafajokét. Wevers €s munkatarsai kutatdsukban hasonld
kérdésre keresték a valaszt. Kutatdsuk soran a nyugati gorilla egy alfajat (Gorilla gorilla
gorilla) vizsgéltak a Loango Nemzeti Park teriiletén Gabonban. Eredményiik szerint az
altaluk korabban, a miinsteri allatkertben tartott, hasmenéstol és 1égzdszervi megbetegedéstol
szenvedd azonos faju egyedekbdl azonositott Gorilla gorilla AdV-B7-et megtaldltdk
szabadon ¢él6 fajtarsaban is (WEVERS, et al., 2010). Ebbdl kovetkeztethetiink arra, hogy
kutatasunk relevans, nemcsak a fogsagban tartott populaciokra, de szabadon €16 tarsaikra is.

Filogenetikai szamitdsaink sordn aminosav szekvenciat hasznédltunk nem pedig
nukleotid szekvencidkat. Ennek magyarazata az, hogy az AdV genomidlis DNS-ének
nukleotid Osszetétele megvaltozik annak fliggvényében, hogy atesett-e gazdavaltason.
Legszembetlindbb példa erre az Atadenovirus nemzetség. Az ebbe a nemzetségbe tartozd
elsoként azonositott virusok (bovin és ovin AdV-ok) sajatos jellege a magas A+T
dinukleotidok (~60%) aranya (KOVACS and BENKO, 2011). A nemzetségbe tartozd madar
¢s erszényes eredetli AdV-ok esetében is hasonlo eredményt taldltak. A hiill6 eredetli AdV-ok
esetében azonban ennél alacsonyabb az ardny, gyakorlatilag kiegyensulyozott (FARKAS, et
al., 2008). Feltételezhetd, hogy a magas A+T tartalom a gazdavaltas jele, és az atadenovirusok
valdjaban hiillé eredetii virusok (HARRACH, 2000). A magas A+T tartalom kompetitiv
elonyt jelent a virus szdmaéra egy uj kornyezetben, mivel a G+C tartalmat koénnyebben

azonositja a szervezet. A kiegyensulyozott G+C tartalom viszont a gazdahoz vald hosszu
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idejti alkalmazkodas, azaz a koevolicié jele (BENKO and HARRACH, 2003).
Vizsgalatunkban igy a gazdat valtd, de mégis azonos nemzetségbe tartozo virusok nukleotid
szinti elemzése ezeket a tipusokat/fajokat valdszinilileg kiilon klddokba helyezné.
Alatamasztva ezt a gondolatot, Kovacs és Benkd, a Siadenovirus nemzetségen beliil nukleotid
¢s aminosav szinten is végezett filogenetikai szamitdsokat. Csak az utobbi esetben keriilt a
vizsgélatban résztvevd mind a négy madar eredeti AdV azonos agra. Nukleotid szinti
vizsgalatnal azonban a psittacin AdV-2 a béka-AdV-1 és a Sulawesi teknds-AdV altal alkotott
kladba keriilt (KOVACS and BENKO, 2011). Tovabbi indok, hogy az aminosavak jobban
megorzottek, mig nukleotid szinten konnyebben végbe mehet valtozas. Az AdV-ok t6bb mint
400 M éve egyiitt élnek gazda fajaikkal, ilyen tavlatokban ezt a szempontot is érdemes
figyelembe venni.

A filogenetikai elemzések sordn a csak a sajat AdV szekvencidkat tartalmaz6 adatbézis
esetében harom féle mddszerrel is elvégeztilk a szamitasokat (Protein Distance, Maximum
Likelihood és Bayesian) (5. abra). A rovid és kevés szekvencia révén ezzel probaltuk
alatdmasztani szdmitasunk helyességét, hogy a kiilonféle mddszerek is hasonld eredményt
adnak-e. A szakirodalomban a tapasztalat szerint a filogenetikai szamitastol fiiggben
modosulhat a fak topoldgigja (OPAZO, et al., 2006). A mi esetinkben mind hdrom
szamitasnal nagyon hasonld topoldgiat kapunk. Egy kivétel van ez aldl, a halalfejes
mokusmajom ¢és az apella csuklydsmajmok (debreceni €s gydri minta) filogenetikai viszonya
nem egyértelmli. A kibovitett adatbazis alapjan, valamint a gazda és virus fajok kozotti
koevolucid vizsgalatara késziilt szdmitasokat (6, 7 és 8. abra) egységesen a Maximum
Likelihood mddszerrel szamitottuk a legjobban illeszkedd szubsztitucidos modellek alapjan
(GUINDON and GASCUEL, 2003).

A koevolucidt sikeriilt alatdmasztani a gazda és virus fajok kozott. Célunk a gazda
fajok valddi virusainak azonositasa volt, melyet mind a G+C %-ok (7. tablazat), mind a

TreeMap program altal késziilt abra aldtdmaszt (8. abra).
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9. abra. Féemldsok €s emlésok Maximum Likelihood elemzés alapjan kapott torzsfaja (JAMESON, et al.,
2011).

Jameson ¢s munkatarsainak eredménye alapjan két nagy csoportot kiilonithetiink el
féemlosokon beliil: a Haplorrini  (koboldmaki-félék, ujviladgi, ovilagi és emberszabasu
majmok) ¢és Stepsirrhini (makialkatiak, lajhdrmakialkataak) (9. abra, JAMESON, et al.,
2011). Ez tiikrozi az altalunk talalt eredményeket (5, 6, 7. dbra). A makialkatuak k6zé tartozo
gylrtsfarki maki (Lemur catta) AdV-a minden elemzésben egy 0sibb, kiilonadllé kladot
képez, kozelebbi rokonsagban a mdkuscickdnyhoz (angol nevén treeshrew). Az wjvilagi, és
ovilagi majmok egy kozos nagy eldgazdsi csoportot alkotnak, a Haplorrhini-t. Ezen beliil
Osibbek az jvilagi majmok. Eredményeink is ezt tiikkr6zik, az Gjvilagi majmok AdV-ai dsibb
kladot alkotnak, bar parafiletikusan. Meg kell jegyezni ugyanakkor, hogy a gazda fajaik
filogenetikai viszonyai sem tisztazottak teljesen. Kutatdsunkban az 6vildgi majmok AdV-ai
alkottak a legfiatalabb filogenetikai elagazast, IVa2 gén esetében monofiletikusak (5. és 6.
abra), hexon gén esetében parafiletikusan (7. 4dbra). Erdemes megfigyelni, hogy a borneoi
orangutan AdV-a a HAdV-C-be, a gibbonok AdV-a a SAdV-A-ba esik (6. abra). A HAdV-D
az ember, a HAdV-E a csimpanz, a HAdV-B a gorilla, a HAdV-A, HAdV-F, HAdV-G ¢és
SAdV-A egyéb o6vilagi majmok sajat adenovirusa lehet (ROY, et al., 2004). Korabbi
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feltételezéseink szerint a HAdV-C orangutan eredeti AdV faj, melyet szekvenciankkal
sikeriilt megerdsiteni.

Egy-egy gén rész-szekvencidja allt csupan rendelkezésiinkre, mellyel felallitottuk
koevoluciora iranyulo feltételezésiinket, de a biztos filogenetikai kapcsolatrendszert tobb gén,
illetve teljes genom analizisek utan lehet csak megallapitani. Erdemes lesz megvizsgalni a
jovoben, hogy milyen tovabbi kiilonbségeket taldlunk a majom-AdV genomokban.
Hipotézistink az, hogy az E3 régioban eltérést talalunk az ujvilagi és foleg a félmajmok AdV-
aiban Osszehasonlitva az o6vilagi majmok AdV-aival. Ez a régi6 genus, s6t altalaban faj
specifikus, szerepe van az Uj gazdahoz vald alkalmazkodasban. Az eddig egyetlen ismert
teljes genommal rendelkez6 Gjvilagi majom-AdV genomja (titi majom/rezes kabocamajom)
szintén eltér az E3 transzkripcios egységben az ovildgi majmok adenovirusainak hasonld
szakaszatol.

Hosszu tavu céljaink kozott szerepel az altalunk talalt majom-AdV-ok vektorként valo
alkalmazasa. A legtobb ismert human AdV ellen talalhato ellenanyag a human populacioban,
s6t mar egyes 6vilagi majom AdV-ok ellen is (ERSCHING, et al., 2010). Ujvilagi és
félmajmok AdV-a ellen még nem tudtak kimutatni neutralizal6 ellenanyagot. Egy eset ismert,
amikor ujvilagi majmok AdV-sal fertéztek meg egy kutatét (CHEN, et al, 2011), de az AdV
nem volt képes hosszu tadvon fennmaradni emberben. Ezért mindenképpen érdemes ezen

majmok AdV-ainak vektorként valé felhasznalasanak megfontolasa.
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Osszefoglalas

Egészséges majmoktol gyljtottilk mintdkat hazai allatkertek €s vadasparkok teriiletérdl. A
vizsgalt 25 majom fajbol 9 allat széklet mintdi és 1 4llat szerv mintai voltak pozitivak
adenovirus eredeti DNS jelenlétére. A PCR-rel felerdsitett genomtoredékek nukleotid
sorrendjét meghataroztuk és filogenetikai analizist végeztiink azokkal. A kimutatott IVa2 és
hexon gének alapjan 10 uj adenovirust azonositottunk. Uj adenovirust taldltunk egy
félmajomban: egy gylriisfarki makiban (Lemur catta), 6 ujvilagi majomban: egy Geoffroy
selyemmajomban (Callithrix geoffroyi), egy kozonséges selyemmajomban (Callithrix
Jjacchus, méajbol €s tidobal is), 2 apella csuklyasmajomban (Cebus apella), mely virusok kis
mértékben kiilonboztek egymastol, egy fehérajkti tamarinban (Saguinus labiatus), egy
halélfejes/k6zonséges mdokusmajomban (Saimiri sciureus) és harom olyan 6vilagi majom
fajban, melyekbdl eddig még nem irtak le adenovirust: egy fehérkezii gibbonban (Hylobates
lar), egy bobitds gibbonban (Nomascus concolor) és egy bornedi orangutinban (Pongo
pvgmaeus), A kapott szekvenciak GC gazdagok, ami friss gazdavaltds hidnyara utal.
Bayesian, maximum likelihood €s tavolsagi matrix filogenetikai analizisek alapjan a talalt
virusok a Mastadenovirus nemzetségbe tartoznak. A talalt mastadenovirusok filogenetikai
viszonyai hasonloak a gazdafajokéhoz, ami a koevolucids hipotézist erdsiti. A félmajmok
adenovirusa nagyon hatarozottan elkiiloniil a tobbi simian adenovirustél. Az ujvilagi
majmoktdl szarmazé AdV-ok szintén elkiiloniilnek parafiletikusan. Ezen kiviil két tipus (a
fehérkezli gibboné és a bobitas gibboné) hasonlosadgot mutat a SAdV-A-val, mig egy tipus (a
borneo6i ordngutané) a HAdV-C-vel. Tehat a vildgon eldszor mutattunk ki és jellemeztiink
molekularisan félmajom-adenovirust, és bdvitettik a rendelkezésre all6 ismereteket az
ujvilagi és egyes, eddig nem tanulméanyozott 6vilagimajom-adenovirusok heterogenitasara €s

filogenetikdjara vonatkozoan.
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Summary

Samples were collected from healthy monkeys from several zoos and wildlife parks in
Hungary. Among the 25 simian species studied, fecal samples from 9 animals and organ
samples from 1 animal were positive for the presence of adenoviral DNA. PCR amplicons
were sequenced and subjected to phylogenetic analyses. According to [IVa2 and hexon genes,
we identified 10 novel AdVs. Novel adenoviruses were identified in one prosimian: a ring-
tailed lemur (Lemur catta), in six New World monkeys: a Geoffroy's marmoset (Callithrix
geoffroyi), a common marmoset (Callithrix jacchus, both liver and lung samples), two tufted
capuchins (Cebus apella, the adenoviruses slightly differed from each other), a white-lipped
tamarin (Saguinus labiatus) and a common squirrel monkey (Saimiri sciureus), and in three
Old World monkey species from which no adenovirus was described yet: a lar gibbon
(Hylobates lar), and in a black crested gibbon (Nomascus concolor), and a Bornean orangutan
(Pongo pygmaeus). The obtained sequences were GC-rich, which may suggest a lack of
recent host jumps. Bayesian, maximum likelihood and protein distance phylogenetic analyses
indicated that these viruses are members of the genus Mastadenovirus. The phylogeny of the
identified mastadenoviruses is similar to that of their hosts, supporting coevolution. Prosimian
AdV shows a strong differentation from other primates’ AdVs. Platirrhines’ AdVs show
differentation in paraphiletic way. In addition, there were two types (lar gibbon and black
crested gibbon) with more similarity to SAdV-A, and one type (Bornean orangutan) with
more similarity to HAdV-C. Thus this work is the first to identify and molecularly
characterize a prosimian adenovirus, and we broadened our knowledge on the heterogeneity

and phylogeny of New World and some not studied Old World monkey adenoviruses.
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HuVetA - SZIA

ELHELYEZESI MEGALLAPODAS ES SZERZOI JOGI NYILATKOZAT*

A feltoltend6 mii cime: Majom-adenovirusok molekularis szintii 6sszehasonlitod vizsgalata
A mii megjelenési adatai: Budapest, 2013. 44 oldal

Az atadott fajlok szama: 1

Jelen megallapodas elfogadasaval a szerzo, illetve a szerzdi jogok tulajdonosa nem kizardlagos
jogot biztosit a HuVetA és a SZIA szamara, hogy archivalja (a tartalom megvaltoztatasa nélkiil, a
megbrzés ¢€s a hozzaférhetdség biztositdsanak érdekében) és masolasvédett PDF formaéra
konvertélja és szolgaltassa a fenti dokumentumot (beleértve annak kivonatat is).

Beleegyezik, hogy a HuVetA és a SZIA egynél tobb (csak a HuVetA ¢és a SZIA adminisztratorai
szamara hozzaférhetd) masolatot taroljon az On altal atadott dokumentumbdl kizarolag biztonsagi,
visszaallitasi és megorzesi célbol.

Kijelenti, hogy az 4atadott dokumentum az On miive, és/vagy jogosult biztositani a
megallapodasban foglalt rendelkezéseket arra vonatkozdan. Kijelenti tovabbd, hogy a mi eredeti
¢s legjobb tudomadsa szerint nem sérti vele senki mas szerzo6i jogat. Amennyiben a mi tartalmaz
olyan anyagot, melyre nézve nem On birtokolja a szerzéi jogokat, fel kell tiintetnie, hogy korlatlan
engedélyt kapott a szerzoi jog tulajdonosatdl arra, hogy engedélyezhesse a jelen megallapodasban
szerepld jogokat, és a harmadik személy altal birtokolt anyagrész mellett egyértelmiien fel van
tiintetve az eredeti szerzd neve a miivon beliil.

A szerz6i jogok tulajdonosa a hozzaférés korét az alabbiakban hatirozza meg (egyetlen, a
megfelelo négyzetben elhelyezett x jellel):

engedélyezi, hogy a HuVetA-ban/SZIA-ban tarolt miivek korlatlanul hozzaférhetévé
valjanak vilaghalon,

a Szent Istvdn Egyetem belsé halozatara (IP cimeire) korlatozza a feltoltott
dokumentum(ok) elérését,

a SZIE Allatorvos-tudomanyi Konyvtarban talalhato, dedikalt elérést biztositd csak a
dokumentum bibliografiai adatainak és tartalmi kivonatdnak feltoltéséhez jarul hozza
(korlatlan hozzaféréssel),

I:I nem engedélyezi a feltoltott dokumentum(ok) elérését és a dokumentum bibliografiai
adatainak nyilvanoss4 tételét a HuVetA-ban/SZIA-ban.”

Kérjiik, nyilatkozzon a négyzetben elhelyezett jellel a helyben hasznalatrol is:

Engedélyezem a dokumentum(ok) nyomtatott valtozatanak helyben olvasasat a
konyvtarban.

P
Jelen nyilatkozat az 5/2011. szamu, a Szent Istvan Egyetemen folytatott tudomanyos publikacids tevékenységgel kapcsolatos adatbazis kialakitasa-
1ol és alkalmazasarol cimi rektori utasitashoz kapcsolddik, illetve annak alapjan késziilt.
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Amennyiben a feltoltés alapjat olyan mii képezi, melyet valamely cég vagy szervezet tdmogatott
illetve szponzoralt, kijelenti, hogy jogosult egyetérteni jelen megallapodéassal a miire vonatkozdan.

A HuVetA/SZIA iizemeltetdi a szerzo, illetve a jogokat gyakorld személyek és szervezetek

iranyaban nem vallalnak semmilyen feleldsséget annak jogi orvoslasara, ha valamely felhasznal6 a
HuVetA-ban/SZIA-ban engedéllyel elhelyezett anyaggal torvénysértd mdodon visszaélne.

Budapest, 2013. év 04 ho6 29 nap

alairas
szerzd/a szerzoi jog tulajdonosa

A HuVetA Magyar Allatorvos-tudomdnyi Archivum — Hungarian Veterinary Archive a Szent
Istvdan Egyetem Allatorvos-tudomdnyi Konyvtdr, Levéltar és Miizeum dltal miikédtetett szakteriileti
online adattar, melynek célja, hogy a magyar allatorvos-tudomany és -torténet dokumentumait,
tudasvagyondt elektronikus formdaban Odsszegyiijtse, rendszerezze, megdrizze, kereshetové és
hozzaférhetove tegye, szolgaltassa, a hatalyos jogi szabdlyozdsok figyelembe vételével.

A HuVetA a korszerii informatikai lehetoségek felhasznalasaval biztositia a konnyi, (internetes
keresogépekkel is miikodo) kereshetoséget és lehetoség szerint a teljes szoveg azonnali elérését.
Célja ezek réven

- a magyar allatorvos-tudomdny hazai és nemzetkozi ismertségenek novelése,

- a magyar dllatorvosok publikdcioira torténo hivatkozasok szamdnak, és ezen
keresztiil a hazai dllatorvosi folydiratok impakt faktoranak novelése;

- az Allatorvos-tudomdnyi Kar és az egyiittmiikodd partnerek tuddsvagyondnak
koncentralt megjelenitése révén az intézmények és a hazai dllatorvos-tudomany
tekintélyének és versenyképességének novelése;

- a szakmai kapcsolatok és egyiittmiikodes elosegitése,

- a nyilt hozzaférés tamogatasa.

A SZIA Szent Istvdan Archivum a Szent Istvan Egyetemen keletkezett tudomdanyos dolgozatok tara.
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