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1. Bevezetés

Szakdolgozatomhoz kapcsoléddé munkdmat a Magyar Tudomanyos Akadémia
Agrartudoményi Kutatokdzpont Allatorvos-tudomanyi Intézetének Molekularis Virologia
csoportjanal végeztem. A munkdm soran hal-herpeszvirusok kutatasaval foglalkoztam,
elsddlegesen a fekete torpeharcsa (Ameiurus melas) herpeszvirusanak (Ictalurid herpesvirus
2; IcHV-2) genetikai elemzésével. A torpeharcsafélék (Ictaluridae) csaladjaba tartozo fekete
torpeharcsa és csatornaharcsa (Ictalurus punctatus) éallomanyokban nagyaranya
morbiditassal, valamint mortalitdssal jar6 megbetegedést okozd virust 1996-ban izolaltak
(Alborali et al., 1996), és 2003-ban irtdk le mint 0 virusfaj (Hedrick et al., 2003). A virus

altal okozott megbetegedés tiinetei lathatdak az 1. dbran.

T v e A S

1. dbra Herpeszvirus okozta megbetegedés kiilso tiinetei csatornaharcsa ivadékban (forras:

http://www.ag.auburn.edu/fish/mediagallery/files/2013/08/754.jpg).

Az intézet hosszu ideje foglalkozik hal-herpeszvirusok molekuléris virologiai kutatasaval,
kuilonosen tokfélék (Acipenseridae) és torpeharcsafélék herpeszvirusaival kapcesolatban. A
szakdolgozatomhoz kapcsolodd munkdm sordn e kutatdsokba nyilt Ilehetdségem
bekapcsolddni. Az IcHV-2 genomjanak eddig ismert szakaszait is az intézet molekularis

virologiai kutatasai fedték fel (Doszpoly et al., 2008; Doszpoly et al., 2011a).

A kutatas, amelybe bekapcsolodtam egy nagyobb kutatasi projekt részét képezi, amelynek
célja az IcHV-2 génexpresszids vizsgalata illetve transzkriptdm-elemzése. Ezen kutatasok

eredményei lehetdséget biztosithatnak az alacsonyabb rendl allatfajok herpeszvirusainak
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pontosabb megismerésére és részletes informacidt szolgaltathatnak a virusok sejten beliili
miikodésével kapcsolatban. Ezen informéciokat a késdbbiekben a tudomdny tovéabbi
kutatasokhoz, valamint az allategészségiigyi gyakorlat esetleg az adott virus elleni
védekezéshez hasznalhatja. A projekt tudomanyos jelentdsége abban rejlik, hogy bar a
magasabbrendili fajok herpeszvirusait sz¢les korben vizsgaljdk, a fent emlitett vizsgalatok
elvégzésére az Alloherpesviridae csaladba tartozo virusok korében mindeddig csupan
egyszer volt példa az Anguillid herpesvirus 1 (AngHV-1) esetében (van Beurden et al.,
2010).

Az els6 Alloherpesviridae csaladba tartozd virus, amelynek a teljes genomjat szekvenaltak
az Ictalurid herpesvirus 1 (IcHV-1) volt (Davison, 1992). Ezt a kés6bbiekben a Ranid
herpesvirus 1 (RaHV-1) és Ranid herpesvirus 2 (RaHV-2) (Davison et al., 2006), a Cyprinid
herpesvirus 3 (CyHV-3) (Aoki et al., 2007) majd az AngHV-1 (van Beurden et al., 2010)
késobb a Cyprinid herpesvirus 1 (CyHV-1) és Cyprinid herpesvirus 2 (CyHV-2) (Davison
et al., 2013) kovette. Tovabbi alloherpeszvirusok genomjabol csak részleges szekvencia

adatok talalhatoak a génbankban (GenBank).

A munkam célja az IcHV-2 virus teljes genomjanak szekvenaldsa és elemzése volt, amely

elengedhetetlen a késdbbi transzkriptom €s génexpresszios vizsgalatokhoz.

A munkam sordn a virust sejttenyészeten elszaporitottuk, a virdlis DNS-t izoldltuk, majd
masodik generacids szekvenalds alkalmazasaval hozzéajutottunk a virus genomjanak nyers
nukleotid-szekvencidjahoz. A hianyzo genom részeket PCR segitségével amplifikaltuk,
majd szekvenaltuk, igy jutva a teljes viralis genom birtokaba. A késdbbiekben a szekvenciat
elemeztilk ¢s Osszevetettiik génbanki adatokkal, amely hozzajarult a genom jobb

megismeréséhez, megnyitva ezzel az utat a tovabbi kutatasokhoz.



2. Irodalmi attekintés

2.1. A herpeszvirusok altalanos bemutatasa

A herpeszvirusok vilagszerte elterjedt, nagyméretd (150-200 nm atmérdjii), duplaszala DNS
genommal rendelkezd virusok. A kapszidjuk ikozaéder szimmetridj, amelyet 20 egyenld
oldali haromszog hatarol. A kapszid atmérdje 100-125 nm mérettartomanyba esik.
Sejtmembran eredetti burokkal (envelop) rendelkeznek. A herpeszvirusok elektron-
mikroszkdpos (EM) képe a 2. dbran lathato. A herpeszvirusok jellemzon erdsen gazdafaj-
specifikusak, és jellemzo6 rajuk, hogy fert6zott gazdaban életen at tarto latens fert6zottséget
képesek okozni. A gazdasejtbe vald bejutasuk sordn a herpeszvirusok burkanak fehérjéi a
sejt feliiletén taldlhaté receptorokhoz kapcsolédnak, majd a virus burka a gazdasejt
citoplazma-membranjaval fizional és a nukleokapszid bejut az intracellularis térbe, majd a
sejtmagba transzportalddik. A herpeszvirusokra jellemzd az erds citopatogén hatas (CPE),
amely a sejttenyészeten valo szaporitasuk sordn magzarvanyok, szinciciumok és oriassejtek

képzoddésében nyilvanul meg (Davison et al., 2005).

2. abra Herpeszvirusok EM képe
(Forras: http://ictvdb.bio-mirror.cn/Images/Fenner/herpe2.jpg).

Egyes herpeszvirusok igen nagy allat-egészségiigyi jelentdséggel birnak (pl. Aujeszky
betegség, Marek betegség, lovak jarvanyos vetélése, lovak rhinopneumonitise, szarvasmarha
fertdz6 rhinotracheitise), gazdasagi jelentoségiik kiemelkedd, masok elsddlegesen

kozegészségiigyi hatasuk miatt jelentdsek (human herpeszvirusok).



2.2. A herpeszvirusok genomja

A herpeszvirusok linearis duplaszala DNS-genommal rendelkeznek, amelynek mérete 125-
295 ezer bazispar kozott mozog. A genom végét termindlis ismétlddd szakaszok (terminal
repeat) alkotjdk. A genom 70-200 fehérjét kodol. A géneket a fertdzott sejtben vald
expresszidjuk alapjan hdrom csoportba soroljak. A virdlis nukleinsav sejtmagba jutadsakor
azonnal megkezdddik az azonnali korai (immediate early) gének expresszidja, amelyek a
korai (early) gének transzkripcidjat szabalyozzdk. Ez utdbbiak jellemzdéen a DNS-
replikacidhoz sziikségesek valamint a gazdasejt metabolizmusanak megvaltoztatasaban
jatszanak szerepet. A késoi (late) gének elsddlegesen a virus strukturfehérjéit kodoljak

(Davison et al., 2005).

A magasabbrendl gerincesek herpesz-virusainak genomjaban mintegy 43 homoldg gén
talalhatd. Ezen homoldg gének alapjan végzett filogenetikai szamitdsok segitik a virusok
pontosabb taxonomiai besoroldsat. Az alacsonyabbrendli fajok herpesz-virusainak
genomjaban azonban csupan néhany olyan gént ismeriink (pl.: DNS-fiiggd DNS-polimeraz,
termindz ATP-4z alegysége), melyek egyértelmili homoldgiat mutatnak a magasabbrendi
gerincesek herpesz-virusainak génjeivel. Ezen virusok besoroldsa a Herpesviridae csaladba

elsddlegesen morfoldgiai alapon tortént (Davison et al., 2009).

2.3. A herpeszvirusok taxonomiaja

A herpeszvirusokat a Herpesvirales rend harom csaladjaba soroljak. (A 3. dbran a rend
vazlata lathaté). A magasabbrendlii allatok herpeszvirusai a Herpesviridae csaladba
tartoznak, amely harom  alcsaladot  (Alphaherpesvirinae,  Betaherpesvirinae,
Gammaherpesvirinae) foglal magéaba. Az alacsonyabbrendli gerincesek (halak, kétéltiiek)
herpesz-virusainak besorolasa az Alloherpesviridae csaladba, a puhatestiieckben eléforduld

herpeszvirusok besorolasa a Malacoherpesviridae csaladba torténik (Davison et al., 2009).

A kutatasaink soran a fekete torpeharcsa herpeszvirusaval (IcHV-2) foglalkoztunk, amelyet
az Alloherpesviridae csaladba sorolnak. A virus megnevezésére egyes szakirodalmi
forrasokban az Ameiurine herpesvirus 1 vagy fekete térpeharcsa virus (black bullhead virus)
megnevezés is hasznalatos (Lepa et al., 2012). Az Alloherpesviridae csalddot 2008-ban
hozta létre a Nemzetk6zi Virusrendszertani Bizottsdg (International Committee on
Taxonomy of Viruses ICTV), besorolva ide azon magzatburok nélkiili fajok (Anamnia)
herpeszvirusait, amelyek a korabbi rendszertan szerint a Herpesviridae csaladban be nem

sorolt statuszban voltak (Davison et al., 2009).
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3. abra A Herpesvirales rend vazlata (sajat dbra Doszpoly, 2011 alapjan).

A folyamatosan boviilo ismeretek segitségével a csalad tagjainak szama évrdl évre n6 és a
virusok genomjanak egyre szélesebb korii megismerésével lehetdség nyilik azok egyre
precizebb taxondémiai besorolésra. A csalddba jelenleg a halak és kétéltiiek herpeszvirusai
tartoznak (Davison et al., 2009). Az eddig ismert hal herpeszvirusok koziil legalabb 11
jelentos karokat képes okozni akvakultarakban. Ezek a kovetkezok: IcHV-1, IcHV-2 melyek
a torpeharcsafélék, a CyHV-1, CyHV-2, CyHV-3 melyek a ponty (Cyprinus carpio), az
ezlistkardsz (Carassius auratus gibelio) és az aranyhal (Carassius auratus auratus), az
AngHV-1, amely az eurdpai angolna (Anguilla anguilla), az Acipenserid herpesvirus 1
(AciHV-1) és Acipenserid herpesvirus 2 (AciHV-2) amelyek a tok (Acipenser fajok),
valamint a Salmonid herpesvirus 2 (SalHV-2), Salmonid herpesvirus (SalHV-3) és Salmonid
herpesvirus 4 (SalHV-4), amelyek a lazac (Salmo salar) és pisztrang (Salmo trutta és mas
pisztrangfajok) kultardkban okozhatnak jelentds karokat (Doszpoly et al., 2011b; Waltzek
et al., 2009). A legnagyobb jelentdséggel a CyHV-3 bir, amely kimagaslo nagysagu karokat

képes okozni vildgszerte és az daltala okozott megbetegedés szerepel a Nemzetkozi



Allatjarvanyiigyi Hivatal (Office International des Epizooties;OIE) bejelentési kitelezettség
ala tartoz6 betegségeinek soraban (http://www.oie.int/animal-health-in-the-world/oie-listed-

diseases-2015/).

2.4. Az Alloherpesviridae csalad
A csalad aktualis felépitése a kovetkez6 (Doszpoly et al., 2011b alapjan):

-Batrachovirus genus: két béka herpeszvirust tartalmaz (RaHV-1 és RaHV-2)

-Cyprinivirus genus: harom pontyfélékbol (Cyprinidae) izolalt virust valamint az angolna

herpeszvirusat (AngHV-1) tartalmazza.
-Salmonivirus genus: lazactélék (Salmonidae) 3 herpeszvirusat tartalmazza.
-Ictalurivirus genus: torpeharcsafélék €s tokfélék herpeszvirusait foglalja magaba.

A csaldd felépitésének vazlatat az 4. dbra szemlélteti.

Batrachovirus

P
Salmonivirus
Ictalurivirus

4. dbra Az Alloherpesviridae csalad felépitése (sajat abra Doszpoly et al., 2011b és
http://www.ictvonline.org/virustaxonomy.asp alapjan).

Cyprinivirus

Alloherpesviridae

A csalddba nagyszamu, nemzetségekbe be nem sorolt virus is tartozik. Ezen virusok nagy

részét nem sikeriilt eddig izolalni. Az alloherpeszvirusok k6z¢ valo besoroldsuk alapvetden



morfoldgiai bélyegek, valamint a genom jol megdrzott szakaszaira irdnyuld PCR vizsgéalatok

soran nyert DNS-szakaszok szekvencidja alapjan tortént (Doszpoly, 2011).

Az alloherpeszvirusok kortani szerepe erdsen valtozd, virulencia alapjan, négy csoport

allithato fel (Doszpoly et al., 2011b alapjan):

I. Magas virulencidju virusok amelyek, akut, szisztémads, gyakran nagy mortalitassal jard

megbetegedéseket okoznak. PlL.: IcHV-1, CyHV-2

II. Alacsony virulenciaju virusok, amelyek kronikus, szisztémas megbetegedést okoznak.

PlL.: SalHV-1

III. Magas virulencidju virusok, amelyek akut, els6sorban bdrtiinetekkel jaro, nagy

mortalitassal kisért megbetegedéseket idéznek eld. Pl.: AciHV-1 és AciHV-2

IV. Alacsony virulencidju virusok, amelyek enyhe vagy joindulati borelvaltozasokat

okoznak. Pl. AngHV-1

Az aktualis rendszerezés szerint az IcHV-2 virus az Ictalurivirus genusba tartozik, amely
genusba jelenleg a kovetkezd virusok tartoznak: Acipenserid herpesvirus 2, Ictalurid

herpesvirus 1 és Ictalurid herpesvirus 2.

2.5. Az AciHV-2

A virust eloszor 1995-ben Watson €s mitsai. izolaltdk egészséges fehér tok (Acipenser
transmontanus) ovarialis folyadékabol vett mintabdl, fehér tok 1€p sejtvonalon (WSS-2)
(Watson et al., 1995). A virust késobb kimutattak rovidorra tokbdl (Acipenser brevirostrum)
(Kelley et al., 2005; Kurobe et al., 2008; LaPatra et al., 2014) és tavi tokbdl is (Acipenser
fulvescens) (Waltzek és Doszpoly, nem publikalt). Késobb jelentds elhullasokat okozott
Oroszorszagban 1énai tok (Acipenser baeri) gazdasagokban (Shchelkunov et al., 2009).
Juvenilis halak mesterséges fert6zése soran 80%-o0s mortalitds volt tapasztalhaté (Watson et
al., 1995). A halak korében elsdsorban az Uszési viselkedés rendellenességei, valamint

letargia €s mucoid bor-, valamint kopoltyalézidk voltak lathatéak (Watson et al., 1995).

A virus teljes genomja még nem ismeretes, azonban mintegy 60 ezer bazispar mar

publikalasra kertilt (Doszpoly et al., 2008, 2011).



2.6 Az IcHV-1

A virust eloszor 1968-ban izolaltak juvenilis csatornaharcsabol, egy jelentds mortalitassal
jaro vérzéses jellegli megbetegedés okozta jarvany kitérésekor (Channel Catfish Virus
Disease; CCVD) (Fijan et al. 1970). A betegség jelentds mortalitassal jar, a halak csokkent
novekedését okozza és gyakoriak a masodlagos bakteridlis fertdzddések is, amely tovabb
noveli az elhullast a beteg allomanyban (Plumb, 1978). Természetes koriilmények kozott
leginkabb az egy évnél fiatalabb allatok betegszenek meg, de eléfordul a megbetegedés az
1d6sebb halak esetében is (Hedrick et al., 1987). A fertdzott allatok életre széldan hordozok
maradnak. A horizontalis terjedés mellett kimutattak a virus vertikalis transzmissziojat is
(Plumb, 1973). A betegség tiinetei elsddlegesen uszasi zavarok, fiiggdleges testtartas,
vérzések a kopoltyt bazisandl, exophtalmia és megnovekedett hasi térfogat. A korbonctani
vizsgalat alapjan a fertdzést kovetden elsoként a posterior vesében jelentkeznek az
elvaltozasok (6déma, gyulladas és necrosis). Ezt koveti a fokalis necrosis, 6déma €s vérzések
megjelenése a majban, gastrointestinalis traktusban, valamint a hasnyalmirigy szovetének
necrosisa, bovériiség a 1épben €s vérzések megjelenése az izomzat dlloméanyaban (Plumb et

al., 1974; Wolf et al., 1972). A virus altal okozott borelvaltozas az 5. abran lathato.

5. abra Multifokalis borléziok CCVD kovetkeztében (forras:
http://ag.ansc.purdue.edu/courses/aq448/images/ccvd.jpg).

Az IcHV-2-t61 valo elkiilonités igen fontos, ugyanis utdbbi virulensebb lehet a
csatornaharcséara nézve (Hedrick et al., 2003). Az IcHV-2-t Eszak-Amerikdban mindeddig
nem mutatak ki. Az elkiilonités a klinikai tiinetek, kdrbonctani elvaltozasok segitségével, de
alapvetden virologiai mddszerekkel torténik. Az IcHV-2 CPE-t okoz Epithelioma
Papulosum Cyprini (EPC) és BF2 (Bluegill fibroblast-2) sejtvonalon, az IcHV-1 azonban
nem (Alborali et al., 1996). A két virus PCR-el kiilonithet6 el legbiztosabban.
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2.7 Az IcHV-2

Az IcHV-2-t (black bullhead virus) Olaszorszagban mutattak ki fekete torpeharcsabdl 1996-
ban (Alborali et al., 1996), és 2003-ban irtak le mint 0j virus faj (Hedrick et al., 2003). A
virus altal okozott jarvanykitorés jelentds hatassal volt az olaszorszagi fekete torpeharcsa

tenyésztésre (Roncarati et al., 2014).

2.8 Fogékony halfajok
Az IcHV-2-re két halfaj fogékonysdgat mutattak ki eddig. A virus altal okozott korképet

eddig fekete torpeharcsaban, valamint csatornaharcsédban figyelték meg (Hedrick et al.,

2003). Mindkét faj a torpeharcsafélék csaladjaba tartozik.

2.8.1. A fekete torpeharcsa (Ameiurus melas) ismertetése

6. abra Fekete torpeharcsa (forras:
http://www.fishinginfo.eu/NL/vissen/zwartedwergmeerval.htm).

A faj aktualis taxonomiai besorolasa a kovetkezo (http:\\itis.gov alapjan):

Orszag: Allatok (Animalia)
Torzs: Gerinchurosok (Chordata)
Altorzs: Gerincesek (Vertebrata)
Fdosztaly: Csontos halak (Osteichthyes)
Osztaly: Sugarasuszoju halak (Actinopterygii)
Rend: Harcsaalaktak (Siluriformes)
Csalad: Torpeharcsafélék (Ictaluridae)
Nem: Ameiurus

Faj: Ameiurus melas

A faj eredeti éléhelye Eszak-Amerika, mara azonban mar t5bb Eurdpai orszagban, igy
hazankban is jelen van. Edesvizi hal, amely igen jol tolerdlja az alacsony oxigén-

koncentraciét, a magas homérsékletet és a vizszennyezést is, ezaltal megél olyan
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kortilmények kozott is, amelyeket mas fajok nem toleralnak. Alapvetden a csendesebb
vizeket részesiti eldnyben, a gyorsabb mozgasu vizeket nem kedveli. 1-3 méter mélységben
taplalkozik.

A kifejlett példanyok atlagosan 21 centiméteres nagysagot érnek el és megkozelitdleg 0,7-
1,43kg-ot, de egyes példanyok elérhetik a 35 cm-t és 3,63 kg-ot is. Morfologidja a
torpeharcsafélék csaladjara jellemz6. A fej széles és lapos, hosszu bajusszalakkal (4 par)
rendelkezik. A szine jellemzden sotétbarna és fekete kozott valtozik a haton és sarga
valamint fehér kozott a hason az éléhely fiiggvényében. Evente egyszer szaporodnak, amely
ivasi idOszak jellemzden majus €s julius kozé esik. Az ivarérettséget mindkét nem 1 és 3 év
kozott éri el. Az atlagos élettartam 5 év a vadon €16 példanyoknal és fogsagban tartott allatok

esetén is (http://animaldiversity.org).

Tomeges elszaporodasa a horgédsztavakban kedvezotlen és a horgdszok altal kevéssé kedvelt
halfaj, ezért napjainkban egyes tavak esetében kifejezetten célként tiizik ki a tobdl valo
eltavolitasat. Gazdasagi jelentdsége kicsi, de egyes orszagokban (pl. Olaszorszagban) tizemi

kortilmények kozott tenyésztik. Az éallat képe a 6. abran lathato.

2.8.2. A csatornaharcsa (Ictalurus punctatus) ismertetése

A faj aktudlis taxondmiai besoroldsa a kovetkezo (http:\\itis.gov alapjan):

Orszag: Allatok (Animalia)
Torzs: Gerinchurosok (Chordata)
Altorzs: Gerincesek (Vertebrata)
Foosztaly: Csontos halak (Osteichthyes)
Osztaly: Sugarasuszoju halak (Actinopterygii)
Rend: Harcsaalakuak (Siluriformes)
Csalad: Torpeharcsafélék (Ictaluridae)
Nem: Ictalurus

Faj: Ictalurus punctatus

A faj Eszak-Amerikéb6l szarmazik, azonban ma mér a vilag t5bb orszdgaban eléfordul.
Gazdasagi jelentdségét jelzi, hogy az USA-ban és mas orszdgokban, koztiik hazankban is

tenyésztik.
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7. abra Csatornaharcsa (forras:
http://www.scotcat.com/factsheets/ictalurus_punctatus.htm).

Zart tizemi koriilmények kozott szaporitjdk, tavainkban azonban a megtelepedés esélye
csekély, mert a hideget nem jol tliri. Természetes él0helyén édesvizben fordul eld, azonban
megél sos, valamint brakkvizben is. Allovizekben és folyokban egyarant eléfordul.
Jellemzden éjszaka taplalkozik, nap kdzben az aljzaton talalhaté mélyebb lyukakba vonul.
Morfologidjaban hasonlit a fekete torpeharcsara. Szine fekete és olajzold szintdl a kék szinig
terjed az élohely fliggvényében. Monogam halfaj, atlagosan mindkét nem 2-3 évesen valik
ivaréretté. Természetes ¢lohelyén jellemzden majustol juliusig zajlik a szaporodas. Vadon
€16 allatok esetében atlagosan 14, fogsdgban 4tlagosan 16 évig élnek, de 40 éves példany is

ismert.

Atlagosan 0,9-1,8 kg-os tomeget érnek el és 36-53 cm-es testhosszt, azonban Iényegesen
nagyobb (10 kg koriili) példanyok is el6fordulnak természetes élohelyén. A tavakba itthon
az lzemi koriilmények kozott szaporitott €s nevelt halakat telepitik, a horgaszok korében
kedvelt faj. Gazdasagi jelentdsége lényegesen nagyobb, mint a fekete torpeharcsaé.

(http://animaldiversity.org). Az allat képe a 7. abran lathatd.

2.9. Az IcHV-2 okozta korkép

A virus elsé kimutatdsakor Olaszorszagban két fekete torpeharcsa farmon tort ki nagy
morbiditassal illetve nagy mortalitassal jaro IcHV-2 jarvany (Alborali et al., 1996). Az
IcHV-2 altal okozott kérkép nagy hasonldsagot mutat az IcHV-1 okozta megbetegedéssel.
Az érintett halakndl vérzések jelennek meg elsddlegesen a kopoltyd bézisanal, a bdron,
valamint a belsd szervek feliiletén (kiilondsen a vesék allomanyaban) és a halaknal spirdlis
uszas figyelhetd meg. A virusra a fekete torpeharcsa és a csatornaharcsa ivadékai és kifejlett
példanyai is érzékenyek ezért a virus nagy veszélyt jelenthet az lizemi csatornaharcsa-

tenyészetekre (Hedrick et al., 2003; Lepa et al., 2012).
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2.10. Az IcHV-2 genomja

Az Alloherpesviridae csaladba tartozo virusok genomjaban 12 erdsen konzervalt gén
ismeretes (van Beurden et al., 2010). Ezen gének meg0Orzott szakaszai hasznalhatdak fel
konszenzus primerek tervezéséhez, amely primereket az Uj alloherpeszvirusok
Kelley et al., 2005; Waltzek et al., 2009). E géneknek az egyes virusokra jellemzo
szekvenciait 6sszehasonlitva Waltzek €s mtsai. 2009-ben az Alloherpesviridae csaladon
beliil két monofiletikus kladot irt le, besorolva az els6 kladba az AngHV-1, CyHV-1, CyHV-
2, és CyHV-3 virusokat és a masodik kladba az IcHV-1, IcHV-2, AciHV-1, AciHV-2,
SalHV-1, SalHV-2, SalHV-3, RaHV-1 és RaHV-2 virusokat (Waltzek et al., 2009). Késdbbi
kutatdsok a RaHV-1 és RaHV-2 egyediségét kimutatva egy harmadik alcsalad 1étrehozasat
javasoltak (Doszpoly et al., 2011a).

Az IcHV-2 genomjaval kapcsolatban, az IcHV-1-t6l valo elkiilonitést kovetden (Hedrick et
al., 2003) évekig nem allt rendelkezésre adat. Az elsd néhdny-ezer bazispart 2008-ban
publikaltak (Doszpoly et al., 2008). A késdbbiekben egy 7982 bazispar hosszusagu szakasz
keriilt felerdsitésre, a DNS-polimerdaz és a termindz ATP-4z alegység gének kozotti
szakaszon. A szekvenalt szakasz elemzése soran a talalt ORF-ek az IcHV-1 ORF(57+58),
ORF59, ORF60, ORF61 és ORF62 homologjai (Doszpoly et al., 2011a).
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3. Anyag és Modszer

3.1. A vizsgalt mintak

A vizsgalatainkhoz hasznalt mintat Olaszorszagbol kapta a Kutaté Intézet 2008-ban és
korabban a mar emlitett 7982 bazispar hosszisagl, a DNS-polimeraz valamint a termindz
ATP-4z alegységének génje kozott helyezddd szakasz felerdsitéséhez és szekvenalasdhoz
hasznaltdk (Doszpoly et al., 2011a). A mintakat -80°C-on taroltdk a vizsgalatok

megkezdéséig.

3.2. Virusszaporitas

A szekvenalashoz sziikséges nagy mennyiségli virus-DNS eldallitasahoz a virust
sejttenyészeten szaporitottuk. Ehhez EPC (Fjian et al., 1983) sejtvonalat hasznaltuk. Az EPC
sejtekhez Minimum Essential Mediumot (MEM) (HyClone) hasznaltunk, amelyhez 10%
Fetal Bovine Serum-ot (FBS) (HyClone), 1% HEPES puffert (HyClone), valamint 1%
Penicillin-Streptomycin antibiotikum keveréket (HyClone) adtunk. A sejteket 25°C-on
inkubaltuk, és 6-8 naponta passzaltuk 1:4 aranyban. A sejtek fert6zése, a passzalast kovetd
2.-3. napon (80%-0s monolayer) tortént T25-6s flaskakban. A sejteket az Olaszorszagbol
kapott sejttenyészet feliiluszoval inkubaltuk 25°C-on 1 6ran at, majd 5 ml mediumot (2%
FBS) adtunk hozza, a tovabbiakban naponta ellendriztiikk a sejtek allapotat. Citopatogén
hatast (CPE) a 3. napon észleltiink (szinciciumok) a fertdzott sejttenyészetekben. Az 5-7.
napra a virus gyakorlatilag teljesen elpusztitotta a sejteket. A sejttenyészet a virusfertdzést
megeldzden a 8. abran, a virusfertdzést kovetden a 9. dbran lathatd. Az igy nyert, magas

virionszamu tenyészetet lefagyasztottuk a késobbi vizsgalatokhoz.

8. abra EPC monolayer a virusfertdzést megel6zden
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9. ébra A sejttenyészet ICHV-2 virussal valo fertdzést kovetden (5. nap)

3.3. DNS izolalas

Miutan megfeleldé mennyiségli virust tartalmazo tenyészethez jutottuk, a lefagyasztott
mintdkat felolvasztottuk. A flaskak hdromszori ismételt fagyasztasaval-felolvasztasaval
roncsoltuk a sejteket, lehetdséget biztositva arra, hogy a sejten beliil talalhatd virionok is

kiszabaduljanak az extracellularis térbe.

A mintakat ezek utdn 30 percen keresztiil 4°C-on 2500 g-vel centrifugaltuk (Eppendorf
centrifugaval, Centrifuge 5417C), majd a leiilepedd sejttormeléket eltavolitottuk és a
feliiliszoval dolgoztunk tovabb. A feliilusz6ot ultracentrifugéltuk, amelynek soran a
mintaban 1évo virionok letilepedtek igy azok pellet forméjaban megjelentek a csdvek aljan.
Az ultracentrifugdlast SW25.2 rotorral 24.000-as fordulatszammal (RPM) 90 percen at
végeztiik 4°C-on (BECKMAN XL-90 ultracentrifugaval). A 4 csévet 50 pl TE pufferben
4°C-on egy ¢jszakan at allni hagytuk, majd az alabbiak szerint a DNS-t feltartuk.

A virus-szuszpenziohoz hozzaadtunk 5,4 pl 20%-os natrium-dodecil-szulfatot (SDS)
(HyClone) és 2 pl Proteinaz K-t (HyClone) és 50 °C-os inkubatorba helyeztiik 1 6ran at.
Ezek utan hozzaadtunk 35 pl 5M-os NaCl oldatot, amely 1épést egy éjszakén tartd inkubacid
kovetett 4°C-on.

A kovetkezo napon a csoveket 15 percen at centrifugaltuk Eppendorf 5417C centrifugéaval,
14 000 RPM-el, majd a feliiluszo eltavolitasa utan a precipitdtumhoz 400ul Milli-Q-t (MQ)
adtunk. 1 egység fenol/Cloroform/Isoamyl alkohol (IAA) hozzaadéasat kovetden alaposan

elkevertiik és 15 percen at centrifugaltuk maximalis RPM-el, majd a feliiliszot ) csdbe
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toltottik és megismételtiik a fenol/Cloroform/IAA hozzéadasat és a centrifugalast. 0,1
egység 3 M-os Natrium-Acetatot (pH:5,2) adtunk hozza, majd 2,5 egység etanolt és 1 6ran
at inkubaltuk -80°C-on.

A csovet 15 percen at 14 000 RPM-el centrifugaltuk (Eppendorf 5417C centrifugéaval) 4°C-
on. Eltavolitottuk a feliiliszdt és hozzaadtunk 500 pl 70%-os etanolt, amelyet ismételt 15
perces centrifugalas kovetett 14 000 RPM-el 4°C-on. A feliiltiszd eltavolitdsa utan a pelletet
levegén szaradni hagytuk majd a DNS 11jboli beolddsdhoz MQ-t hasznaltunk.

3.4. Masodik generacios szekvenalas

A feltart DNS-t masodik generacids szekvenalasra kiildtiik a BGI-Tech solutions Co., Ltd
szolgaltatd céghez. Az eredményként kapott nyers adat 3643748 reading-bdl allt, amelyek
atlagosan 100 bazispar hosszusaguiak voltak. Ezen adatok elemzéséhez eldszor sziikség volt
a readingek Osszekapcsoldsara, amelyet a CLC Genomics Workbench 6 program (CLC bio)

segitségével végeztiink el.

3.5. Genom javitasa és elemzése

A genom hidnyz6 szakaszaihoz PCR segitségével jutottunk. A hidnyzé szakaszokhoz kozeli
ismert szekvencia alapjan Primer Designer Version 2.0 programmal (Scientific and
Education Software) primereket terveztiink. A primer tervezéséhez alkalmas szakasz
kivalasztasanal, olyan szakaszt sziikséges valasztani, amelynek az olvadaspontja a valasztott
PCR technika szempontjabol optimalis (megfeleld6 GC arannyal rendelkezd szakasz
sziikséges). Kizardlag olyan szakasz alkalmas primer tervezésére, amely nem alkot hurkot
onmagaval, valamint a primer molekuldi nem kapcsolédnak Ossze egymassal, illetve az
amplifikacid soran alkalmazott masik primerrel. Ezen szekvenald-primerek segitségével

PCR-el felerositettiik, illetve szekvenaltuk a hidnyz6 szakaszokat.

A PCR reakciokat PTC-200 DNA Engine Gradient Cycler (MJ Research Inc.) gépekkel
végeztiik. A reakciokhoz Phusion DNS-polimerdz (Finnzyme Ltd.) enzimet hasznaltunk. A
reakcidelegyet az 1. tdblazatban foglaltak szerint allitottuk &ssze. Az alkalmazott PCR
program paramétereit a 2. tabldzat mutatja be. A reakcidt kovetden a keletkezd6 PCR
termékeket 1%-os agardz gél-elektroforézissel vizsgaltuk. Azon esetekben, ahol a DNS
amplifikacid sikeres volt, a keletkezett terméket a gélbol QIAquick Gel Extraction Kit-tel
(Qiagen Ltd.) tisztitottuk, majd szekvenaltuk.
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1. tdblazat PCR reakcioelegy

34 ul MQ
10 pul Phusion puffer (Finnzyme Ltd.)
1,5 pl dNTP (10mM)
2x1 ul Primerek (50pmol/ ul)
0,5 ul Phusion DNS-polimeraz enzim (Finnzyme Ltd.)
2 ul IcHV-2 minta DNS
50 pul végtérfogat

2. tablazat PCR program

Szakasz Homérséklet Idétartam Ciklusok szama
Kezdeti denaturécio 98°C 5 perc 1
Denaturacid 98°C 30 masodperc (mp)
. Primertdl
Primer tapadas 30-60 mp 45
fiiggden
Szintézis 72°C 1-6 perc
Terminalis szintézis 72°C 3—-10 perc 1

A PCR termékeket a PCR primerekkel kozvetleniil szekvenaltuk, a nagyobb inszertek teljes
szekvenalasahoz “primer walking” moddszert hasznéltunk. A mar megismert szakaszokra 1j,
specifikus szekvenald primereket terveztiink, ¢és igy két oldalrél megszekvenaltuk a teljes
DNS-szakaszt tobb 1épésben. Az elektroforézist automata DNS-szekvenalon (ABI Prism®
3100; Applied Biosystems Ltd., Warrington, Egyesiilt Kiralysag) az MTA Szegedi Biologiai

Kozpontban végezték, és az eredményeket elektronikus levélben kaptuk meg.

A genomvégek amplifikalasdhoz 5’3 RACE Kit-et (Roche) hasznaltunk majd ezeket is
szekvenaltuk. A Sanger féle szekvendlassal kapott eredményeket a Bioedit programomal
ellendriztiik, javitottuk (Hall, 1999).

A teljes genom elemzésének elsd 1épéseként a nukleotid-sorrendet aminosav-sorrendre

forditottuk és megallapitottuk a nyitott leolvasasi keretek (ORF) helyét a genomban
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(FgenesV program segitségével) (Softberry). A program altal felismert szakaszok
metioninnak megfeleld koddal kezdddnek és stop-kodonnal végzddnek. Mivel az egyes
szakaszokrdl nem ismeretes, hogy kddolnak e valoban fehérjét, nem nevezhetdek teljes
bizonyossaggal génnek A kapott ORF-ek alapjan kapott aminosav-sorrendet BLASTP
program (NCBI) segitségével elemeztiik, amely soran a program felkutatta az adatbazisban
taldlhatd fehérjék koziil azokat, amelyek homologiat mutatnak a megadott aminosav-

sorrenddel, majd ezeket sorba rendezte.
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4. Eredmények

4.1 Eredmények leirasa

A virus genomja 142 925 bdazispar hosszisagi. A genom GC ardnya 53,8%.

herpeszvirusokra jellemz6 terminalis ismétlodo szakaszok egylittes hossza 41404 bazispar,
az egyedi szakasz hossza 101521 bazispar. A GC arany a terminalis ismétlddd szakaszokban
54,9% az egyedi szakaszban 53,3%, a két arany nem mutat jelentds eltérést. Az ismétlddd

szakaszok az ORF1L és ORF92L kozotti szakon valamint az ORF1R és ORF92R ko6zotti

szakaszon talalhatoak, mindkét szakasz 21 ORF-et foglal magaba.

125 ORF keriilt azonositasra, ezek koziil 28-at tudtunk ismert fehérjecsaladba besorolni. A

genom térképe a 10. dbran lathato.

BU BBL ‘ElﬂlL aL
1L B5L 8YL 89L 91L
83 95 89 101 24
92L %4 1Bb 20 98 100 23
2? 24 102 34 36 38 103 104
1}
:DE{X}:K]ID@I:{)EDEK ) >E><}:ED
25 28 30 33 35 37 39 41
lﬂ".l' 11}9 51
110 111
112 55 57a
53 54 56 57b
63 65 114 67 62b
P LEX ><I[D<'.3
64 113 68 70
B2c 73 4- 116 76 7B
) < DK EEKTDR
72 115 75 1y 77 79
118 86R BER90R
1R B5R ET7R BE‘R 91R
14R
G5R

10. dbra Az IcHV-2 genomjanak térképe Az egyes nyilak hossza az ORF nukleotid-
szekvencidjanak hosszaval ardnyos, a nyil iranya a + vagy - szalat jel6li, a nyilakhoz
tartozo szamok az ORF szamat jelolik.
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Az IcHV-2 genomjaban taldlt ORF-ek adatait, valamint az Alloherpesviridae csaladba
tartozd virusok ismert DNS-szakaszaival vald Osszehasonlitds adatait az 3. tiblazat
tartalmazza. Az IcHV-2 ORF-einek elnevezése az alabbiak alapjan tortént: azon esetekben
ahol az adott ORF homologja megtalalhatd az IcHV-1 genomjaban, az elnevezés az IcHV-
1 ORF-ének szama alapjan tortént. Az IcHV-1 ismert DNS szakaszaival a génbank adatai
alapjan homolo6giat nem mutatdé ORF-eket a genom 5' végétdl kezdve 80 feletti szamozassal
jeloltik (az IcHV-1 genomja 79 ORF-et tartalmaz). A genom termindlis ismétlodo
szakaszain taldlhaté ORF-eket a genom bal oldalan L a jobb oldalon R jelzéssel lattuk el. A
3. tédbldzat mutatja be, hogy az IcHV-2 genomjdban taldlhat6 ORF-ek mely szalon
talalhatéak, milyen hosszusaguak €s hogy mely egyéb alloherpeszvirusokban talalhato ORF-
ekkel mutatnak homoldgiat, ezek hasonldésaganak mértékét (alignment score), a
szignifikanciat jelz6 expect értéket €s az aminosav azonossaguk szazalékat. A tablazatban a
BLASTP program altal adott legmagasabb pontszami ORF-eket tiintettem fel. Ahol tobb
ORF is homoldgiat mutatott, ott a két legnagyobb alignment score-al rendelkez6t tiintettem
fel. Azon esetekben, ahol az adott ORF nem mutatott homologiat génbankban szerepld ORF-

el, a ,,nincs” megjeldlést hasznaltam.

3. tablazat
< on
E e | 4 | 2
9 =
i 5 |£E 2 g 3 > S
a4 cf] = = o %
o ©n E an o o)
2] S = o8 R=
Z T < =
A <
ORFI1L - 2816 ORF1 IcHV-1 469 2E-151 38%
ORFS80OL - 107 Nincs
ORF2L + 1307 ORF2 IcHV-1 338 6E-113 48%
ORFS81L + 1466 Nincs
ORF&2L + 647 Nincs
ORF5L + 698 ORF5 IcHV-1 195,8 1E-62 49%
ORF&3L + 764 Nincs
ORF&4L + 947 Nincs
ORF8&5L - 539 Nincs
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ORF86L 422 Nincs
ORF87L 674 Nincs
ORFS88L 575 Nincs
ORF89L 137 Nincs
ORF90L 116 Nincs
ORFI1IL 938 Nincs
ORFIL 1034 ORF9 IcHV-1 60,8 3E-12 37%
ORFI10L 458 ORF10 IcHV-1 66,2 3E-15 41%
ORFI11L 866 ORF11 IcHV-1 73,6 2E-16 30%
ORF12L 1049 ORF12 IcHV-1 147 3E-42 32%
ORFI4L 1220 ORF14 IcHV-1 284 1E-92 40%
ORF16 IcHV-1 204 7E-62 39%
ORF92L 428 Nincs
ORF93 626 ng;g&il 20 120 | 2833 | 47%
ORF9%4 275 Nincs
ORF95 329 Nincs
ORF17 1274 ORF17 IcHV-1 121 3E-32 31%
ORF18a 1133 ORF18 IcHV-1 129 3E-35 32%
ORF18b 908 ORF18 IcHV-1 117 2E-31 33%
ORF19 623 ORF19 IcHV-1 60,1 2E-12 30%
ORF20 362 ORF20 IcHV-1 137 3E-43 62%
ORF96 1223 Nincs
ORF97 404 Nincs
ORF22 4487 ORF22 IcHV-1 375 8E-109 26%
ORF98 704 Nincs
ORF99 926 Nincs
ORF100 572 Nincs
ORF101 524 Nincs
ORF23 1055 ORF23 IcHV-1 285 3E-93 47%
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ORF24 IcHV-1 392 8E-137 58%

ORF24 998
ORF24 AciHV-2 | 200 2E-62 44%
ORF25 IcHV-1 659 0.0 96%

ORF25 1544
ORF25 AciHV-2 | 529 0.0 96%
ORF27 IcHV-1 438 SE-156 72%

ORF27 923
ORF27 AciHV-2 | 295 8E-100 47%
ORF28 IcHV-1 545 0.0 53%

ORF28 2033
ORF28 AciHV-2 | 357 2E-114 36%
ORF29 IcHV-1 261 2E-88 62%

ORF29 644
ORF29 AciHV-2 160 3E-50 51%
ORF30 IcHV-1 321 1E-112 75%

ORF30 626
ORF30 AciHV-2 | 229 1E-76 55%
ORF102 551 ORF80 AciHV-2 | 31168 8E-22 29%
ORF33 IcHV-1 375 3E-131 62%

ORF33 878
ORF33 AciHV-2 | 202 6E-64 35%
ORF34 IcHV-1 639 0.0 68%

ORF34 1322
ORF34 AciHV-2 | 465 8E-162 54%
ORF35 IcHV-1 228 3E-75 48%

ORF35 692
ORF35 AciHV-2 125 8E-36 28%
ORF36 IcHV-1 155 2E-49 54%

ORF36 473
ORF36 AciHV-2 | 71,2 3E-17 38%
ORF37 IcHV-1 928 0.0 70%

ORF37 1919
ORF37 AciHV-2 | 544 0.0 45%
ORF38 IcHV-1 135 2E-42 56%

ORF38 365
ORF38 AciHV-2 | 59,3 4E-13 31%
ORF39 IcHV-1 1601 0.0 68%

ORF39 3371
ORF39 AciHV-2 | 1121 0.0 48%
ORF103 713 ORF81 AciHV-2 156 5E-43 40%
ORF41 IcHV-1 353 7E-118 56%

ORF41 923
ORF41 AciHV-2 | 202 5E-59 36%
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ORF104 515 Nincs
ORF43 IcHV-1 1082 0.0 57%
ORF43 2675
ORF43 AciHV-2 685 0.0 41%
ORF105 1004 Nincs
ORF44 IcHV-1 493 6E-172 67%
ORF44 1001
ORF44 AciHV-2 326 4E-106 44%,
ORF106 593 Nincs
ORF46 IcHV-1 1155 0.0 45%
ORF46 4154
ORF46 AciHV-2 531 7E-161 42%
ORF107 425 Nincs
ORF47 IcHV-1 253 1E-80 42%
ORF47a 1292
ORF47 AciHV-2 249 6E-79 42%
ORF47 IcHV-1 69,3 5E-14 25%
ORF47b 1325
ORF47 AciHV-2 68,6 8E-14 26%
ORF48 IcHV-1 226 3E-73 42%
ORF48 869
ORF48 AciHV-2 | 66,6 1E-14 32%
ORF49 IcHV-1 181 4E-59 62%
ORF49 431
ORF49 AciHV-2 116 5E-33 41%
ORF108 800 Nincs
ORF109 1013 Nincs
ORF110 134 Nincs
ORF51 515 ORF51 IcHV-1 166 4E-53 54%
ORF111 503 Nincs
ORF52 IcHV-1 222 2E-72 53%
ORF52 599
ORF52 AciHV-2 119 6E-34 33%
ORF53 IcHV-1 413 8E-146 63%
ORF53 932
ORF53 AciHV-2 218 4E-69 40%
ORF112 446 Nincs
ORF54 IcHV-1 766 0.0 61%
ORF54 1823
ORF54 AciHV-2 467 7E-158 39%
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ORF55 IcHV-1 | 474 3E-167 57%
ORF55 1163
ORF55 AciHV-2 | 197 2E-59 32%
ORF56 IcHV-1 | 1651 0.0 66%
ORF56 3536
ORF56 AciHV-2 | 1187 0.0 49%
ORF57 IcHV-1 | 1489 0.0 74%
ORF57a 2840 T ORF57+ORF58 166 00 0%,
AciHV-2 ' °
ORF57IcHV-1 | 825 0.0 69%
ORF57b 1703
ORF57+ORF58 ,
AV 542 SE-178 45%
ORF59 IcHV-1 | 456 1E-161 61%
ORF59 1031
ORF59 AciHV-2 | 157 2E-45 32%
ORF60 IcHV-1 | 507 6E-180 61%
ORF60 1193
ORF60 AciHV-2 | 263 5E-85 42%
ORF61 IcHV-1 | 359 3E-124 55%
ORF61 941
ORF61 AciHV-2 | 153 2E-44 33%
ORF62 IcHV-1 | 439 2E-170 84%
ORF62a 1163
ORF62 AciHV-2 | 375 2E-127 59%
ORF63 IcHV-1 | 798 0.0 59%
ORF63 1985
ORF63 AciHV-2 | 453 6E-151 41%
ORF64 IcHV-1 | 577 0.0 55%
ORF64 1511
ORF64 AciHV-2 | 406 3E-137 41%
ORF65IcHV-1 | 680 0.0 47%
ORF65 4889
ORF65 AciHV-2 | 320 7E-90 31%
ORF113 485 Nincs
ORF114 641 Nincs
ORF66 IcHV-1 | 383 6E-131 48%
ORF66 1226
ORF66 AciHV-2 | 167 1E-47 30%
ORF67 IcHV-1 | 1759 0.0 55%
ORF67 4676
ORF67 AciHV-2 | 824 0.0 33%
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ORF68 IcHV-1 382 7E-132 60%
ORF68 1217
ORF68 AciHV-2 | 312 4E-103 42%
ORF62 IcHV-1 250 2E-80 85%
ORF62b 401
ORF62 AciHV-2 | 172 4E-53 72%
ORF70 683 ORF70 IcHV-1 319 3E-111 63%
ORF62c 764 ORF62 IcHV-1 417 1E-142 77%
ORF72 4478 ORF72 IcHV-1 896 0.0 44%
ORF73 3047 ORF73 IcHV-1 729 0.0 39%
ORF115 611 Nincs
ORF74 2120 ORF74 IcHV-1 628 0.0 47%
ORF75 1259 ORF75 IcHV-1 335 1E-111 41%
ORF116 488 Nincs
ORF117 437 Nincs
ORF76 IcHV-1 151 1E-45 44%
ORF76 671
ORF77 IcHV-1 147 4E-44 39%
ORF77 IcHV-1 189 1E-60 59%
ORF77 665
ORF76 IcHV-1 162 5E-50 53%
ORF78 1199 ORF78 IcHV-1 403 SE-139 54%
ORF79 569 ORF79 IcHV-1 145 2E-44 49%
ORF118 992 Nincs
ORFIR 2816 ORFI1 IcHV-1 469 2E-151 38%
ORF80R 107 Nincs
ORF2R 1307 ORF2 IcHV-1 338 6E-113 48%
ORF81R 1466 Nincs
ORF82R 647 Nincs
ORF5R 698 ORFS5 IcHV-1 195 1E-62 49%
ORF83R 764 Nincs
ORF84R 947 Nincs
ORF85R 539 Nincs
ORF86R 422 Nincs
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ORF87R + 674 Nincs

ORF88R - 575 Nincs

ORF89R - 137 Nincs

ORF90R + 116 Nincs

ORF91R + 938 Nincs

ORF92R + 1034 ORF9 IcHV-1 60,8 3E-12 37%

ORF93R + 458 ORF10 IcHV-1 66,2 3E-15 41%

ORF9%4R + 866 ORF11 IcHV-1 73,6 2E-16 30%

ORF12R + 1049 ORF12 IcHV-1 147 3E-42 32%

ORFI4R ) 1220 ORF14 IcHV-1 284 1E-92 40%
ORF16 IcHV-1 204 7E-62 39%

ORFI95R + 428 Nincs

4.2 Eredmények megvitatasa

A vizsgalatok megkezdése elott rendelkezésre allo genomszakasz alapjan az IcHV-2-nek az
Ictalurivirus genus tagjaival (az IcHV-1-el valamint az AciHV-2-vel) val6 kozeli genetikai
rokonsaga allapithatdé meg. A vizsgélataink sordn is ezen genomokkal vald nagyfoku

hasonlésagot vartunk.

A virus genomjanak mérete (142 925 bazispar) az alloherpeszvirusokndl megszokott
mérettartomanyba esik. Az ismert genomok koziil legrovidebb genommal a csalddban az
IcHV-1 bir 134 226 bazispar hosszasagu DNS-el, amely 79 gént kodol (Davison, 1992). A
legnagyobb genommal a csaladban a CyHV-3 rendelkezik 295 ezer bazisparral és 155
génnel (Aoki et al., 2007; Davison et al., 2013).

A 3. tablazatbdl latszik, hogy varakozasunknak megfelelden az IcHV-2 genomjéban talalt
ORF-ek jelentds része a virus jelenlegi taxondmai besorolasa alapjan hozza legkozelebb 4llo

IcHV-1 és az AciHV-2 ORF-eivel mutat homoldgiat.

A genom hossza és GC aranya az IcHV-1-hez hasonld, az IcHV-1 ORF-jeivel homoldgiat
mutatd ORF-ek irdnyultsiga valamint pozicidja megegyezik azokéval. A két virus
egymassal homolog ORF-ei méretiik tekintetében is nagy hasonlosagot mutatnak. Az IcHV-
2 genomja nagyfoku kolinearitast mutat az IcHV-1 genomjaval, 75 ORF-e mutatott

homologiat az IcHV-1 ORF-eivel és 41 az AciHV-2 virus ismert ORF-eivel. A 125
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azonositott ORF koziil 49 esetében a génbankban nem volt homologiat mutatd gén. Ezen
ORF-ek jelentds része igen rovid, feltehetden csak egy résziikrdl képzddik valds géntermék

a virus intracellularis multiplikacioja soran.

A kutatasunk megkezdése el6tt publikalt genomrészletek (Doszpoly et al., 2008; 2011a) az
77744.-86825. bazispar kozotti (ORF57a és ORF62a kozott) a 102032.-102433.bazispar
kozotti (ORF62b) és a 104156.-108634. bazispar kozotti (ORF72) genomszakaszon
talalhatoak meg.

Az Herpesviridae csaladba tartozé virusok esetében nagyszamu (43) jol megoérzott homolog
gén ismert, az Alloherpesviridae csalad esetében csupan 12 (van Beurden et al., 2010). Ezen
jol megorzott gének az Alloherpesviride csalad minden olyan virusanak genomjdban
megtalalhatoak, amelynek teljes genomjat (vagy a genom jelentds részét pl. AciHV-2)
ismerjiik (Doszpoly, 2011). Az IcHV-2 genomjaban mind a 12 gén megtalalhatd volt. Ezen
gének koziil tobb gén funkcidja ismeretes: termindz (ORF62, ORF69, ORF71), primaz
(ORF63), DNS-helikdz (ORF25), proteazok (ORF28), kapszidfehérjék (ORF27, ORF39,
ORF53) és DNS-polimeraz (ORF57a, ORF57b), a tobbi funkcidja ismeretlen (Doszpoly,
2011).

Az ORF62, ORF69 és ORF71 feltehetden egy gén (feltételezhetden a terminaz enzim) 3
exonja. Az Alloherpesviridae csaladba tartozo virusok korében meg6rzott szekvencigju

DNS-fiiggd DNS-polimeraz génje 2 exonbdl all (ORF57a és ORF57b).

Az egyes gének pontos miikodésének megismeréséhez tovabbi vizsgalatok sziikségesek,
amelyekhez a teljes genom pontos szekvencidjanak ismerete elengedhetetlen. Az ORF-ek
nukleotid-szekvencidjanak aminosav-szekvencidjara vald forditasat kovetden azonban a
homologia-felismerd programok segitségével egyes ORF-ek esetében olyan szakaszokat
azonositottunk, amelyek homoldgiat mutatnak mas virusok ismert funkcidji fehérjéinek
aminosav-szekvencidjaval. Az azonos, vagy hasonld funkcidt ellatd fehérjéket fehérje-
szupercsaladokba soroljak (protein superfamily). Ismert funkcioval rendelkezd fehérje
szupercsaladokra jellemzd aminosav-szekvencia szakasz volt felismerheté a kovetkezd
ORF-ek feltételezett génterméke esetében:ORF5L és ORF5R (NK superfamily, nukleozid
illetve nukleotid kinaz funkciéval bir6 enzimek) ,ORF84L és ORF84R (DD superfamily,
sejten beliili szigndlfunkcidkat ellaté fehérjék), ORF14L, ORF14R, ORF73, ORF74
(PKc_like superfamily, protein kindz funkciot ellaté enzimek), ORF93 és ORF94 (MCLC
family, kloridion-csatorna fehérjék), ORF25, ORF30, ORF76, ORF77 (P-loop NTPase
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superfamily, nukleozid-trifoszfat hidroldzok), ORF27 (PHA03260 superfamily,
kapszidfehérjék), ORF46 (PHA03332 superfamily, membran glycoproteinek), ORF47a
(Peptidases S8 S53 superfamily, protedzok), ORF49 (trimeric dUTPase superfamily
UTPaz funkcidval bir6é fehérjék), ORF54 (H3TH_Stru superfamily, nukledz enzimek),
ORF57a (POLBc family, B tipustt DNS polimerazok), ORF63 (PHA03330 Superfamily,
feltehetden primaz funkcioji enzimek), ORF62c (TIR 2 superfamily, bakteridlis Toll like
receptorok szupercsaladja), ORF75 (PHAO03371 superfamily, virdlis polypeptidek

szupercsaladja).

Az adatok alapjan kijelenthetd, hogy jelenlegi tuddsunk szerint a virus genetikailag az
aktualis besorolasban azonos genusba (Ictalurivirus genus) tartozo két virussal (IcHV-1 és
AciHV-2) all legkozelebbi rokonsagban.

Az IcHV-2 genomjanak birtokaban a lehetdséglink van a virus mikodésének pontosabb
megismerésére, ¢s az egyes gének funkcidjanak felderitésére. A magasabbrendii allatfajok
virusainak kutatdsaban mar széles korben elterjedt génexpresszids vizsgalatokra az
alloherpeszvirusok esetében munkéank kezdetéig csupan egy esetben kertilt sor (van Beurden
et al., 2010). A késobbiekben, a kutatdsunk soran megismert ORF-ekrol képz6do
géntermékek funkcidjanak megismerésére in vitro es in vivo kisérletekre keriilhet sor,
amelyek soran a kisérleti allatok fert6zését kovetden kovethetjiilk nyomon a viralis genomrol
képz6dé mRNS alapjan a gének expresszidjat. A teljes genom szekvenciajanak ismeretében
lehetdség nyilik azonositani a képz6dé6 mRNS-t és ez alapjan felderithetd, hogy a
virusfert6zés mely szakaszaban (pl. latencia idején) mely gének valnak aktivva, és képzodik
roluk géntermék. A teljes genom-szekvencia birtokaban lehetség nyilt a virus altal okozott
betegség diagnosztikdjaban hasznalhaté 1) diagnosztikai primerek tervezésére, amelyek
segithetik a virus kimutatasat. Az IcHV-1 és IcHV-2 altal okozott megbetegedések tiinetei
nem mutatnak olyan szignifikans eltéréseket, amelyek alapjan a makroszkopos patoldgia
segitséget nyljtana a két virus altal okozott betegségek elkiilonitésében. Az IcHV-2
genomjanak ismeretében a kozeli rokon IcHV-1-tdl jelentdsebben kiilonb6zd szakaszok
alapjan készitett primerek felhasznélasa segitheti az IcHV-1-t61 valo biztosabb elkiilonitést,

amelynek nagy epidemioldgiai jelentdsége van.
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5. Osszefoglalas

Az Ictalurid herpesvirus 2 (IcHV-2) genetikai analizise

Szakdolgozatomhoz kapcsolddd munkdm sordn az Ictalurid herpesvirus 2 (IcHV-2) teljes
genomjanak szekvenaldsaban és elemzésében vettem részt. A kutatatds egy nagyobb projekt
részét  képezi, amelynek célja az emlitett virus transzkriptom-elemzése és
génexpresszidjanak részletes megismerése. Ezen kutatdsokhoz elengedhetetlen a genom
pontos ismerete, amelynek felderitése valt a szakdolgozatom témajava. Az IcHV-2-t 1996-
ban izolaltak és 2003-ban irtdk le mint 0j virus fajt. A virust a Herpesvirales renden beliil az
Alloherpesviridae csalad Ictalurivirus genusaba soroljak. A virus nagyaranyu morbiditast és
mortalitdst okoz csatornaharcsa (Ictalurus punctatus), valamint fekete torpeharcsa
(Ameiurus melas) adllomanyokban. Az IcHV-2 genomjanak egy rovid szakaszat korabban
publikaltak, amely az Ictalurivirus genusba tartoz6 virusokkal (IcHV-1 és AciHV-2)
mutatott nagy hasonldsagot. Munkam soran a virust EPC sejtvonalon elszaporitottuk, majd
a viruspartikulakat ultracentrifugélassal koncentraltuk, majd kivontuk a virus DNS-ét. A
DNS-t egy szolgaltaté céghez kiildtiik mésodik generacios szekvendldsra, majd a kapott
adatokat Osszeillesztve hozzajutottunk a virus genomjanak nukleotid-szekvencidjahoz. A
genomot elemeztiik és Osszehasonlitottuk a génbankban taldlhato adatokkal. A genom
mérete s GC aranya az IcHV-1-éhez nagyon hasonlonak mutatkozott. A virus genomjaban
125 ORF-et tudtunk azonositani, melyek koziil 21 a genom mindkét végén megtalalhato a
termindlis ismétlodo szakaszokban. 75 ORF mutatott egyértelmti homologiat az Ictalurivirus
genus masik két tagjanak (ICHV-1 és AciHV-2) génjeivel. Ezen ORF-ek iranyultsagukban,
poziciojukban ¢és méretiikben megegyeztek illetve hasonlitottak az eldbb emlitett
virusokéival. Munkdm gyakorlati jelentdsége abban rejlik, hogy teljes genom ismerete
lehetdséget ad diagnosztikai PCR-ek kifejlesztésére, illetve megteremtette az alapot a

tovabbi kutatasokhoz, melyekkel a virus génexpresszids mintazatat tervezziik megfejteni.
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6. Summary

The genetic analysis of Ictalurid herpesvirus 2 (IcHV-2)

For the topic of my thesis, the complete genome sequencing and analysis of the Ictalurid
herpesvirus 2 (IcHV-2) was chosen. This work is a part of a larger research project, which
aims the transcriptome and gene expression analysis of the IcHV-2. For this purpose it is
indispensable to know the full genome sequence of the virus. IcHV-2 was first isolated in
1996, and it was described as a novel virus species in 2003. The virus belongs to the genus
Ictalurivirus within the family Alloherpesviridae under the order Herpesvirales. IcHV-2
causes disease with high morbidity and mortality in channel catfish (Ictalurus punctatus)
and black bullhead (Ameiurus melas) populations. A shorter section of the genome was
already published showing high similarity to that of the other members of the genus
Ictalurivirus (IcHV-1 and AciHV-2). The virus was propagated on EPC cell line,
subsequently the virions were concentrated by ultracentrifugation and the viral DNA was
extracted and sent to a commercial sequencing company for second-generation sequencing.
After assembling the full genome, we analyzed and compared it to the sequences of the
GenBank. The size and the GC content of the genome is similar to that of the IcHV-1. 125
ORFs were identified, of which 21 are located on both ends of the genome in the terminal
repeat regions. 75 ORFs showed clear homology to the genes of the other members of the
genus (IcHV-1, AciHV-2). The position, orientation and size of these ORFs are the same or
similar in the genomes of the formerly mentioned viruses. The practical importance of our
results is that based on the complete genome sequence diagnostic PCR method could be
elaborated. The results also provide the basis for the future investigations to characterize the

transcriptome and the genome-wide gene expression of the virus.
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