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1. Roviditések

acipenserid herpesvirus

AciHV
AdV adenovirus
AHV alloherpesvirus
AngHV anguillid herpesvirus
as amino acid
BAdV bovine adenovirus
bp base pair
CAdV canine adenovirus
CyHV cyprinid herpesvirus
DBP DNA binding protein
E early
EDS egg drop syndrome
FAdV fowl adenovirus
FrAdV frog adenovirus
HAdV human adenovirus
HV herpesvirus
IcHV ictalurid herpesvirus
ICTV International Cor?/rir:l:t:zes on Taxonomy of
ITR inverted terminal repeat
kbp kilobase pair
L late
MAdV murine adenovirus
MLP major late promoter
nt nucleotide
ORF open reading frame
PCR polymerase chain reaction
RaHV ranid herpesvirus
SalHV salmonid herpesvirus
SbSHV siberian sturgeon herpesvirus
SnAdV shake adenovirus
TAdV turkey adenovirus
TBE tris-borate-ethylenediamine-tetraacetic acid
TE tris-ethylenediamine-tetraacetic acid
THEV turkey haemorrhagic enteritis virus
TP terminal protein
WSAdV white sturgeon adenovirus

tok-herpeszvirus
adenovirus
alloherpeszvirus
angolna-herpeszvirus
aminosav
szarvasmarha-adenovirus
bazispar
kutya-adenovirus
ponty-herpeszvirus
DNS-k6té fehérje
korai
tyukok tojashozam csokkenés
szindrobmaja
tyuk-adenovirus
béka-adenovirus
human adenovirus
herpeszvirus

csatornaharcsa-herpeszvirus
Nemzetk6zi Virusrendszertani
Bizottsag

forditott vég-ismétlédés
ezer bazispar
késoi
egér-adenovirus
késbi f6 prombter
nukleotid
nyitott olvasasi keret
polimeraz lancreakcio
béka-herpeszvirus
lazac-herpeszvirus
Iénai tok-herpeszvirus
kigyo-adenovirus
pulyka-adenovirus
trisz-borat-etilén-diamin-tetraacetat
trisz- etilén-diamin-tetraacetat

pulykak vérzéses bélgyulladasanak
virusa

terminalis fehérje
fehér tok-adenovirus



2. Osszefoglalas

Eszak-amerikai, fehér tokbdl (Acipenser transmontanus) izolalt herpeszvirus
(Acipenserid herpesvirus 2, AciHV-2) genomjanak részleges meghatarozasat és elemzését,
tovabba a szintén fehér tokbdl izolalt adenovirus (white sturgeon adenovirus 1, WSAdV-1)
genom teljes nukleotid szekvenciajanak meghatarozasat és részletes genetikai elemzését
végeztem el.

A fehér tokbol izolalt herpeszvirus (HV) genomjanak elemzése azért igérkezett
erdekesnek, mert munkam kezdetekor még nagyon kevés informacié allt rendelkezésiinkre
az alacsonyabbrendl gerincesek HV-airdl. Az AciHV-2 genom mintegy 50%-anak (66 kbp)
nukleotidsorrendjét meghataroztuk és elemeztik. A virus genomszervezbdése és a
filogenetikai szamitasok azt mutattak, hogy az AciHV-2 legkdzelebbi rokona a foltos
csatornaharcsabdl (Ictalurus punctatus) izolalt Ictalurid herpesvirus 1 (IcHV-1), melynek
telies nukleotidsorrendjét meghataroztak a 1990-es években. Az AciHV-2-t javaslatunknak
megfeleléen besoroltak az Ictalurivirus nemzetségbe, amit korabban az IcHV-1-nek hoztak
létre a Herpesviridae csaladon belll. Az egyre gyarapodd molekularis adatok hatasara
2008-ban a Nemzetkdzi Virusrendszertani Bizottsag (ICTV) létrehozott egy Uj viruscsaladot,
nevezetesen az Alloherpesviridae csaladot, a halak és kétéltliek HV-ainak és az Ictalurivirus
nemzetséget atsoroltak ebbe az Uj csaladba. Ugyanakkor megalapitottak a Herpesvirales
rendet, amelyben jelenleg harom csalad talalhatoé.

Az AciHV-2 mellett egy-egy génblokkot (7—7 kbp) polimeraz lancreakciéval (PCR)
kinyertlink és elemeztiink fekete térpeharcsabdél (Ameiurus melas) és Iénai tokbdl (Acipenser
baeri) izolalt HV-okbdl (Ictalurid herpesvirus 2, IcHV-2 és Siberian sturgeon herpesvirus,
SbSHV). Tovabba PCR-rel kimutattunk Cyprinid herpesvirus 1 és 2 (CyHV-1 és 2) fert6zést
hazai ponty (Cyprinus carpio) illetve ezlistkarasz (Carassius gibelio) allomanybdl.

Munkam kezdetekor a WSAdV-1, mely maig az egyetlen izolalt hal-adenovirus, be nem
sorolt statuszban szerepelt az Adenoviridae csaladban. Az el6szér meghatarozott
szekvenciai alapjan végzett filogenetikai szamitasok mutattak, hogy az abban az idében
elfogadott négy nemzetség (At-, Avi-, Mast- és Siadenovirus) egyikébe sem sorolhatd be a
virus. A WSAdV-1 genomja az eddig ismert leghosszabb adenovirus-DNS, 48 kbp.
Szervez6dése nagy eltéréseket mutat az O6sszes eddig megismert adenovirus (AdV)
genomszervezddésétdl. Pl.: a fiber génnel homoldg négy nyitott leolvasasi keret a genom bal
oldalan helyezkedik el. 2009-ben az ICTV megvitatta a kutatbcsoport javaslatat, elfogadta a
Sturgeon adenovirus A fajt, és szamara létrehozta az Ichtadenovirus nemzetséget az
Adenoviridae csaladon belul.

Munkam elméleti jelentésége, hogy 8si, tokfélebdl izolalt HV-bdl elséként hataroztunk

meg és elemeztiink hosszabb genom szakaszokat, és ezen eredmények alapjan a virust



besoroltak az Ictalurivirus nemzetségbe. Az IcHV-2-t, melybdl a vilagon elséként publikaltunk
DNS-szekvenciakat, javaslatunknak megfeleléen szintén ebbe a nemzetségbe soroltak. A
SbSHV-rél megallapitottuk, hogy nagyon kézeli rokona az AciHV-2-nek. Val6szind, hogy
azonos fajnak kell tekinteni, bar ezt szerologia vizsgalattal is szilkséges lenne megerésiteni.
A CyHV-1-et és 2-t hazankban el6szdr mutattuk ki molekularis modszerekkel. A vilagon elsd
alkalommal irtuk le a CyHV-2 eléfordulasat nem a megszokott gazdaban, az aranyhalban
(Carassius auratus), hanem ezistkaraszban. Tovabba, a vilagon eddig ismeretes egyetlen,
halbdl izolalt AdV teljes genomjat elemeztik. Eredményeink alapjan egy Uuj, 6todik
nemzetséget (Ichtadenovirus) hoztak |étre az Adenoviridae csaladon belll. Az elvégzett
munka gyakorlati jelentésége lehet az eredményeinken alapuld diagnosztikai modszerek
kidolgozasa, esetleg a virusok felszini fehérjéinek génjeibél kifejlesztett DNS-vakcinak

eldallitasa, illetve a WSAdV-1 génkifejezd vektorként val6 felhasznalasa is.



3. Bevezetés

A fehér tokbdl (Acipenser transmontanus) izolalt herpeszvirussal (HV) szakdolgozatom
készitése soran kezdtem foglalkozni. Véletlenszer(i klénozassal nyert genom darabok
részleges szekvencigjat hataroztuk meg (Somogyi, 2004; Doszpoly, 2005). Munkam
megkezdésekor az alacsonyabbrendl gerincesekbdl, illetve puhatestibdl izolalt
herpesz-szer(i virusokat a virion morfolégiaja és a jellegzetes sejtkarositdé hatas alapjan a
Herpesviridae csalad tartalmazta. Filogenetikai vizsgalatokra alkalmas gének hianyaban
azonban egyik alcsaladba (Alpha-, Beta- és Gammaherpesvirinae) sem lehetett ezeket a
virusokat besorolni. Az elsd, halbdl izolalt HV, melynek teljes genomszekvencijjat
meghataroztak, az Ictalurid herpesvirus 1 (IcHV-1) volt (Davison, 1992). Ennek a virusnak
egy kilén, "nem-besorolt” (alcsaladokhoz nem rendelhet) genust hoztak létre a csaladon
beldl, Ictalurivirus néven. Ebben az idében egyéb hal- és kétéltli-HV-okbol csak nagyon révid
DNS-szekvenciak (els6sorban a DNS-figgé DNS-polimeraz génbdl) voltak elérhetéek
nyilvanos adatbankokban. Ezek k&zo6tt volt az Acipenserid herpesvirus 1 és 2 (AciHV-1 és 2)
(Kelley et al., 2005), Anguillid herpesvirus 1 (AngHV-1) (Rijsewijk et al., 2005), Cyprinid
herpesvirus 1, 2 és 3 (CyHV-1, 2 és 3) (Gilad et al., 2002; Waltzek et al., 2005; Goodwin et
al., 2006a), Ranid herpesvirus 1 (RaHV-1) (Davison et al., 1999), Pilchard herpesvirus
(Crockford et al., 2005) és a Salmonid herpesvirus 1 és 2 (SalHV-1 és 2) (Davison, 1998;
Bernard & Mercier, 1993). Ezért érdekesnek tlint, hogy egy 8si, porcos ganoidbdl izolalt HV
genomjat alaposabban megvizsgaljuk. A késBbbiekben Olaszorszagbdl kapott fekete
térpeharcsa-HV-rol (Ictalurid herpesvirus 2, IcHV-2) korabban annyit kézéltek, hogy
szeroldgiai vizsgalatok és a restrikcids fragmentumhossz polimorfizmus alapjan nem azonos
az IcHV-1-gyel (Hedrick et al., 2003). Az Oroszorszagbdl szarmazo6 lénai tok-HV-bdl
(Siberian sturgeon herpesvirus, SbSHV) szintén nem volt még ismert DNS-szekvencia. A
virust morfolégiai bélyegei és sejtkarositd hatasa alapjan HV-nak azonositottak
(Shchelkunov et al.,, 2009). Ezért ezeknek a tdrzseknek a részleges genomanalizisét is
elkezdtik.

A kutatécsoport korabbi eredményei és taxondmiai javaslata alapjan az Adenoviridae
csalad rendszertani beosztasat 2002-ben gydkeresen megvaltoztattak. A korabbi, kdrtlbeldl
30 éve létezd két nemzetség mellett tovabbi két, Uj nemzetséget alakitottak ki (Benkd &
Harrach, 1998; Davison & Harrach, 2002; Benkd et al., 2005). Az Uj nemzetségekbe sorolt
virusok jellegzetes molekularis tulajdonsagainak elsd leirasa szintén magyar allatorvosok
részvételével tortént (Benkd et al., 1990; Harrach et al., 1997; Dan et al., 1998; Davison et
al., 2000). igy jelenleg a Mastadenovirus nemzetségbe csak emlésokbdl, mig az
Aviadenovirus nemzetségbe csak madarakbdl izolalt virusok tartoznak. Az Atadenovirus

nemzetség tagjai k6zoétt talalunk pikkelyes hillékb8l (Squamata), madarakbol, kéré6dz8kbdl,



és erszényesbdl szarmazokat is (Benkd & Harrach, 1998; Farkas et al., 2002; Thomson et
al., 2002). A kutatasi eredmények azt mutatjak, hogy az atadenovirusok (AdV) a pikkelyes
hillékkel evolvaldédtak és feltehetd, hogy gazdavaltas eredményeként jutottak mas
gazdafajokba (Harrach, 2000; Benké & Harrach, 2003). A Siadenovirus nemzetségbe egy
békabdl, madarakbdl és tekndsbdl izolalt virusokat talalunk (Davison & Harrach, 2002).
Koradbban feltételezték, hogy ez a nemzetség a kétéltliekkel egyittfejlédétt AdV-okat
tartalmazza, de jelenlegi ismereteink szerint a siadenovirusok gazdaeredete még nem
allapithaté meg bizonyossaggal. A fehér tokbdl izolalt AdV genomjanak részleges elemzését
korabban elkezdték a laboratériumunkban. Véletlenszerli molekularis klbnozas, polimeraz
lancreakcié (PCR) és DNS-szekvenalas segitségével meghataroztak a fehér tok-AdV (white
sturgeon adenovirus 1, WSAdV-1) genomjanak kdzépsd részében kodolt, er6sen konzervalt
gének nukleotid (nt) sorrendjét, és a proteaz illetve hexon szekvenciakkal filogenetikai
szamitasokat végeztek. Megallapitottak, hogy a WSAdV-1 nem sorolhaté be a mar létezd
négy AdV nemzetség egyikébe sem (Benkd et al., 2002; Kovacs et al., 2003). A kulénbdzd
AdV nemzetségek virusainak jellegzetesen eltér6 a genomszervezddése, elsésorban a
genomvégeken, ezért érdekesnek igérkezett egy leendé nemzetség elsé tagjanak tiné AdV
telies genomjanak vizsgalata. Arra is szamitottunk, hogy esetleg tovabbi bizonyitékokat

s

megerésitéséhez vagy cafolatahoz.



4. Irodalmi attekintés

4.1. Herpeszvirusok

4.1.1. A herpeszvirusok altalanos jellemzése

A HV-ok neviket a herpes, herpetos (kigyo, csiszomaszo) szavakbdl kaptak, mely a
human HV-ok altal okozott, tipikus rekurrens bdérelvaltozasokra utal. Szamos, allatorvosi
szempontbol jelentds betegség koérokozoja tartozik ide (pl.: Aujeszky betegség,
szarvasmarha fert6z6 rhinotracheitise, lovak jarvanyos abortusza, 16 rhinopneumonitis,
macskanatha, Marek betegség). A HV-oknak altalaban gyenge az immunogén hatasuk és
latens fert6zéseket képesek okozni. Jellemzd a HV-okra az erfs citopatogén hatas, mely
megnyilvanulhat magzarvanyok, szinciciumok és oriassejtképz6dés formajaban. Némely
HV-nak onkogén hatasat is ismerjuk. A sérulékeny burok miatt a HV-ok ellenalloképessége a
kiilénbdzb kilsé behatasokkal (detergensek, napfény, hd, kiszaradas, szélséséges pH, stb.)
szemben gyenge, leggyakrabban cseppfertézéssel, nemi uton és mas kdzvetlen kontaktus
utjan terjednek. A HV-ok altalaban stenoxen virusok, de természetesen van kivétel is, mint
példaul az Aujeszky betegséget okozd, egyes tipusu sertés-HV, amely a sertéseken kivil az
eml6és haziallatok tobbségét is képes megbetegiteni, s6t husevdkben, kéré6dzékben gyors
elhullast okoz. Virusneutralizaciés probaknal keresztreakciok csak nagyon kozeli rokon
virusok kézo6tt ismeretesek.
miutan burokfehérjéik segitségével a sejtfelszini receptorokhoz adszorbealédtak. Ezutan a
nukleokapszid a sejtmagba transzportalddik, egyelére ismeretlen mechanizmussal,
mikdézben tegument fehérjéi megvaltoztatiak a sejt metabolizmusat. A sejtmagban
megkezdddik az azonnali korai (immediate early) gének expresszidja, melyek szabalyozzak
a korai (early) gének (DNS-replikaciohoz sziikséges gének, gazdasejt metabolizmusat
megvaltoztatd enzimek, proteinek) transzkripciojat. A kés6i (late) gének elsdsorban
szerkezeti (struktur) fehérjéket fejeznek ki. A sejtmagban a viralis nukleinsav az éretlen
kapszidba csomagolédik és igy hagyja el a sejtmagot, majd a virion tovabbi érési

folyamatokon esik at, mig végll exocitézissal jut a kdvetkezd sejtbe.
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4.1.2. A herpeszvirusok morfolégiaja

A HV-ok nagyméret(, burokkal (envelop) rendelkezd virusok (1. abra). A virion magbdl
(core), kapszidbol, tegument-bél és burokbdl all. A core tartalmazza a viralis genomot. A
kapszid ikozaéder alaku, 20 egyenld oldali haromszdg hatarolja, melyeket 162 kapszomerbe
rendez8dd fehérjeegység alkot, 12 penton és 150 hexon. A kapszid atmérdje 100-125 nm
kozotti lehet. A kapszid és a burok kozétt talalhatdé a magas fehérjetartalma tegument. A
tegument strukturajarél kevés ismeret all rendelkezésiinkre. Szimmetrikus alakzatokat csak
kézvetlen a kapszid melletti részen lehet felismerni. A sejthartya eredetli burok
kévetkeztében a pleomorf, intakt virion atméréje mintegy 150-200 nm. A burok szamos
glikoproteidet tartalmaz, melyeknek fontos szerepe van sejt-virus kdlcsénhatasokban
(adszopcio, penetracio) illetve az immunogenitasban. A Human herpesvirus 1 (HHV-1)
analizise alapjan a burok leginkabb a Golgi-apparatus membranjara hasonlit (Davison et al.,
2005a).

nuclescapsid

tegument
genome
membrane

glycoprotein complex I

glycoprotein complex ITT

Copyright 1994 - *97 Marks Reschhe

1. bra A herpeszvirusok felépitésének sematikus rajza
(http://www.biografix.de/biografix/english/images/2/p_2b2a.jpg).
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4.1.3. A herpeszvirusok genomja

A HV-ok a Baltimore-féle virus beosztasi rendszer |. csoportjdba tartoznak, azaz
duplaszalt DNS-genommal rendelkeznek, mely a HV-ok esetében linearis. Az eddig
megismert HV-ok genomjanak méretét 125-295 ezer bazispar (kbp) kozéttinek talaltak. A
genom végeit terminalis ismétlédések (terminal repeat; TR) alkotjak. Bizonyos virusoknal
kéztes ismétiédések (internal repeat; IR) is taladlhatéak, melyek egy egyedi hosszu (unique
long; U) és egy egyedi révid (unique short; Us) szakaszra osztjak a genomot. Ezen
ismétléddé szakaszok hossza igen nagy hatarok k&éz6tt mozoghat, a murine herpesvirus 1
TR-je 30 bazispar (bp) hosszu, mig a human herpesvirus 6 TR-je 10 kbp. A DNS G+C
tartalma széles hatarok (32—75%) kdz6tt mozog. A viralis DNS mindkét szala kédol (+ sense,
- antisense). A HV-ok genomja mintegy 70-200 fehérjét kédol (Davison et al. 2005a). Ezen
fehérjéknek csak kis hanyada strukturprotein (eddig még nem azonositottak k6éz6s csalad-
vagy alcsalad-specifikus antigéneket), nagyobb részik a virus replikacioja soran sziikséges,
mint példaul a DNS-fuggéd DNS-polimeraz, vagy a timidin-kinaz. Az egyik legjobban
tanulmanyozott HV, a HHV-1 esetében tébb mint 30 fehérjét azonositottak az érett virionban:
6-ot a kapszidban, legalabb 15-6t a tegumentben és legalabb 10-et a burokban. Az
emldésokbdl illetve a madarakbol szarmazdé HV-ok genomja 7 blokkban mintegy 40 gént
hordoz. Ezeknek a blokkoknak az elhelyezkedése, sorrendje szerotipusonként valtozhat,
viszont a blokkokon bellli génsorrend valtozatlan. Ezen meg6rzétt gének kozétt talalunk
kapszid-, tegument- és membranfehérjéket, tovabba a DNS-replikaciéhoz, a DNS kapszidba
térténd becsomagolasahoz szikséges haztartasi géneket. Az alacsonyabbrendi
gerincesekbél izolalt HV-ok genomja nagyon eltér ettdl, alig rendelkeznek néhany,
felismerhetéen homoldg génnel (DNS-fliggé DNS-polimeraz, terminaz ATP-az alegysége).

igy besorolasuk a Herpesviridae csaladba elsésorban morfolégiai alapon tortént.

4.1.4. A herpeszvirusok rendszertana

A munkam kezdetekor érvényben Iév6 hivatalos taxonomia szerint a Herpesviridae
csalad harom alcsaladot és tébb besorolatlan fajt és tipust tartalmazott (Mayo, 2002). Az
alcsaladokba a virusokat biologiai és genomszerkezeti tulajdonsagaik, valamint filogenetikai
rokonsaguk alapjan soroljak be. Az Alphaherpesvirinae alcsalad négy genust tartalmazott
(Simplexvirus, Varicellovirus, Mardivirus, lltovirus). Az egységesebb genomszerkezeti
Betaherpesvirinae alcsaladot harom nemzetségre osztottak fel (Cytomegalovirus,
Muromegalovirus, Roseolovirus). A Gammaherpesvirinae alcsaladot két nemzetség alkotta
(Lymphocryptovirus, Rhadinovirus). A nemzetségeken belll a virusneutralizaciés probak
eredménye alapjan szerotipusokat kilénbéztetink meg. Napjainkra az ismert HV

szerotipusok szama szaz felett jar, és igen valtozatos a gazdaeredetik. Az ICTV altal
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elfogadott fajok egy-egy (szero) tipusnak felelnek meg, pl. a human herpesvirus 1 a Human
herpesvirus 1 faj (egyetlen) tagja (ez komoly kildnbség a késdbb targyalandé Adenoviridae
csaladhoz képest, ahol t6bb (szero) tipus is tartozhat ugyanahhoz a fajhoz). 2005-ben az
addig leirt 124 HV fajbdl mintegy 50 nem volt besorolva egyik alcsaladba sem (Davison et
al., 2005a). Az alcsaladokba be nem sorolt virusok kézétt emlés, madar, hills, kétéltd, hal és
puhatest( eredetlieket is talalhattunk. Abban az idében Ujnak szamité eredmények szerint a
hillék HV-ai homoldgia vizsgalatok alapjan az alfaherpeszvirusok kézé tartoznak (Origgi et
al., 2001; McGeoch & Gatherer, 2005). A masik két alcsaladban csak emlésék HV-ai
talalhatok. A Herpesviridae csalad tagjai az egész vilagon el6fordulnak. Valésziniileg az
Osszes gerinces fajnak megvan a maga HV-a, mely évmilliok 6ta a gazdafajjal evolvalodott,
de ugyanabban az allatban (emléstkben) kilénbdzb eredetlii HV-ok is talalhatdk (pl. a
kiilénbdz6 alcsaladok tagjai) (McGeoch et al., 2000). Kisérletes allatfertézések és in vitro
fertézési kisérletek azt mutatjdk, hogy az Alphaherpesvirinae alcsalad tagjai képesek
tobbféle allatfaj sejtjeiben is szaporodni, mig a masik két alcsalad tagjai sokkal sziikebb
spektrummal rendelkeznek.

A Herpesviridae csaladot mar régéta vizsgaljak filogenetikai médszerekkel. Az egyes
alcsaladokon bellli, illetve k&zotti genetikai rokonsag alapjan megkisérelték a HV-ok
evoluciés utjanak felderitését is. Ezek a vizsgalatok azonban inkabb csak az alcsaladokon
bellli kapcsolatok tisztazasa terén jartak eredménnyel, de a harom alcsalad kozétti
leszarmazasi viszonyok még nem vilagosak (McGeoch et al., 2000; Davison, 2002). Még
nagyobb probléma, hogy a hilléknél alacsonyabb rend(i gazdafajok HV-ai nem tartalmaznak
az 6sszehasonlitdsokhoz alkalmas, homolog géneket. A 90-es évek elején publikaltak az
elsd teljes hal-HV genom szekvenciat, az IcHV-1-et (Davison, 1992), melyet foltos csatorna-
harcsabdl (Ictalurus punctatus) izolaltak. Ezt a virust az Ujonnan létrehozott Ictalurivirus
nemzetségbe soroltak a Herpesviridae csaladon belll, de egyik létezd alcsalddba sem
lehetett besorolni filogenetikai szamitasok alapjan mivel a magasabbrend( gerincesekbél
leirt, HV-okra jellemzd, megdrzott génblokkok hianyoztak. Az évek soran ujabb és Ujabb,
rovid DNS-szekvenciakat publikaltak kulénbdzd hal- és kétéltli-HV-okbol. Az IcHV-1 faj
mellett ezek a HV tipusok még fajbeosztast sem kaptak a Herpesviridae csaladon beldl.

Kevés eredményt publikaltak abban az idében egyéb alacsonyabbrend(i gerincesekbél
izolalt HV-ok genetikai tulajdonsagairol. Géntérképezéssel és hibridizacioval megallapitottak,
hogy a szivarvanyos pisztrang (Oncorhynchus mykiss) két HV tipusanak (SalHV-1 és 2)
genomja az IcHV-1-hez hasonlé ugyan (Bernard & Mercier, 1993), de a tavolsag a két virus
k6éz6tt majdnem akkora, mint amilyen tavolsagot az emiésallatok kiildonbdzé alcsaladba sorolt
HV-ai kozétt tapasztalhatunk (Davison, 1998). Az IcHV-1 tavoli rokonanak tlnt a békabdl
szarmazd HV is, a virusgenom t6bb mint negyedrészét kitevé, kozmidba klonozott DNS-

szakasz szekvenciaja alapjan (Davison et al., 1999).
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Néhany évvel ezel6tt a HV-ok rendszertana gydkeresen megvaltozott, ezekrél a
valtozasokrdl azonban a megbeszélés fejezetben lesz sz6, mivel szoros 6sszefiiggésben

allnak sajat eredményeinkkel is.

4.1.5. Halakban és kétéltiekben el6fordulé HV-ok

Régébta ismeretes, hogy halakban herpesz-szerl virusok megbetegedéseket okoznak.
A hal-HV-okat az altaluk okozott betegségek lefolyasa (akut vagy krénikus), illetve a tlinetek
kiterjedése (altalanos vagy csak a kiltakaréra korlatoz6do) alapjan négy csoportra lehet
osztani (Shchelkunov et al., 2009): 1. Erés virulenciaju virusok, melyek akut, szisztémas
fertézést és nagy mortalitassal jar6 megbetegedéseket okoznak. Pl.: IcHV-1 (Fijan et al.,
1970) és IcHV-2 (Alborali et al., 1996), CyHV-2 (Jung & Miyazaki, 1995).

2. Gyenge virulenciaju virusok, amelyek kronikus, szisztémas megbetegedést okoznak.
Pl.: SalHV-1 (Eaton et al., 1989).

3. Er8s virulenciaju virusok melyek akut, elsésorban bértiinetekkel (erézidkkal,
fekélyekkel, vérzéses elvaltozasokkal) jar6, nagy mortalitassal kisért megbetegedéseket
idéznek eld: AciHV-1 (Hedrick et al., 1991) és AciHV-2 (Watson et al., 1995), SalHV-2
(Kimura & Yoshimizu, 1989), CyHV-3 (Hedrick et al., 2000), Japanese flounder HV (lida et
al., 1989).

4. Gyenge virulenciaju virusok, amelyek rendszerint enyhe vagy jéindulatu
bérelvaltozasokat okoznak. Pl.: AngHV-1 (Békési et al., 1986; Hangalapura et al., 2007)
Silurus glanis HV (Békési et al., 1984).

A halak HV-ai altalaban tavasszal és kora nyaron okoznak jarvanyokat, amikor a vizek
hémérséklete emelkedni kezd és eléri a virus replikaciéjanak kedvezé hémérsékletet, de az
allatok immunrendszere még legyengdilt a tél utan.

A CyHV-1 altal okozott betegség mar a kdzépkor 6ta ismeretes "pontyhimlé” néven
(Gessner, 1558). Természetes kortlmények kézoétt altalaban nagyon alacsony a mortalitas.
Intenziv tartasban viszont a fiatal (2 hetes) pontyok (Cyprinus carpio) kd6z6tt magas lehet az
elhullas (Sano et al.,, 1991). A betegség tipikus tlinetei a valtoz6 méretli, kerek, vagy
térképszerlien 06sszefolyd bbrelvaltozasok, amelyek viaszszer(i felrakédasnak tlnnek.
Testszerte, a fejen és az Uszokon is megjelenhetnek (Sano et al., 1985). A tlnetek alapjan
eddig szamos halfajpan megfigyelték a betegséget, de a kérokoz6 azonositasa az esetek
tobbségében nem toértént meg. Az érintett fajok kézétt van a ponty, dévérkeszeg (Abramis
brama), szélhajtd kiisz (Alburnus alburnus), marna (Barbus barbus), aranyhal (Carassius
auratus), karasz (Carassius carassius), fejes domolykd (Leuciscus cephalus), jaszkeszeg

(Leuciscus idus), comp6 (Tinca tinca), bodorka (Rutilus rutilus), voérésszarnyu keszeg
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(Scardinius erythrophtalmus) (Dixon, 2008). A CyHV-1 altal okozott betegség hazankban is
régoéta ismeretes (Békési et al., 1979).

A CyHV-2-t aranyhalbdl irtak le (Jung & Myazaki, 1995) (herpesviral haematopoietic
necrosis virus, HYHNV), mas halfajok nem bizonyultak fogékonynak. Nincsenek olyan tipikus
klinikai tinetei minta a CyHV-1-nek, altalaban letargia, anorexia jellemzi a beteg halakat.
Boncolaskor halvany kopoltyu, maj, vese és megnagyobbodott 1ép jellemzb. Majdnem
100%-0s mortalitdst okoz minden korcsoportban. 25°C félé emelve a hémérsékletet a virus
nem képes szaporodni, ez altalaban jellemzd az 6sszes hal-HV-ra.

A CyHV-3, koi herpeszvirus, megjelenése Ota sulyos veszteségeket okoz a
halgazdasagoknak szerte az egész vilagon, ezért all a kutatasok kézéppontjaban. Jelenleg
az egyik legnagyobb gazdasagi karokat okoz6 hal-HV, bejelentési kotelezettség ala tartozo
betegség. Csak a pontyot és annak egyik diszvaltozatat a koi pontyot betegiti meg, mas
halfajoknal betegséget nem okoz. Kopoltyanekrézis, enophtalmia és az Uszok tdévénél
hemorrhagias bérelvaltozasok a tipikus kiilsé tlinetek (Hedrick et al., 2000). Hazankban még
nem bizonyitott a megjelenése, viszont barmikor varhato, ugyanis a kérnyez8 orszagok nagy
részében mar megjelent (Marek et al., 2010; Novotny et al., 2010).

Az IcHV-1-et foltos csatornaharcsabdl izolaltdak (Fijan et al., 1970). A betegség
klinikailag hemorrhagias bdrelvaltozasokkal jar, kérbonctani tiinetei a megnagyobbodott I1ép,
halvany kopoltyl, nephritis. Intenziv tartasban ndvendék halaknal igen magas lehet a
mortalitas (Plumb, 1989).

A fekete térpeharcsabdl (Ameiurus melas) leirt IcHV-2 magas mortalitdssal (80-90%)
jar6 betegséget okozhat halgazdasagokban, melynek tlnetei: hemorrhagias elvaltozasok a
bérdn, Iépen, majon, tovabba nephritis (Alborali et al., 1996).

Az AciHV-1-et és AciHV-2-t fehér tokbdl izolaltak (Hedrick et al., 1991; Watson et al.,
1995), a késbbbiekben az AciHV-2-t révidorra tokbol (Acipenser brevirostrum) is kimutattak
(Kelley et al., 2005). Mindkét virus elsésorban névendék halak esetében okoz jelent6s
elhullast (AciHV-1: 40%; AciHV-2: 80%). A 2006-ban lénai tokbdl izolalt SbSHV
(Shchelkunov et al., 2009) kisérletes fertézés esetén akar 100%-os mortalitast is okoz fiatal
tokoknal. A betegség tipikus tlnetei letargia, rendellenes Uszas, bérlézidk és hemorrhagias
elvaltozasok testszerte. Boncolaskor a bels6 szervek vérfogyottsaga tlnik szembe.

Az angolna (Anguilla anguilla) HV-at el6szér magyar kutaték irtdk le (Békési et al.,
1986), kés6bb a vilag tdbb orszagaban izolaltak a virust (Sano et al., 1990; van Nieuwstadt
et al., 2001; Chang et al., 2002). A betegség tinetei: hemorrhagias elvaltozasok a béron, az
uszékon és a kopoltyun.

A SalHV-1-et szivarvanyos pisztrangbol izolaltdk (Eaton et al., 1989). Komoly
gazdasagi karokat okoz névendék halallomanyokban. Tipikus tlinetei a kopoltyunekrozis,

exophthalmia, a sziv és a vérképz6 szervek 6démaja (Wolf & Taylor, 1975; Wolf, 1988).

15



Kisérletes fertézés soran fogékonynak bizonyultak még a sebes pisztrang (Salmo ftrutta) és
pataki szaibling (Salvelinus fontinalis) is (Hedrick & Sano, 1989).

SalHV-2-t (Oncorhynchus masou virus) Japanban izolaltak egy pisztrangfélébdl, az
irtak le, a tulélé egyedeknél epidermalis papillémakat figyeltek meg (Kimura & Yoshimizu,
1989). A virus horizontalis és vertikalis terjedését is megfigyeltek (Wolf, 1988; Kumagai et
al., 1997).

A Salmonid herpesvirus 3-at (SalHV-3) amerikai tavipisztrangbdl (Salvelinus
namaycush) izolaltak. A virus epidermalis hiperplaziakat és nekroézist, tovabba kopoltyu
6démat okozott. Egyéb pisztrangfélék nem voltak fogékonyak (Bradley et al., 1989).

A pilchard HV-t egy heringfélébdl (Sardinops sagax neopilchardius) mutattak ki
Ausztralia partjainal a 90-es évek masodik felében (Hyatt et al., 1997). A kopoltyukon
lézidkat illetve az epitheliumon hiperplaziat és hipertréfiat figyeltek meg. Két jarvany vonult
végig az ausztral partok mentén, melyek a becslések szerint a teljes Sardinops sagax
allomany legalabb 10%-at kipusztitottak (Crockford et al., 2005).

A Percid herpesvirus 1-et egy sigérfélébél (Sander vitreus) izolaltak. (Kelley et al.,
1983).

Az Esocid herpesvirus 1-et csukaban (Esox lucius) és egy észak-amerikai
csukafélében (E. masquinongy) figyelték meg, mely epidermalis lézidkat okozott (blue spot
disease). A vizsgalatok szerint a virus prevalenciaja 30% kdéruli volt (Yamamoto et al., 1984;
Wolf, 1988). Az Uj évezredben, Eszak-irorszagban is megfigyeltek hasonld eseteket
(Graham et al., 2004).

Tovabbi halfajokban elektronmikroszképos vizsgalattal figyeltek meg herpesz-szeri
virusokat, amelyek &ltalaban valamilyen bérelvaltozast okoztak. A Pleuronectid herpesvirus
1-et egy lepényhalalakiakhoz tartéz6 fajbdl (Psetta maximus) irtak le Skoécia és Dania
partjainal (Buchanan & Madeley, 1978; Wolf, 1988; Hellberg et al., 2002). Egy masik, Japan
partjai mentén élé lepényhal fajbdl (Paralichtys olivaceus) a flounder HV-t mutattak ki (lida et
al., 1989; lida & Nagai, 2004). Jaszkeszegbdl a Golden ide virust publikaltak (McAllister et
al., 1985). A pacific cod HV-t egy tékehalfélébdl (Gadus macrocephalus) irtak le (McArn et
al., 1978). A sheatfish HV-t les6harcsabdl (Silurus glanis) magyar kutatdécsoport kdzolte
(Békési et al., 1984). A smelt papillomatous virust viaszlazacbol (Osmerus eperlanus) a
Balti-tengerbdl illetve az USA partjair6l mutattak ki (Anders, 1989; Morrison et al., 1996).
Hasonlé HV-t egy masik, a blizés-lazacalakuakhoz tartozd fajbdl (Osmerus mordax) az
USA-ban is leirtak (Burke et al., 1989; Herman et al., 1997). Atlantic salmon papillomatosis
virust lazacban (Salmo salar) figyelték meg Oroszorszagban és Skandinaviaban (Wolf, 1988;
Shchelkunov et al.,, 1992). Az angelfish HV-t Daniaban irtak le az Amazonas vidékérdl

importalt vitorlashalakbol (Pterophyllum altum) (Mellergard & Bloch, 1988). Ezeken felll egy
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HV-t kézoltek egy skorpidhal-alakuakhoz tartozo fajbél (Sebastes proriger) (Kent & Meyers,
2000). Tovabba egy 6si porcoshalbdl, nevezetesen a nyestcapabdl (Mustelus canis)
mutattak ki herpesz-szer(i részecskéket (Leibovitz & Lebouitz, 1985).

Az északi leopardbékak (Rana pipiens) adenocarcinomajat a mult szazad elsé felében
tanulmanyoztak, és a virusos eredetét is feltételezték (Lucké tumour herpesvirus) (Lucké,
1934, 1938). A virust (RaHV-1) késdbb elektronmikroszképos vizsgalattal is megfigyelték, de
szbvettenyészeten nem izolaltak. Fert6zott allatok sziirt szervddrzsélékével a betegséget eld
lehetett idézni. A virus tumorképz6 hatasat kisérletesen is bizonyitottak (Tweedell, 1967). A
Ranid herpesvirus 2-t (RaHV-2, frog virus 4) szintén adenocarcinomas északi
leopardbékabdl izolaltak (Rafferty, 1963). Nem bizonyult onkogén hatasunak (Granoff et al.,
1969). Tovabba erdei békdban (Rana dalmatina) mutattak ki HV-t elektronmikroszképpal

Olaszorszagban. A virus altal okozott mortalitas elérte a 80%-ot (Bennati et al., 1994).
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4.2. Adenovirusok

4.2.1. Az adenovirusok altalanos jellemzése

Az AdV-ok elnevezése elsd izolalasuk kérilményeire utal, ugyanis mutétileg eltavolitott
tenyészetekbdl szarmazott az els6 AdV izolatum (Rowe et al., 1953). Néhany évvel az elsé
human AdV-ok izolalasa utan mar egyéb allatfajokban, pl. szarvasmarha, sertés is talaltak
AdV-okat. Megjegyzendd, hogy virusizolatum mintak a kilonféle szervekbdl készitett
szbvettenyészetekbdl szarmaznak. AdV-ok az egész vilagon megtalalhatok, és valamennyi
fébb gerinces osztaly képviselbiben eléfordulhatnak (Russell & Benkd, 1999).

Az AdV-ok korokozd képessége a virus tipusatol és gazdatédl figgben valtozo. A
fertézés altalaban tlinetmentes, vagy enyhe lefolyasu betegséget okoz, de immunhianyos
allapotban lévé gazdaszervezetben sulyos betegség is kialakulhat, és szinte valamennyi
szervrendszer érintett lehet (Benkd, 2008). Az AdV-ok altal okozott, allatorvosi szempontbdl
fontosabb betegségek kézé tartozik a kutyak fertézé majgyulladasa (virusos hepatitis), a
tyukok tojashozam csbkkenés szindrobmaja (EDS), a pulykak vérzéses bélgyulladasa
(THEV). Az AdV-okra altalaban szlk gazdaspektrum jellemzd, és in vitro kériilmények k&z6tt
is csak az adott gazdafaj bizonyos sejtvonalain szaporithatok. Epp a felsorolt betegségek
kérokozéi kdzll ketté azonban kivételnek szamit. A kutyak fertézé majgyulladasat eldidézé
canine adenovirus 1 (CAdV-1) szamos mas husevd fajt is fertéz, és betegséget is okoz. Az
EDS virusa a tyuk mellett kacsaban és libaban is el6fordul, s6t betegséget is okozhat (Bartha
et al., 1982; Bartha, 1984; lvanics et al., 2001).

Az AdV-ok szélséséges kiilsd behatasokkal szemben (kémhatas, h6, zsiroldoszerek) is
ellenallok.

Az AdV-ok elsédleges receptora az antenna-szer(i nyulvany, a fiber, amely a
sejtreceptorokhoz koétddik. Ezutan a fiber talapzatat alkotdé pentonalap a sejt integrinjeivel
kélcsbnhatasba 1ép, és endocitozissal jut a sejtbe. Az endoszomaban megtérténik a kapszid
levalasa (uncoating), és a magba szallitodik, ahol a virus RNS transzkripcioja megkezdddik a
gazdasejt RNS polimeraz Il altal. A sejtmag megduzzad, a kromatin a maghartyahoz szorul,
jellegzetes magzarvanyok keletkeznek. A virus ledllitia a sejt sajat DNS, RNS és protein
szintézisét. A viralis DNS-replikacié (sajat DNS-polimerazzal) és 6sszeszerelbédés utan a
virionok a sejt lizise utan jutnak ki. A virionok éréséhez a virus altal kédolt proteaz
szilkséges.

Az AdV-ok mRNS érése soran komplex splicing mechanizmusok jatszédnak le. A
splicing mechanizmus folyamatat az AdV-oknal fedezték fel (Berget et al., 1977; Chow et al.,
1979). Génterapiaban illetve vakcina vektorként val6 alkalmazasuk nagyon igéretes a human

és allatorvosi gyégyaszatban, ezért vilagszerte fontos objektumai kiilénb6z8 kutatasoknak.
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4.2.2. Az adenovirusok morfoldgiaja

Az AdV-ok kozepes méretli (70-90 nm atmérdji), burok nélklli, duplaszalua
DNS-virusok (2. abra). lkozaéder alaku kapszidjuk 240 hexonbdl azaz lap-kapszomerbdl
(ezek mindegyikét hat hexon veszi kérl), és 12 csucsi kapszomerbél (pentonbdl) (ezeket 6t
hexon veszi kéril) all. A hexonokat harom azonos polipeptid (polipeptid Il) alkotja. A hexonok
faj- és nemzetségspecifikus antigén epitépokat hordoznak. E fehérje rendkiviil konzervativ,
az egyes nemzetségekben jol megbrzédott szakaszokat tartalmaz, valamint nagyon
valtozékony részeket is (hypervariable region 1-7), amelyek szerotipusonként eltéréseket
mutatnak. A csucsi kapszomerekbdl egy-egy (aviadenovirusok esetében két) nyulvany (fiber)
ered, melyek hossza valtozatos, 9 és 77,5 nm kozétti. A fiber harom, azonos alegységbél
felépilé fehérje (homotrimer), amelynek szerkezete harom részre oszthaté: feji (knob), nyél-
(shaft), és farki (tail) régidkra. A virus a sejtfelszini receptorokhoz (ez a HAdV-2-nél a
Coxsackie-adenovirus-receptor) a fiber disztalis, feji részével kapcsolédik. A
hemagglutinacioért szintén a fiber felelés. A virus DNS-sel komplexet add proteinek (V, VII,
X és termindlis protein) alkotjak a magot. A llla, VI, és Vlll-as proteinek helyét csak
valoészindsiteni lehet a virionban. A llla két monomerje val6szinileg athatol a kapszidot
alkoté hexonok éleinél. A VI-os proteinek gy(r(it formalnak a pentonokat kortlvevé hexonok
alatt. A Vlll-as fehérje a hexon kapszid belsd fellletén helyezkedik el. A VI-os és Vlll-as

fehérjék felel6sek a kapszid és a mag 6sszekapcsolasaért (Russell, 2009).

( Oﬁ 5 ¢ ¢ singlestranded DNA
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2. abra Az adenovirusok felépitésének sematikus rajza

(http://nobelprize.org/nobel_prizes/medicine/laureates/1993/illpres/genes-in-pieces.html).
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4.2.3. Az adenovirusok genomja

Az AdV-ok duplaszalu, linearis genomjanak mérete az eddig megismert tipusoknal 26
és 45 ezer bp kozdétt mozog és altalaban nemzetségre jellemzb. A legrévidebb a
siadenovirusok (26 kbp) a leghosszabb az aviadenovirusok genomja (45 kbp). A teljes
genomok G+C tartalma 33,7 és 67,6% kozétti. A genom két végének szekvenciaja azonos,
ezeket forditott végismétlddéseknek nevezziik (ITR). Az eddig megismert ITR-ek hosszat 36
és 371 bp koézoéttinek talaltak. A DNS-molekula 5’ végeihez kovalensen koétédik az
ugynevezett terminalis fehérje (TP) egy-egy példanya. Az AdV-ok DNS-ének mindkét szala
kédol, ennek megfeleléen megkilénbdztetlink jobbra (rightward) és balra (leftward) atir6édo r-
és I-szalat. Kifejez6déslik iddzitettsége szerint megkllénbéztetiink korai és kés6i géneket,
melyeket angol elnevezésiik alapjan E (early) vagy L (late) jel6léssel latunk el. Az AdV-ok
genomja atlagosan koérllbelil 40 proteint kodol. A fehérjék egy része prekurzorként
keletkezik, és a virus altal kédolt proteaz dolgozza fel érett fehérjéveé, az érintett proteinek
(prekurzor fehérjék) a nevik elétti p betlivel vannak jeldlve.

Az AdV-ok genomjanak kdzéps6 részét elfoglalé E2A és B, valamint az altalaban tébb
transzkripcids egységre bonthatd L régié a csalad valamennyi nemzetségének tagjaiban jol
megdrzétt (Davison et al., 2003) (3. abra). Az E2A a DNS-kétd fehérjét (DBP), az E2B pedig
a TP-t, a replikaciéért felelés DNS-fliggd DNS-polimerazt, és a genom bepakoldédasat
el6segité Va2 fehérjét kddolja. Az L régioban féként a viriont felépité szerkezeti fehérjek
génjei talalhatdk. Ezek kézul az V-6s protein csak a mastadenovirusokban talalhaté meg. A
genom végein, amint azt a 3. abra is szemlélteti, mind méret, mind tartalom szempontjabol
nemzetségenként jelentés eltéréseket mutatd régidk talalhatok. Elnevezésik az eddig
legbehatébban tanulmanyozott HAdV-ok alapjan térténik. igy az r-szalon, a genom bal
végéhez kézel esb régiot E1-nek, az I-szalon pedig, a jobb véghez kézelit E4-nek is szokas
nevezni. A mastadenovirusokban a pVIlI és fiber gén kdzétt, szintén az r-szalon az E3 régié
talalhato. A tébbi nemzetségben ezeknek mindéssze néhany homologja talalhaté meg, vagy
egyaltalan nincs homoldgia a kddolt fehérjék kdzott.

Az E1 és E4 korai régidknak a termékei a gazdasejt transzkripciés mechanizmusanak
megvaltoztatasaért felelések. Tovabba segitik a virus replikaciés komplex beindulasat (E2)
€s gazdasejt védekez6 mechanizmusanak kikerlilésére hivatott E3 régid génjeinek

kifejez6dését.
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3. dbra A négy elfogadott adenovirus nemzetség genomszervezddése. A szirke nyilakkal
jelzett gének megérzéttek minden eddig leirt adenovirusban (kivéve U exon). A sarga nyilak

a nemzetség- illetve fajspecifikus ORF-eket jeldlik (Benkd et al., 2005).

4.2.4. Az adenovirusok rendszertana

Munkam kezdetekor ismeretes volt, hogy a négy nemzetségbe sorolt AdV-ok mind
genomszervezbdésiik szempontjabdl, mind pedig genetikai rokonsagi viszonyaik alapjan
négy fé leszarmazasi vonalat képviseltek (Davison et al., 2003). Ugy tiint, e csoportok
(genusok) nagyjabél megfelelnek a kétéltliekkel, hillékkel, madarakkal és emldstkkel
feltételezhetden egyiitt fejlédott, egyes AdV leszarmazasi vonalaknak (Harrach, 2000). A
koevollcidés képet néhany feltételezett gazdavaltas bonyolitia (Benké & Harrach, 2003),
melyek pontos megértéséhez &sibb gerinces fajok (hlllék, kétéltliek, halak) tovabbi
AdV-ainak vizsgalata latszott szlikségesnek. A korai rendszerezés alapjaul szolgalo,

hagyomanyos, fbleg szerolégiai modszerek mellett ma mar, ugyanugy, mint a tébbi
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viruscsalad esetében, az egyes taxonok megkllénbbztetése szempontjabol a
genomszervezbdés és a filogenetikai szamitasok eredményei dénté fontossaguva valtak.

Egy adott speciesbe sorolt virustipusok kozétt, bar hatarozott szerologiai
kulénbdzbéséget mutatnak, csak igen kis genetikai kildnbségek fordulnak eld. A jelenlegi
rendszertani munka legnagyobb feladata, hogy a gyakran molekularis szinten még nem is
tanulmanyozott allati izolatumokat miként lehetne helyesen fajokba csoportositani.

Az AdV-ok és gerinces gazdaik kdzos torzsfejlédésére vonatkozd elmélet szerint az
egyes gazdak és a bennuk kimutatott AdV-ok genetikai tavolsagai és viszonyai (amit térzsfa
rekonstrukcidkkal lehet szemléltetni) nagy hasonlésagot mutatnak (Benké & Harrach, 2003).
Az egyes nemzetségeken belul AdV fajokat kildnbdztetnek meg, amelyeket a gazdafaj
nevével és az ABC betlivel jelélnek, példaul Bovine adenovirus A (BAdV-A). Egy-egy
virusfaj rendszerint tébb, szerologiailag elkllonithetd, arab szammal jeldlt tipust foglal
magaban (Benkd et al., 2005). A legtébb vizsgalt emlés- és madarfajban tébb AdV tipus és
faj, s6t akar tobb nemzetség tagjainak az el6fordulasat is megfigyelték.

Mind a négy nemzetség tagjai joI megkulénbdztetheték a tdbbi nemzetség tagjaitodl
szeroldgiai illetve filogenetikai vizsgalatokkal, és genomszervez8désik is egyedi
sajatossagokkal bir.

A mastadenovirusok csak emléstket fertéznek. A virusok 56°C-on 10 percig tartd
héhatas soran inaktivalédnak. Az eddig megismert AdV-ok genomjanak mérete 30.536 és
37.860 bp kozotti. A genomjuk G+C tartalma 43,6-63,9%. ITR-juk a leghosszabb a
csaladban (93-371 bp). A mar korabban emlitett V-6s protein mellett a 1X-es is csak a
mastadenovirusok genomjaban talalhaté meg, melynek funkcidja tobbrétld, szerkezeti
fehérjeként is van szerepe és a késdi f6 promoéter aktivalasaban is részt vesz (Boulanger et
al., 1979; Lutz et al., 1997). Az E3 és E4 régidk proteinjei a nemzetség kiilénb6z6 tagjai kdzt
is nagymeértékben eltéréek lehetnek (Belak et al., 1986). Az E4 régidban kédolt 34K protein
megtalalhatd az 0Osszes eddig vizsgalt mastadenovirus genomban. A legjobban
tanulmanyozott nemzetség, hiszen a human AdV-ok is ide tartoznak, az ez idaig leirt a
human tipusok szama 55 (Walsh et al., 2010). Habar a legujabban leirt tipusokat egyesek
vitatjak, mert ezek némelyike korabban mar leirt szerotipusok rekombinansanak tekinthetd,
pl. HAdV-53 és 55.

Aviadenovirusokat eddig csak madarakbol izolaltak illetve mutattak ki. Az altaluk
okozott fontosabb betegségek tipikus tlinetei a magzarvanyos hepatitis, bronchitis,
tidé6déma, valamint szivburok vizenydsddés, melyeket kildnb6z6 madarfajokbdl irtak le.
Napjainkra négy aviadenovirus telies genomjat hataroztdk meg, a fowl adenovirus 1
(FAdV-1) (Chiocca et al., 1996), FAdV-9 (Ojkic & Nagy, 2000), turkey adenovirus 1 (TAdV-1)
(Kajan et al., 2010) és FAdV-8 (Grgic et al., 2011). Genommeéretiik nagyobbnak bizonyult,
mint a mastadenvirusoké, 43.804-45.413 bp. G+C tartalmuk magas, 53,8 és 67,6% kdzotti.
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Az ITR-ek hossza 54 és 95 bp kodzbtti. A virionoknak két fibere van a csucsokon. A FAdV-1
genomja (és valoszinlleg az eredeti TAdV-1 is) két fiber gént kodol, a tdbbi tydk
aviadenovirus viszont csak egyet, de géntermékiik duplan talalhato meg a vertexeken. A
mastadenovirusoknal leirt E1 és E3 régidk hianyoznak genomjukbdél. Genomjuk jobb vége
szamos nyitott leolvasasi keretet (ORF) tartalmaz. Ezek funkcioja altaldban ismeretlen.
Genomjuk bal végén tartalmaznak parvovirus nem strukturalis proteinekkel homoldégiat
mutato gént tébb példanyban is.

Atadenovirusokat sokféle gerinces gazdabdl izolaltak illetve mutattak ki PCR-rel, igy
kér6dz6kbdél, madarakbol, pikkelyes hiillékbél (Squamata), sét egy erszényesbél is (Woods
et al., 1996; Lehmkuhl & Cutlip, 1999; Lehmkuhl et al, 2001; Thomson et al., 2002; Wellehan
et al., 2004). Borjakban tid6- és bélgyulladast okoznak, de leirtak vérzéses-elhulldsos
jarvanyokat is (Woods et al. 1996). Madaraknal az EDS okoz komoly gazdasagi karokat. A
virionok hd&stabilak, képesek megtartani a fert6zé6képességiket akar 30 percen at tartd
56°C-os hbkezelés utan is. Az eddig szekvenalt genomok mérete 29.576 és 33.213 bp
kozotti. Az ITR-ek hossza 46 és 118 bp kdzbttinek bizonyult. A kérddzokbdl, erszényesekbdl,
madarakbdl kimutatott atadenovirusok G+C tartalma 33,6-43,0%. A nemzetség is errél az
A+T gazdag genomrél kapta a nevét. A késdbbiekben vizsgalt hillé atadenovirusok G+C
tartalma viszont kiegyenlitett (50% korili) (Wellehan et al., 2004; Farkas et al., 2008). Az
eddig vizsgalt atadenovirusok mindegyikében kimutattak a genom bal oldalan egy szerkezeti
fehérjét kédold gént, a p32K-t (Xu et al., 1997). Ugyancsak a nemzetség tagjaira jellemzd
gén az LH1, de ezt nem mindegyik virusban sikerllt megtalalni. Az LH3 is egy szerkezeti
fehérjét kddold gén, latszdlag az atadenovirusokbol hianyzé 1X-es proteint helyettesiti a
kapszid stabilizalasaban.

Siadenovirusokat madarakbol, kétéltiibdl és teknésbdl mutattak ki napjainkig. Jelenleg
harom elfogadott tagja van a nemzetségnek, a frog adenovirus 1 (FrAdV-1) (Davison et al.,
2000), turkey adenovirus 3 (TAdV-3) (Pitcovski et al., 1998), mely a pulykdk vérzéses
bélgyulladasat okozza és a raptor adenovirus 1 (RAdV-1), melyet ragadoz6 madarakbdl
(bagoly, 6lyv) mutattak ki (Zsivanovits et al., 2006; Kovacs et al., 2009). Genomjuk a
csaladon belll a legrévidebb, 26.163 és 26.282 bp kodzotti, G+C tartalom 34,9 és 38,5%, mig
ITR-juk hossza mindéssze 29-39 bp. A megdrzétt k6zépsd genomrészen kivil csupan 6t
nemzetségspecifikus gént tartalmaznak. A genom baloldalan egy, a bakterialis szialidazokkal
homolég fehérjét kédold gén talalhatd (innét kapta nevét a nemzetség). Ezt kdveti egy
fiber gének kézo6tt) egy ismeretlen funkciéju nemzetségspecifikus ORF helyezkedik el ("E3”).

A genom jobb végén még tovabbi kettd, ismeretlen funkciéju ORF talalhaté.
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4.2.5. Halakban el6fordulé AdV-ok

AdV-ok halakban térténé megfigyelésérdl eddig nagyon kevés kdzlemény jelent meg.

1975-t6l Japan partjainal magas mortalitassal jaré limfoleukémiat figyeltek meg egy
tengeri sigérfélében (Pagrus major). Az elhullott halakban testszerte metasztatikus
tumorokat és vériikben megndvekedett szamu limfocitat és limfoblasztoid sejteket talaltak.
Ezek magjaban elektronmikroszképpal 78—-83 nm atmér6ji adenovirus-szerl részecskéket
figyeltek meg (Miyazaki et al., 2000).

AdV-ok jelenlétét valdszinlsitették atlanti tékehal (Gadus morhua) és kézdnséges
soran (Jensen & Bloch, 1980; Bloch et al., 1986).

Fehér tokban adenovirus-szerl részecskéket mutattak kis a 80-as években. Az érintett
allomanyban fokozott mortalitast figyeltek meg, az elhullott halak bélcsatornajanak hamjaban
megnagyobbodott magvu sejteket azonositottak. A virust nem sikertlt izolalni, de
kisérletesen a betegséget sikerilt reprodukalni. Az elhullott allatok homogenizalt bels6
szerveibdl készitett oldatot juttattak be egészséges halakba intraperitonealisan (Hedrick et
al., 1985).

Japan angolna (Anguilla japonica) allomanyokban sulyos gazdasagi karokat okoz
Azsiaban a VECNE (viral endothelial cell necrosis of eel). Par éve sikeriilt a betegségért
felelds virust izolalni, melyet AdV-nak véltek (Ono et al., 2007). Napjainkra a virus teljes
genomjanak szekvenciaja alapjan azonban kiderult, hogy nem AdV-rél van sz6, hanem

valészinlleg egy Uj viruscsalad elsé képviseldjérdl (Mizutani et al., 2011).
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5. Anyag és médszer

5.1. A virus torzsek és hal-mintak

Munkam soran dsszesen négy izolalt virustérzs DNS-ét vizsgaltam. Valamennyi virust
kilféldon izolaltak, kilonféle halfajokbdl, amint azt a 1. tablazatban bemutatom. Az amerikai
torzseket, WSAdV-1 és SRWSHV (Snake river white sturgeon herpesvirus) felnétt,
tinetmentes, vadon él6 fehér tokbdl izolalta Dr. Scott E. LaPatra, egy jelentés halgazdasag
(Clear Springs Foods Incl., Buhl, Idaho) kutatasi részlegének allatorvosa. A fehér tok leépébél
készllt, WSS-2 (white sturgeon spleen) elnevezés(i, ham eredetl sejtvonalon (LaPatra et
al., 2002) elszaporitott virus térzseket fagyasztott formaban kuildték a laboratériumunkba.

Az IcHV-2 1996) fekete
térpeharcsabdl. A virust CCO (channel catfish ovary) sejtvonalon szaporitottak el. Az SbSHV
térzseket (SK1/0406, SK2/0506 és BK/0506) Oroszorszagban izolaltak Iénai tokbdl SSO-2

(Siberian sturgeon pooled internal organs) sejtvonalon (Shchelkunov et al., 2009).

térzset Olaszorszagban izolaltak (Alborali et al.,

A hazai vizekb6l szarmazo, tipikus pontyhimlés tineteket mutaté pontybdl mintat
vettiink a hamon keletkezett elvaltozasbél, a kopoltylbdl, majbol és vesébdl. A szintén hazai
tégazdasagbol, témeges elhullast kdvetéen gylijtdtt ezlistkaraszbol a hal belsd szerveinek

(Iép, maj, vese) keverékét hasznaltuk mintaként. Ezeket a virusokat nem izolaltuk.

1. tablazat A vizsgalt virustorzsek

virus gazdafaj szarm. hely sejtvonal referencia
Fehér tok WSS-2 (white Scott E.
AciHV-2 ]
(Acipenser USA sturgeon LaPatra,
(SRWSHYV) .
transmontanus) spleen) unpublished
Fekete
térpeharcsa CCO (channel Alborali et al.,
IcHV-2 ] Olaszorszag _
(Ameiurus catfish ovary) 1996
melas)
Lénai tok SSO-2 (siberian
) Shchelkunov et
SbSHV (Acipenser Oroszorszag sturgeon pooled | 2009
al.,
baeri) internal organs)
Fehér tok WSS-2 (white Scott E.
WSAdV-1 (Acipenser USA sturgeon LaPatra,
transmontanus) spleen) unpublished
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5.2. A viralis DNS tisztitasa

Az AciHV-2 és WSAdV-1 mintabol haromszori lefagyasztas és felolvasztas utan a
keletkezett sejttérmeléket centrifugalassal (10.000xg, 30 perc, SORVALL RC-5B
Superspeed Centrifuge) Ulepitettiik, és az igy feltisztitott fellliszébol a virionokat
ultracentrifugalassal (SW-28-as rotor, 25.000 rpm, 100.000xg, 1,5 6ra, 4°C, BECKMAN XL-
90) koncentraltuk. A virus tledéket 800 ul NTE pufferben (100 mM NaCl, 10 mM TRIS-HCI, 1
mM EDTA, pH 7,9) szuszpendaltuk. Ez az eredeti térfogathoz képest kb. kétszazszoros
koncentralast jelentett.

Ezutan fenolos DNS kivonast végeztink 400 pl virion szuszpenziébdl, amit 0,5% SDS
és 1 mM EDTA jelenlétében, 2 o6ran at inkubdltuk 37°C-os vizfurdében 50 pg/ml
mintahoz 400 pl, TE pufferrel telitett fenolt (Sigma, St. Louis, MO. USA) adtunk, majd 6vatos,
de alapos elegyités utan 5 percig centrifugaltuk 6000 rpm sebességgel (3800xg) Eppendorf
centrifugaban (Centrifuge 5417C). A fels6, vizes fazist Uj cs6be tettik, és még kétszer
ismételtlk a fenolos kezelést. Ezutan a vizes fazisbdl a fenol nyomokat kétszeres
mennyiségUl kloroform (Reanal ZRt., Budapest, Magyarorszag) hozzaadasaval tavolitottuk el.
A vizes fazist ismét tiszta cs6be tettik, és 1/10 mennyiségl, 3 M natrium-acetat (NaAc),
valamint 2,5-szeres mennyiség, jéghideg abszolut etanol hozzaadasaval precipitaltattuk a
DNS-t egy éjszakan at, —20°C-on. A DNS-t centrifugalassal (30 perc, 12.000 rpm, 15.000xg,
Eppendorf Centrifuge 5417C) Ulepitettiik, 70%-os jéghideg etanollal mostuk, és révid ideig
vakuum centrifugaban szaritottuk, majd 100 pl steril desztillalt vizben oldottuk fel.

Az IcHV-2 tbrzset laboratériumunkba liofilizalva kildték. A mintat rehidrataltuk 1 ml
steril desztillalt vizzel, révid ideig forraltuk, majd -20 °C-on taroltuk felhasznalasig.

Az SbSHV kivont DNS-ét Whatman-papiron régzitve kildték laboratériumunkba. Ezt
250 pl steril desztillalt vizzel kioldottuk (3 6ra 4 °C-on), vakuum centrifugaban 50 pl-re
koncentraltuk és a mintat —20 °C-on taroltuk.

A pontybdl, illetve ezlistkaraszbdl a szervmintakat 1 ml TE puffer (10 mM Trisz-HCI, 1
mM EDTA, pH 8,0) hozzaadasa utan homogenizaltuk. Mikrocentrifuga-csében a
szervddrzsolék 100 pl mennyiségéhez 10 pl 10%-os Sarcosyl és 4 pl Proteinase K (20
mg/ml) (Boehringer Ltd., Ingelheim, Németorszag) oldatot adtunk, majd egy éjszakan at
55°C-on inkubaltuk. Ezutan hozzaadtunk 300 ul guanidin-HCI (8 M) és 20 pl ammaénium
acetat (7,5 M) oldatot, és a cséveket 15 percenként megforgatva, 1 6ran keresztil,
szobahémérsékleten inkubaltuk. A nukleinsavat 1 ml jéghideg (-20°C-os) abszolut etanol
hozzaadasaval csaptuk ki, majd 12 percen keresztil centrifugaltuk 12.000-es
fordulatszammal (15.000%g) hithetd Eppendorf (5415 R) centrifugaban 4°C-on. A keletkezett

Uledéket a felUluszé ledntése utan 1 ml jéghideg, 70%-os etanol hozzaadasaval mostuk,
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majd az el6ébbi beallitdsok szerint 5 percig Ujra centrifugaltuk. A fellluszé eltavolitasa utan a

csapadékot rovid ideig szaritottuk, majd 50 pl steril desztillalt vizben szuszpendaltuk.

5.3. Restrikcios endonukleazos emésztés

A virus DNS-t (SRWSHV) Hindlll és Pstl restrikcidés endonukleazzal hasitottuk a gyartd
(Fermentas AG., Vilnius, Litvania) altal ajanlott pufferben 37°C-on. A keletkezett
DNS-fragmentumok szamanak és méretének meghatarozasahoz 1%-os agaréz (BRL)
gélben elektroforézist végeztiink 90-110 V-os fesziiltséggel. A gél 0,5-szeres téménységl
TBE (Tris-Bérsav-EDTA, pH 8,0) pufferben készilt, és 0,5 pg/ml etidium-bromidot
tartalmazott (Sambrook & Russel, 2001). A késébbiekben attértiink a GelRed (Biotium Inc.,
Hayward, CA. USA) gélfesték alkalmazasara, mely nem veszélyes az egészségre. A
mintafelvivé puffer 2,5 mg/ml bromfenolkéket és 400 mg/ml szachar6zt tartalmazott
(Sambrook & Russel, 2001). Az elektroforézist kévetéen a gélt 302 nm hullamhosszisagu
UV atvilagitdo lampan (Appligene Oncor Ltd., llkirch, Franciaorszag) digitalis kameraval
(Kodak DC120 Zoom) fényképeztik. Molekulatémeg-standardként (M) Pstl enzimmel
hasitott lambda fag DNS-t (Fermentas AG., Vilnius, Litvania), vagy GeneRuler DNA Ladder

Mix-et (Fermentas AG., Vilnius, Litvania) hasznaltunk.

5.4. Molekularis klonozas

A viralis és plazmid (pBluescript KS; Stratagene Ltd., Santa Clara, CA, USA) DNS-t
Hindlll illetve Pstl enzimmel emésztettik, kis mennyiségben gélelekroforézissel ellendriztik,
majd NaAc és etanol hozzaadasaval precipitaltuk és 10 ul desztillalt vizben vettik fel. Az igy
tisztitott DNS-oldatok téménységét agar6z gél elektroforézissel ellendriztik, és ennek
alapjan a ligalashoz a vektort és inszertet megkdzelitleg 1:4 aranyban hasznaltuk. A ligalasi
reakciét 15 ul végtérfogatban végeztik T4 ligaz enzim (NEB Inc., Ipswitch, MA. USA) és
puffer hozzaadasa utan egy éjszakan at 16°C-on. A reakcibéelegy 2-5 ul-nyi mennyiségével
XL-1 Blue, JM109 vagy TOP10 jelzésli E. coli toérzset transzformaltunk. A DNS-t vagy
elektroporacidval juttattuk be az elektrokompetens baktériumsejtekbe (BioRad Inc.,
Richmond, CA. USA, elektroporacios készllék, 25 uF, 2,5V és 200 Q paraméterekkel) vagy
hésokk alkalmazasaval (Sambrook & Russel, 2001). Némely esetben TransformAid™
(Fermentas AG., Vilnius, Litvania) modszerrel végeztik a transzformalast a gyarté hasznalati
utasitasa szerint. A baktériumokat ampicillin tartalmd LB agar (Sambrook & Russel, 2001)
lemezeken szélesztettik. A taptalajt X-gallal (Sigma, St. Louis, MO. USA) és IPTG-vel
(izopropil-tiogalaktozidaz) egészitettiik ki a B-galaktozidaz aktivitds kimutatédsa céljabél. A

baktériumokat 37°C-on egy éjszakan at inkubaltuk. A fehér szinl telepeket 3 ml ampicillin
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tartalmu folyékony LB tapoldatba oltottuk, és egy éjszakan at razattuk 37°C-on. Alkalikus
mini preparalassal tisztitottuk a plazmid DNS-t (Sambrook & Russel, 2001). A baktérium
tenyészetekbdl 1,5 mil-t mikrocentrifuga-csébe 6ntéttink, majd 6000 rpm (3800x%Q)
fordulatszammal centrifugaltuk 30 mp-ig Eppendorf centrifugdban (Centrifuge 5417C).
Ezutan a fellluszét eltavolitottuk, és az Gledéket 100 ul TEG oldatban (25 mM Tris-HCI, pH
8,0, 10 mM EDTA, 50 mM glik6éz) vortex segitségével alaposan szuszpendaltuk. A
mikrocentrifuga-csévekhez ezutdn 200 ul frissen készitett NaOH (0,2 M) és SDS (1%)
tartalmu oldatot adtunk. Ovatos keverés utan a cséveket 5 percig jégen tartottuk, majd 150 pl
jéghideg KAc oldatot (3 M kalium-acetat, 2 M témény ecetsav, pH 4,9) adtunk a csévekhez,
amelyeket kiméletes 6sszekeverés utan ismét jégre tettlink 10 percre. Ezen id6 letelte utan
centrifugaltuk a cséveket (12.000 rpm, 15.000xg, 10 perc), és a fellluszot Gj csdvekbe
ontottik at. Ehhez 900 ul szobah&mérsékletl, 96%-os etanolt adtunk, 6sszekevertik, és
centrifugalassal Ulepitettik (12.000 rpm, 15.000xg; 10 perc) a kicsapodott plazmid DNS-t.
Ezt 70%-os etanollal mostuk, és vakuumcentrifugaban (Speed-Vac) 5 percig szaritottuk. A
DNS-t 40 ul desztillalt vizben oldottuk fel, mely 20 ug/ml RNaz-t (Fermentas AG., Vilnius,
Litvania) tartalmazott. A mintakbol 1-1 pl-t vizsgaltunk elektroforézissel 1%-os agar6z gélen.
A molekulatétmeg markerhez viszonyitva méretndvekedést mutaté klénokat a klébnozo
enzimmel (Hindlll illetve Pstl) hasitottuk, és igy hataroztuk meg a klénozott inszert méretét.

A késbdbbiekben, a PCR-ekkel felerésitett DNS-fragmentumokat ClonedJet (Fermentas
AG., Vilnius, Litvania) kittel klébnoztuk a gyarté utasitasa szerint. A kit 6ngyilkos plazmidokat
tartalmaz, csak azok a baktériumok nének az ampicilines taptalajon melyek inszertet

tartalmazé plazmidot hordoznak, igy a kék-fehér szelekciéra nincs sziikség.

5.5. Polimeraz lancreakcio

5.5.1. Primer tervezés

Alapvetéen kétféle PCR primert hasznaltunk, specifikusat és konszenzus, degeneralt
primereket. A véletlenszer( klénozassal nyert genom fragmentumok k&zotti szakaszok
amplifikalasahoz a primereket, illetve a “primer walking” soran hasznalt szekvenald
primereket a mar kezilinkben lévé szekvenciak alapjan terveztik. Ehhez a primereket a
Primer Designer Version 2.0 (Scientific and Education Software) program segitségével ugy
terveztik, hogy megfelelé legyen a G+C tartalmuk és ezaltal az olvadasi hdmérseékletik
(Tm). A program azt is ellenérzi, hogy a primer molekulak ne alkossanak hurkot, illetve ne
legyenek énmaguk vagy primer parjuk komplementerei. A WSAdV-1 esetében, a genom mar
meghatarozott szekvenciaju k6zéps6 részének jobb és bal végérdl, kifelé indulé primereket,

valamint a nem egyértelmd szekvenciak ellenérzésére szolgalé primereket is ellendriztik a
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programmal. Az AciHV-2, IcHV-2 és SbSHV DNS-polimeraz és termindlis transzferaz
génjeinek felerdsitését konszenzus primerekkel (2. tablazat) oldottuk meg (Doszpoly et al.,
2008; Doszpoly et al., 2010; Doszpoly et al., 2011a). A primerek tervezését a GenBank
CyHV, IcHV, RaHV és SalHV adatai alapjan végeztik. A primereket az egyes fehérjék
aminosav (as) sorrendjének pozicionalis illesztése (alignment) alapjan terveztik. A
tébbszords illesztést a MultAlin programmal (Corpet, 1988) az INRA szerverén on-line

végeztik (http://toulouse.inra.fr/multalin.html). Olyan révid meg&rzott motivumokat kerestik,

melyek a legkevesebb kodonnal rendelkezd aminosavakbdl alltak.

A hal-HV-ok altalanos kimutatasara javasolt, szintén konszenzus primerekkel mikédé
PCR-t hasznaltuk a CyHV-1 és 2 amplifikalasahoz. A primerek az alloherpeszvirusok (AHV)
DNS-fiiggé DNS polimeraz génjebdl egy kb. 450 bp méretl, erésen megérzétt szakasz

felsokszorozasat segitik eld (Kelley et al., 2005).

2. tablazat Sajat tervezésl konszenzus primerek (a tdbbféle nukleotidot tartalmazé pozicidk

jelélésére az IUPAC altal ajanlott réviditéseket alkalmaztam)

felerésitett szakasz Primerek szekvenciaja
outer forward: 5’'-AAG GSV CAG ATT YTC ATG-3’
SbSHV outer reverse: 5’-TCA CRW ASC CBC CYC TCC-3’

polimeréz gen (277 bp) inner forward: 5’-GAY ATG ATG TAY GTG TGY AA-3’
inner reverse: 5’-ACM CCY CGK GTG TGY GCG GC-3’

SbSHYV és IcHV-2 forward: 5’-TTY CAR BTN GAR YTN ATG MGN GG -3’
terminaz gén (258 bp) | Reverse: 5/ -TGN GCY TGN ACN ACD ATN TCD AT -3’
AciHV-2 és IcHV-2 , ,
y 47 aén (1643 forward: 57 -TTY GAY ATH GAR ACN ATH CT-3
polimeraz gén ( reverse: 5/ -TTN GYR CAN AYY TTC ATY TC-3’
bp)
AciHV-2 terminaz gén | forward: 5’-CCN GGN ATG ATG TGY CCN TG-3’
(253 bp) reverse: 5’-TGN GTN CCR TTN GCR TAN GTN GG-3’

N= A/T/G/C; S= G/C; W= A/T; Y= C/T; M= A/IC; R= A /G; K= G/T; B= C/GIT; V= AIC/G;
D= A/G/T; H= AIC/T

Az SbSHV DNS-polimeraz génjére a 3. tablazatban talalhaté specifikus primereket

terveztik diagnosztikai céllal.

3. tablazat Az SbSHV DNS-polimeraz génjére tervezett diagnosztikai primerek

feler@sitett szakasz primerek szekvencidja
outer forward: 5'-CAA CAA GGC TCG GTT AGA TGC TGG-3’
SbSHV outer reverse: 5'-CTT GAG AGA TAC GCT GGT GTC AGA-3’
polimeraz gén inner forward: 5’-GGC GGT TGG CAA CTT ACA CAA TTC-3'
inner reverse: 5’'-AGG CTG TGC TGG ATC ACT CCT GTC-3'
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5.5.2. PCR koriilmények optimalizalasa

A PCR-eket PTC-200 DNA Engine Gradient Cycler (MJ Research Inc., Watertown,
USA) vagy Tpersonal (Biometra Ltd., Goéttingen, Németorszag) gépeken végeztik. A
reakcidkat 200 pl-es PCR csdvekben végeztik el. A programok soran a hémérsékletvaltozas
sebességét jelz6 ramp értéke mindvégig 1°C/masodperc volt. A megfeleld annelacios
hémérsékleteket gradiens PCR segitségével hataroztuk meg.

Az SRWSHV DNS-polimeraz génjének amplifikacioja soran FailSafe™ (Epicentre Ltd.,
Madison, WI, USA) polimerazt hasznaltunk. A reakcidelegy végtérfogata 50 ul volt, mely a
kévetkez6 6sszetevdkbdl allt: 25 pl FailSafe™ PCR 2x Premix F puffer, 17,5 ul desztillalt viz,
1-1 pl primer (50 uM), 0,5 ul FailSafe™ PCR enzim Mix és 2 yl minta DNS (Doszpoly et al.,
2008).

Az Osszes tobbi esetben a PCR-ekhez Phusion DNS-polimeraz enzimet (Finnzyme
Ltd., Espoo, Finnorszag) hasznaltunk. Az 50 pl végtérfogatu reakcidelegy a kdvetkezd
Osszetevokbdl allt: 34 pl desztillalt viz, 10 yl 5% Phusion puffer (Finnzyme Ltd., Espoo,
Finnorszag), 1,5 yl ANTP (10 mM) oldat, 1-1 pl primer (50 pmol/ul), 0,5 pl Phusion
DNS-polimeraz enzim (Finnzyme Ltd., Espoo, Finnorszag) és 2 pl minta DNS-oldat. A
WSAdV-1 esetében alkalmazott egykaru PCR-ek soran, mivel csak 1 ul primert hasznaltunk,
a reakcidelegy 35 ul desztillalt vizet tartalmazott. Valamennyi PCR program paramétereit a 4.
tablazat foglalja 6ssze.

A PCR termékeket 1%-os agaréz gél-elektroforézissel vizsgaltuk. A pozitiv reakciok
termékeit a QlAquick Gel Extraction Kit (Qiagen Ltd., Disseldorf, Németorszag) segitségével

tisztitottuk, majd klonoztuk.

4. tdblazat A PCR programok paraméterei

Folyamat Hémérséklet Idétartam Ciklusszam
Kezdeti denaturacio 98°C 5 perc 1
Denaturacio 98°C 30 masodperc (mp)
Primer tapadas 46°C/68°C 30-60 mp
45
Szintézis 72°C 1-6 perc
Terminalis szintézis 72°C 3—-10 perc 1

A szintézis id6étartama a felerésiteni kivant szakasz hosszatol fliggétt: 30 s/1000 bp; primer
tapadas hédmérséklete: konszenzus primerek alkalmazasakor 46°C, specifikus primerek

esetében 68°C.
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5.6. WSAdV-1 genom végének meghatarozasa

Az AdV-ok DNS-szalainak 5 végéhez kapcsolodd terminalis fehérje altalaban
megakadalyozza a végfragmentumok tompa végkeént térténd kldnozasat. Ezért, az alabbi
maodszerrel probaltuk meghatarozni a genomvégek DNS-szekvencigjat. A genomvégekhez
legkbzelebbi ismert szekvencia alapjan tervezett, "kifelé” (a DNS vége felé) iranyul6 primerrel
egykaru PCR-t végzink, majd a keletkezett egyszaliu termékhez RNS-ligazzal ismert
oligonukleotidot kapcsolunk. Ezutan hagyomanyos PCR-t végziink (a masodik primer a
kapcsolt oligonukleotidhoz kétédik) és a dupla szalu terméket klonozzuk, szekvenaljuk. Az
eltervezett eljaras alkalmazasa soran azonban azt tapasztaltuk, hogy mar az egykari PCR
termékei kézott is gyakran eléfordulnak duplaszald DNS-molekuldk. Ezek szekvenciait
meghatarozva, kideriilt, hogy az egyetlen alkalmazott primer bekététt az ellenkezd oldalon s,
nem specifikusan, és ez eredményezte a duplaszali DNS-t. Ezt kihasznalva, ilyen egykaru
(egy primert alkalmazd) PCR-rel sikertlt tébb ezer bp szekvenciajat meghatarozni, az ismert
k6zépsd genomszakasz feldl mind a két oldalon. Mikor a genom bal oldalan az ujabb és
Ujabb PCR-ek nem eredményeztek tobb terméket, az 5°/3’ RACE Kit-et (Roche Ltd., Basel,
Svajc) alkalmaztuk a gyartd utasitasai szerint, mely a duplaszalu DNS szélainak 3’ végére
poli-A farkat épit, igy egy kifelé mutatd specifikus primerrel és oligo-T primerrel sikerult a
genom bal végének felerdsitése.

Ezzel parhuzamosan probalkoztunk a végfragmentumok véletlenszer(i molekularis
klbnozasaval is. A WSAdV-1 genomjat Repli-g Mini Kit-tel (Qiagen Ltd., Dusseldorf,
Németorszag) amplifikaltuk a gyarté cég utasitasai alapjan. Ez a modszer a reakcidelegyben
talalhatdé 6sszes DNS-t amplifikalja nem specifikus hexamerekkel. A keletkezett termékek
atlagos hossza 2-8 kbp. Feltételeztik, hogy a genom végek is feler6sédnek, és az Ujonnan
képz6dd molekuldk nem tartalmazzak a terminalis fehérjét. A mar megismert
genomszekvencia bal oldalahoz legk&zelebbi restrikciés enzim vagashely Sacl volt, igy ezzel
az enzimmel hasitottuk az amplikonokat. A fragmentumokat Sacl és EcoRV (tompa véget
eredményez®) enzimmel vagott plazmidba (pBluescript KS; Stratagene Ltd., Santa Clara,
CA, USA) ligaltuk az 5.4. fejezetben leirtak szerint. Majd 30 inszertet tartalmazé klén
szekvenciajat meghataroztuk.

Miutan a genom bal végének szekvencigjat meghataroztuk, a feltételezett ITR
szekvenciara primert terveztiink, és hagyomanyos PCR-rel feler8sitettiik a genom jobb végét
is. Ellenérzésképpen az 5'/3° RACE Kit-tel (Roche Ltd., Basel, Svajc) is megerbsitettiik, hogy
valéban a genom jobb végét sikertlt meghatarozni.

Az emlitett mddszereken felll, az AdV-okbdl eddig meghatarozott 6sszes ITR
szekvencia alapjan tervezett, konszenzus primerekkel is megprobaltuk felerésiteni az ismert

hal-AdV genomrész és az ITR kézo6tti szakaszt.
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5.7. DNS szekvenalas

A PCR termékeket a PCR primerekkel kdzvetlenil szekvenaltuk, hogy meggy6z6djink
arrél, hogy a kivant szakaszt erdsitettik-e fel és egynem(i-e a termék. A nagy méretd,
vegyes, illetve kézvetlenil nem szekvenalhaté fragmentumokat plazmidokba ligaltuk és
DNS-szekvenalasi reakciot az alkalmazott klobnozo6 vektortol fiiggéen T3 és T7, vagy PJETfo
és PJETre primerrel kezdtik, BigDye™ Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit (Applied
Biosystems Ltd., Warrington, Egyesiilt Kiralysag) alkalmazasaval a gyart6é utasitasai szerint.
A nagyobb inszertek teljes szekvenalasahoz “primer walking” médszert hasznaltunk. A mar
megismert szakaszokra Uj, specifikus szekvenal6é primereket terveztiink, és igy két oldalrél
megszekvenaltuk a teljes DNS-fragmentumot tébb Iépésben. Az elektroforézist automata
DNS-szekvenalon (ABI Prism® 3100; Applied Biosystems Ltd., Warrington, Egyesilt
Kiralysag) az MTA Szegedi Biologiai Kdzpontban illetve a g6doélléi Mezbgazdasagi
Biotechnologiai Kutatointézetben végezték, és az eredményeket elektronikus levélben

kaptuk meg.

5.8. Szekvencia analizis, filogenetikai szamitasok

A DNS-szekvenciak azonositasat homologia keresé programok, BLASTX és BLASTN
(Altschul et al., 1990) segitségével on-line végeztik a National Center for Biotechnology
Information (NCBI) adatbankjaban (GenBank) (http://blast.ncbi.nlim.nih.gov). A szekvenciakat
a Staden program csomag (Staden, 1996) hasznalataval allitottuk  &ssze
(http://staden.sourceforge.net).

A filogenetikai szamitasokhoz a GenBankbél kivett homoldég aminosav szekvenciakat
FASTA formatumban &sszeallitottuk, majd az illesztést (alignment) a MultAlin (Corpet, 1988)

(http://multalin.toulouse.inra.fr/multalin) illetve a BioEdit (Hall, 1999) programmal végeztik

(http://www.mbio.ncsu.edu/bioedit). A filogenetikai szamitasokat a legnagyobb valbészinliség

(maximum likelihood) becslési mbdszerrel, tavolsagi matrix (distance matrix) moédszerrel,
iletve Bayesian statisztikaval is elvégeztik. Az elsé esetben a szamitasokat és
térzsfa-rekonstrukciét a PHYLIP program csomag (Felsenstein, 1989) felhasznalasaval,

iletve on-line a Pasteur Institute (Paris) Mobyle honlapjan (http://mobyle.pasteur.fr)

végeztik. A tavolsagi matrix analizishez a PROTDIST (Jones—Taylor—Thornton matrix), a
torzsfa készitéshez pedig a FITCH programot hasznaltuk (global rearrangements funkciéval).
megel6z6en a SEQBOOT programmal 1000 mintat vettiink a szekvencia-illesztésbdl, majd a
tavolsagi szamitas utan a CONSENSE programmal megnéztik, hogy a kapott 1000 fabol

hany egyezik meg. A legnagyobb valészinliség becslési médszernél Phyml programot
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hasznaltuk WAG as szubsztituciés modellel (1000 mintavétel) a Mobyle honlapjan. Bayesian
statisztikdhoz MrBayes programot alkalmaztuk (Huelsenback & Ronquist, 2001) a TOPALI

v2.5 program csomagbhol (Milne et al., 2004) (http://www.topali.org) a kovetkezd

paraméterekkel: fliggetlen futtatasok szama: 4, generaciészam: 1 millié, mintavételi slirliség
10, "burn in” 25%, WAG as szubsztiticios modellt alkalmazva. A filogenetikai fak
megjelenitéséhez a TreeView 1.5.2 programot vettik igénybe (Page, 1996). Az ORF-ek

azonositasahoz az FgenesV (http://linux1.softberry.com) és JavaScript DNA Translator 1.1

(http://nbc11.biologie.uni-kl.de/framed/left/menu/auto/right/JDT)  programokat hasznaltuk

on-line. A meg6rzétt domének keresését az InterProScan programmal on-line végeztik

(http://ebi.ac.uk/Tools/pfaliprscan).
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6. Eredmények

6.1. Fehér tok-herpeszvirus

6.1.1. Genomszervezédés

A fehér tok-herpeszvirus, azaz az AciHV-2 genomjanak kdzéps6 részén 66.037 bp
hosszusagu szakasz nt sorrendjét hataroztuk meg. A véletlenszer(i klbnozas soran 6t Hindlll
és egy Pstl klén bizonyult egyértelmlen viralis eredetlinek (4. abra). Az igy nyert szakaszok
hossza 20.746 bp. A klénozott fragmentumok mérete 500 és 10.000 bp kézoétt valtozott. A
klénok kb. félének (mintegy 10.000 bp) szekvenalasat elvégeztik mar egy masik egyetemi
hallgatoval szakdolgozatunk soran (Somogyi, 2004; Doszpoly, 2005). Konszenzus
primerekkel a DNS-fliggd DNS-polimeraz (tovabbiakban DNS-polimeraz) génbdl
(ORF57+58) 1643 bp hosszusagu szakaszt sikertlt felerésiteni. Ezt a PCR-t izolalt, de még
nem karakterizalt AHV-ok elsddleges vizsgalatara terveztik (Doszpoly et al., 2008). A
terminaz gén ATP-az alegységének (tovabbiakban terminaz) masodik exonjabél (ORF69)
szintén konszenzus primerekkel egy 253 bp hosszl szakaszt erdsitettiink fel. A
véletlenszerl klbénokat, illetve a két, konszenzus primerekkel nyert szakaszt hét PCR
termékkel kotéttik dssze. A PCR-rel felerdsitett fragmentumok hossza 500 és 12.000 bp
koézotti volt (4. abra). Az igy nyert DNS-szakaszokat Osszeillesztettilk, és a telijes nt
szekvenciat, valamint az ORF-ek altal kodolt fehérjék as szekvenciait a GenBankban
elhelyeztuk (FJ815289). A teljes szakasz (66.037 bp) G+C tartalma 38%-nak bizonyult. A
szakasz 46 feltételezett ORF-et tartalmaz, amennyiben minden 100 as-nal hosszabb fehérjét
elfogadunk. Ezek kozil 38 ORF egyértelIm(i homolégiat mutat az IcHV-1 ezen szakaszan
talalhatdé génekkel (24-72%-o0s as azonossag). Ezeknek az ORF-eknek iranyultsaga és
pozicidja megegyezik az IcHV-1 homoloég ORF-jeivel, és méretikben sem mutatnak nagy
eltéréseket. Az AciHV-2 genom vizsgalt k6zéps6 szakasza tartalmazza azt a 12 ORF-et is,
melyek az eddig megismert, telies AHV genomok mindegyikében megtalalhatok (van
Beurden et al., 2010). A tovabbi 8 ORF nem mutat egyértelml homologiat semmilyen eddig
leirt HV ORF-fel sem. A 4. abran lathatd az AciHV-2 genom k&zéps6 részének térképe, az 5.
tablazat tartalmazza az azonositott ORF-eket. Az IcHV-1-gyel homolég ORF-ek ugyanazt a
szamot kaptak, mint az IcHV-1 genomjaban. Az egyedi, csak az AciHV-2-ben talalhato
ORF-ek szamozasat 80-t6l kezdtik (balrél jobbra haladva), ugyanis az IcHV-1 (az
Ictalurivirus nemzetség egyetlen tagja, melynek teljes genomszekvencigja ismeretes) 79
kilénbdzb ORF-et tartalmaz.

Akarcsak az IcHV-1 genomjaban, poliadenilaciés szignalokat altalaban nem egyes
ORF-ek utan talalunk, hanem 2-4, azonos iranyban atirédé ORF utan. A szignalok
szekvenciaja a kdvetkez6 volt: AATAAA, ATTAAA, AGTAAA. A 46 ORF kozll, mindéssze
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haromnal nem sikerllt a poliadenilaciés szignalt azonositanunk. Ezek egyike az ORF62,
melynek mRNS-e feltehetden splicing mechanizmuson megy keresztil (5. abra), akarcsak az
IcHV-1 genomjaban (Davison, 1992), az intron 16501 bp hosszu. A masik két ORF (52 és
81) esetében nem talaltunk splicing-ra utalé jeleket. A DNS-polimeraz génben egy
feltételezett splicing helyet azonositottunk, az intron 94 bp hosszusagu (6. abra).

Feltételezett szignal-peptideket talaltunk a kdévetkezé fehérjék N-terminalis végén:
ORF31, 33, 38, 40, 45, 46, 47, 63, 86, 87 és 88. Bizonyos fehérjékben kilénb6zd szamu
transzmembran régiét lehetett azonositani. Az ORF26, 46 és 62 altal kodolt fehérjékben egy,
az ORF65 altal kédoltban harom, mig az ORF59, 86, 87, 88 feltételezett fehérje termékeinek
mindegyikében négy transzmembran régiét mutattunk ki.

A genomvizsgalat soran két nem tokéletes ismétlédd régiot talaltunk. Az ORF39-et
tartalmazé régioban egy 18 nt hosszusagu szakasz ismétlédik 6tszor, a 9. pozicidban az
elsé kettdben citozin, a tovabbi haromban timin taladlhato. Az ORF44 és 83 k&zotti nem

kédold régidban pedig egy 108 nt hosszlsagu szakasz ismétlddik kétszer, minddssze két nt

eltéréssel.
1,7 kb 0,5 kb
H26 6 kb H13 12 kb H81 7kb P9 8 kb 4 kb H49 H29 6 kb
D m e
I | s | ] EEEEEEE—

(- —— — l = —

~30 kb ~100 kb
ORF24 ORF69

4. dbra Az AciHV-2 genom kdzéps6, altalunk elemzett részének térképe. Lila nyilak

jelélik azokat az ORF-eket, melyeknek homoldgjai minden teljesen végigszekvenalt AHV-ban

megtalalhatéak. Fekete nyilakkal azok az ORF-ek vannak jeldlve, melyeknek homolbgjai az

IcHV-1 genomban megtalalhatoak. Fehér nyilakkal, a csak az AciHV-2 genomjaban

azonositott ORF-eket jeloltik. A genomtérkép folott a véletlenszerl kldnok és PCR termékek

vannak feltiintetve. A fekete vonalakkal jelzett véletlenszeri klonok szama folétt a H a

Hindlll, mig a P a Pstl klonokat jeldli. A piros vonalakkal jelzett PCR amplikonok fol6tti jelzés,

azok hosszara utal.
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1. exon intron 2. exon
AGCCCAAAC GTATGTATAT .o, TATTTTGTAG GCTGCGAGG

donor-hely akceptor-hely

5. abra Az AciHV-2 terminaz génjének feltételezett splicing helyei.

1. exon intron 2. exon
AAAAAAAATG GTGAGTTGGC....c.oiiiiiiiiiieie, TCCCTTGCAG TATCTGTGT
donor-hely akceptor-hely

6. abra Az AciHV-2 DNS-polimeraz génjének feltételezett splicing helyei.

5. tablazat Az AciHV-2 genomjanak vizsgalt szakaszan azonositott fehérjék, és ezek

homolégjai egyéb AHV-okban, melyeknek teljes genomszekvenciaja ismeretes

As
, azonos
ot | Felctelezet OR':(:S‘Bssza sag | AngHV-1 | CyHV-3 | RaHV-1 | RaHV-2
IcHV-1-
gyel
287 , .
ORF24 (roseloges) | 41% _ - ORF92* | ORF128
szerin/treonin- o
ORF73 | " brotein kinaz 282 29% - - - -

ORF29 170 51% — — — —
ORF30 209 57% — — — —
ORF80 184 — — — — —
ORF33 291 37% — — — —
ORF34 450 50% — ORF49 ORF75
ORF35 217 24% — — ORF50* ORF76*
ORF36 122 34% - — ORF51* ORF77*

oRras| | s | am | - | OReers | ORrs | ORFrer
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ORF81 209 - - - -
ORF41 296 36% - - -
ORF82 192 - - - -
ORF43 888 43% - ORF58 | ORF84
ORF44 332 45% - ORF59 | ORF85
ORF83 203 - - - -
ORF46 g?k%r;fgf;?n 1293 41% ORF99 | ORF46 | ORF72
ORF47 peptidaz 404 31% - - -
ORF48 138 26% - - -
ORF84 159 - - - -
ORF49 dUTP-az 294 44% ORF5 | ORF123 - ORF142
ORF85 71 - - - -
ORF86 150 - - - -
ORF87 139 - - - -
ORF52 211 37% - - -
ORF53 ka%?f)it‘ii:iﬁ'ex 313 38% - ORF76 | ORF114

oress| | s | aw | - | - | orers | omeriz

ORF59 | f6 burokfehérje 358 27% ORF83* | ORF117*
(ORFS9 | foburokfeherie | 358 | 27% | - | - | ORF83" | ORFHI7"

oRret| | | o | - | - | oRees | ORFrio |

ORF65 tigﬁg“rfe”t 1927 28% - ORF62* - -
ORF66 453 37% - _ _ _
ORF67 1558 31% - _ _ -
ORF68 415 37% - - ORF44* | ORF70*

Szirkével kiemelve a minden eddig vizsgalt AHV-ban meg6rzétt ORF-ek. Jeldlések:

*: Alig felismerhet6 hasonlésag. +: Pozicionalis megfeleldk. —: Nincs felismerhetd

homoldgia.
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6.1.2. Filogenetikai analizis

Filogenetikai szamitasokat végeztink az Alloherpesviridae csaladban meg6rzdttnek
bizonyult génekkel. Kulénb6z6 modszerek (tavolsag matrix, legnagyobb valdszinliség elve,
Bayesian statisztika) alkalmazasaval is, minden esetben azonos fa topolégiat kaptunk magas
statisztikai val6szinlségekkel alatamasztva. A térzsfa-rekonstrukcié azt mutatja, hogy az
AciHV-2 a két ictalurid halfajbdl izolalt virussal (IcHV-1 és 2) kézeli rokonsagban all (7. abra),
ami alapot ad az IcHV-1-gyel valé kéz6s nemzetségbe sorolasahoz. A 8. abran bemutatott
filogenetikai szamitas alapjaul 11 teljes ORF-bdl sszeallitott 6996 as-at tartalmazé szakasz
szolgalt. Ezek az ORF-ek megdrzéttek mind az 6t AHV-ban, melyeknek teljes
genomszekvencigja ismeretes. A torzsfa-rekonstrukcioé jol mutatja, hogy az Alloherpesviridae
csaladnak harom jol elkilonllé csoportja van, a cyprinivirusok, a batrachovirusok és az

ictalurivirusok.

IcHV-2
AciHV-2 IcHV-1
100
100
RaHV-1
89
CyHV-3
100
0.1 CyHV-1

RaHV-2

7. abra A DNS-polimeraz 501 as-anak pozicionalis illesztését kévetd, tavolsagi matrix-szal
(JTT modell) szamitott, gytkértelen térzsfa. A magas bootstrap értékek alatamasztjak a fa
topoldgiajat. Réviditések: AciHV-2: acipenserid herpesvirus 2; CyHV-1: cyprinid herpesvirus
1; CyHV-3: cyprinid herpesvirus 3; IcHV-1: ictalurid herpesvirus 1; IcHV-2: ictalurid
herpesvirus 2; RaHV-1: ranid herpesvirus 1; RaHV-2: ranid herpesvirus 2 (Doszpoly et al.,
2008).
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8. abra 11 teljes ORF-bdl szarmaztatott (6996) as szekvenciajan alapuld, Bayesian
statisztikaval (WAG as szubsztiticios modell) készitett filogenetikai szamitas, melyet az
egyes proteinek pozicionalis illesztése utan egyesitettiink. A szamitasokat tavolsag matrix
(Categories modell) és legnagyobb valésziniiség elve (WAG as szubsztiticiés modell)
modszerekkel is elvégeztik. Ezen mdédszerekkel kapott térzsfak topoldgiaja 1ényegében
megegyezett a Bayesian statisztikaval szamitottal. A magas statisztikai valoszinlségek
legnagyobb valészinliség, félkévérrel a Bayesian statisztikahoz tartozé statisztikai értékek
vannak feltlintetve). Réviditések: AciHV-2: acipenserid herpesvirus 2; AngHV-1: anguillid
herpesvirus 1; CyHV-3: cyprinid herpesvirus 3; IcHV-1: ictalurid herpesvirus 1; RaHV-1: ranid

herpesvirus 1; RaHV-2: ranid herpesvirus 2.
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6.2. IcHV-2 és SbSHV

A fekete térpeharcsa-HV-bol (IcHV-2) konszenzus primerekkel felerdsitettink egy 1640

bp hosszu szakaszt a DNS-polimerazbdl, illetve egy 262 bp hosszusagut a terminazbdél. Majd

a két szakasz szekvenciaja alapjan tervezett, specifikus primerekkel felerésitettik a k6zottik

lévé genomfragmentumot is. Osszesen 7982 bp szakasz nt sorrendjét hataroztuk meg és

helyeztik el a GenBankban (FJ815290). A szakasz G+C tartalma 51,9%.

Ez a szakasz

tartalmazza az IcHV-1 ORF(57+58), 59, 60, 61 és 62 homoldgjait. Az ORF(57+58) a
DNS-polimeraz génje az ORF62 pedig a terminaz elsé exonja, az ORF59 feltételezett burok
fehérje. Az ORFG60 funkcidja ismeretlen, de meg6rzétt tébb AHV-ban is. Szintén ismeretlen

funkciéju az ORF61. A feler8sitett génblokk sematikus térképe a 9. abran lathato, mely

6sszehasonlitasként tartalmazza mas AHV-ok homoldg szakaszait is.

85

83 84
ECIA TN () ) 45255\ Ssusn
117/ 118/ 119/

EEVA R < ) B B 555\ s
IcHV-1 57+58 , 59/ 60 61 f 62
V-2 DL NI =] AN

AciHV-2 / §<
79 80 81

SyHY-3 S I NN IR NN = =

e\

52 i 55
ST EAVAR I I S\ -  hh T

9. abra A DNS-polimeraz és terminaz elsé exonja kdzétt elhelyezkedd, vizsgalt

génblokk kilénb6zé AHV-okbdl. Az ORF-eket jelz6, méretaranyos nyilak f6l6tt van

feltintetve az ORF-ek szama. A ranid HV-okban a DNS-polimeraz és terminaz gén

egymastol tavol lokalizalédik. Ezért az ORF60 homologja kérili szakaszt tiintettiik fel. A

harantcsikozott nyilak az egyértelm(ien homoldég ORF-eket jeldlik, a szaggatott vonallal

jelzett nyilak a pozicionalisan megfeleld ORF-eket. A fehér nyilakkal jelzett ORF-eknek nincs

homoldgja a kilénb6z6 AHV genomokban. Roviditések: AngHV-1: anguillid herpesvirus 1,

CyHV-3: cyprinid herpesvirus 3, RaHV-1 és 2: ranid herpesvirus 1 és 2 (Doszpoly et al.,

2011a).
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Az IcHV-2 DNS-polimerazaban szintén sikertlt azonositanunk a feltételezett splicing

helyeket (10. abra), az intron hossza 102 bp.

1. exon intron 2. exon
AAGAAAATG GTGAGTATCAT ..o, TTTCCCCATAG TATCTCTGCG
donor-hely akceptor-hely

10. &bra Az IcHV-2 DNS-polimeraz génjének feltételezett splicing helyei.

Az AciHV-2 és IcHV-2 esetében alkalmazott konszenzus primerrel nem sikertlt
felerésiteniink a DNS-polimeraz kérilbeliil 1600 bp hosszu szakaszat az SbSHV t6rzsekbdl,
valoészinlileg a kis mennyiségl viralis DNS miatt. Ezért nested konszenzus primerekkel
probalkoztunk, melyekkel sikerult felerésiteni egy 277 és 258 bp hosszusagu szakaszt
mindharom térzs (SK1/0406, SK2/0506 és BK/0506) DNS-polimeraz és terminaz elsé
exonjanak génjébdl. A harom toérzs nt szekvencigja azonosnak bizonyult, ezért a
tovabbiakban csak az SK1/0406 torzset vizsgaltuk. A DNS-polimeraz és terminaz gén kozotti
szakaszt specifikus primerekkel felerésitettik. igy az SbSHV genomjabol egy 7048 bp
méretli DNS-fragmentum nt sorrendjét hataroztuk meg (GenBanki hivatkozasi szam:
GU253908). A vizsgalt szakasz G+C tartalma 38,1%-nak bizonyult. A vizsgalt szakasz az
IcHV-2-nél leirt ORF-ek homolégjait tartalmazza. Az SbSHV DNS-polimerazaban is
azonositottuk a feltételezett splicing helyet. Az intron mérete 88 bp (11. dbra). A 12. abran

lathat6 térzsfa-rekonstrukcié mutatja az SbSHV és a kilonbdzé AciHV-2 izolatumok kézeli

rokonsagat.
1. exon intron 2.exon
AAAAAAATG GTAAGTTGGCT ..o TCCCTTGCAG TATCTGTGTC

donor-hely akceptor-hely

11. &bra Az SbSHV DNS-polimeraz génjének feltételezett splicing helyei.
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CyHV-3

— AciHV-2 (Idaho, Oregon)

90| | sbsHV
992 ‘
AciHV-2 (Canada)

IcHV-1

966

861

IcHV-2

AciHV-1 (ltaly, USA)
918 ‘
0.1 AciHV-1 (California)

12. dbra A DNS-polimeraz 449 nt szekvenciajanak pozicionalis illesztésén alapuld,
legnagyobb valészinliség elvével (HKY85 nt szubsztiticiés modell) készitett CyHV-3-mal
gybkereztetett, torzsfa-rekonstrukcié. Magas bootstrap értékek tamasztjak ala a térzsfa
topologiajat. Roviditések: AciHV-1: acipenserid herpesvirus 1; AciHV-2: acipenserid
herpesvirus 2; CyHV-3: cyprinid herpesvirus 3; IcHV-1: ictalurid herpesvirus 1; IcHV-2:
ictalurid herpesvirus 2. SbSHV: Siberian sturgeon herpesvirus (Doszpoly & Shchelkunov,
2010).

6.3. CyHV-1 és 2

Beteg és elhullott halakbdl szarmaz6 mintakboél a ponty-herpeszvirus (CyHV-1) és az
ezlstkarasz-herpeszvirus (CyHV-2) DNS-polimeraz génjének 464 bp hosszlU szakaszat
nyertik ki PCR-rel. Az ugynevezett pontyhimlés tlineteket mutatdé pontybdl a maj kivételével
valamennyi szerv pozitiv lett a konszenzus primerekkel végzett PCR soran. Az eziistkarasz
vegyes szerv-mintdja szintén pozitiv lett. A reakcidkban keletkezett termékek nt sorrendjét
meghataroztuk, és a szekvenciakat benyujtottuk a GenBankba, ahol a CyHV-1 elérhet8ségi
szama HM014350, a CyHV-2-é pedig HM014349 lett.
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6.4. Fehér tok-adenovirus

6.4.1. Genomszervezddés

Meghataroztuk a WSAdV-1 genom teljes nt sorrendjét, mely 48.395 bp hosszusagunak
bizonyult. A benyujtott szekvencia elérési szama a GenBankban: AY082701. Munkam
kezdetekor, mintegy 18 kbp hossziusagu szakasz nt sorrendje volt ismeretes, melyet
véletlenszerl klbnozassal és PCR-rel nyertek a genom kdzéps6, megbrzott szakaszabdl. A
Va2 géntdl a genom bal végéig mintegy 7000 bp hosszu részt sikerult felerdsiteni 6 db
egykaru PCR-rel. Ahogy a genomvégek felé haladtunk, az &sszeallitott szekvenciaba be
tudtunk illeszteni néhany, korabban klénozott szakaszt, melyekrél homologia kereséssel nem
tudtuk megallapitani, hogy viralis eredetlek-e, illetve, hogy hol helyezkednek el a genomban.
A Sacl-gyel végrehaijtott végklonozas soran az egyik 740 bp hosszu fragmentet tartalmazé
klbn szekvenciaja hasonlésagot mutatott az AdV-ok ITR szekvenciaival, de az 5°/3’' RACE Kit
alkalmazasaval is meggy8z6dtink arrél, hogy valéban ez a genom vége. A 100K géntél a
genom jobb végéig kb. 23.000 bp hosszl szakasz szekvencigjat hataroztuk meg, melybe
szintén véletlenszerl klbnozassal nyert szakaszokat is sikertlt beépiteniink, mikézben az
egykaru PCR-ekkel (14 db) haladtunk a genom vége felé. Majd miutan a genom bal oldalan
az ITR szekvencigjat meghataroztuk, a jobb oldalon is képesek voltunk hagyomanyos
PCR-rel felerésiteni az utols6 hianyz6 szakaszt (5000 bp).

A telies genom G+C tartalma 42,6%. A WSAdV-1 ITR-je 126 bp hosszusagunak
bizonyult. 48 gén meglétét feltételezziik ugy, hogy a talalt nyitott leolvasasi keretekbdl azokat
fogadtuk el lehetséges génnek, melyek 50 as-nal tdbbet kddolnak. A genom k&zépsd részén
(E2A, E2B és L régidkban) 16 gént azonositottunk, melyeknek homoldgjait az dsszes eddig
leirt AdV-ban megtalaltak. Négy feltételezett fiber gént azonositottunk a genom bal végén.
Eddig minden vizsgalt AdV-ban, a fiber gén vagy gének a genom megdrzétt részének jobb
oldalan helyezkedtek el (pVIII-tél jobbra). Az ugynevezett U exon megdrzétt génnek
tekinthet, de homoldgiat csak az egyes nemzetségeken belll mutat. Lokalizaciéja miatt (a
fiber és pVIIl gén kozott, az ellentétes szalon) a WSAdV-1-ben nem volt azonosithato.
Feltételezett proteaz vagasi helyeket a kovetkezd fehérjéknél azonositottunk az as
szekvencidk alapjan: pVI, pVII, pVIIl, pX, pTP. Feltételezett splicing helyeket a pTP és 33K
génnél azonositottunk (13-14. abra).

A genom jobb oldalan két ORF-et talaltunk, melyek a parvovirusok nem-stukturalis
(NS) fehérjéivel mutatnak homolégiat. Tovabbi harom ORF-et azonositottunk a genom jobb
oldalan, melyek k&ézll az egyik az Ig szupercsaladba tartozé fehériéket kodold génekkel
mutat homolégiat. A masik két, potencialisan kodolt fehérjébél az egyik szulfotranszferaz
domént tartalmaz, a masik pedig homoldgiat mutat gerincesesekbdl és egyéb élélényekbdl

szarmazd szulfotranszferaz fehérjékkel. Ezeken felll tovabbi 23 ORF-et talaltunk a
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genomanalizis soran, melyekrdl feltételezzik, hogy gének, noha nem mutatnak egyértelmi
homolégiat egyetlenegy, eddig leirt génnel sem. Az egyedi, AdV-ok génjeivel homologiat
nem mutaté ORF-ek szamozasat az Adenoviridae csalad mas nemzetségeinél megszokott
modon végeztik. Balrdl jobbra haladva, névekvd szamsorrendbe a jobbra atirédé ORF-ek,
majd a genom jobb végétdl visszafelé folytattuk a balra atirédé ORF-ek szamozasat.

A WSAdV-1 teljes genom térképe a feltételezett ORF-ekkel a 15. abran lathat6. A
feltételezett fehérjekddol6 szekvenciak lokalizacidjat a genomban, iranyultsagukat és az
altaluk kodolt fehérjék hosszat a 6. tablazat tartalmazza. A 7. tablazat a WSAdV-1 és a
masik négy AdV nemzetség egy-egy képviselGje altal kodolt, megbrzétt gének
6sszehasonlitasat tartalmazza.

Tobb feltételezett fehérje tartalmaz transzmembran régiot (ORF7, 8, 10, 18, 22, 24, 28,
pX és proteaz). Az ORF18 jelli fehérje négy transzmembran régiot is tartalmaz. Feltételezett
signal-peptideket talaltunk a kévetkezd fehérjék N-terminalis végén: pX, ORF7, 8, 17, 18, 21,
23, 24 és 28. A megbrzott gének mindegyikénél és az egyedi ORF-ek tébbségénél is
azonositani tudtuk a poliadenilacidos szignalokat, ezek szekvencidja a kovetkezd volt:
AATAAA, ATTAAA, AGTAAA. Az azonositott Uj géneknél az ORF11, 17, 18 és 28 esetében
nem tudtuk egyértelmiien azonositani a poliadenilaciés szignalokat.

A mastadenovirusokban talalhaté V-6s és a IX-es szerkezeti fehérjét kddolé gének
homolégjait nem talaltuk a genomban. Hasonlbéan az E1, E3 és E4 régidk homolégjait sem

lehetett azonositani.

1. exon intron 2. exon
GAATTTG GTAAGTTAAGA. ... TTATTTACAG GACAGAAGATA
donor-hely akceptor-hely

13. &bra A WSAdV-1 pTP génjének feltételezett splicing helyei.

1. exon intron 2. exon
ATTGCTG GTAAGGCAGA.......ccoveiian. CTCTTTCAG CCATGAGA

donor-hely akceptor-hely

14. dabra A WSAdV-1 33K génjének feltételezett splicing helyei.
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31K szulfotranszferaz

pVil I
fiber pvl 100K p\ill
homoldgok pllila pX hex 77K arvo NS
Do) 52k SN =HHO %9 o9 o i
1 prot

fhor qmlESm 1 @ b @ o

homold
: pol pTP DBF |y szupecsalad
Va2 pTP
10.000 20.000 30.000 40.000
[ - [ | - | - | » [ | » [

15. &bra A WSAdV-1 genom térképe. Szurke nyilak a minden nemzetségben megd&rzott
géneket jeldlik. Piros nyilak jeldlik a négy fiber homoldgot, sarga nyilak a csak WSAdV-1-ben
azonositott ORF-eket. A z6ld nyilak azokat az ORF-eket jeldlik, melyek valamilyen meg6érzéitt

doménnel vagy motivummal rendelkeznek.

6. tablazat A WSAdV-1 feltételezett génjei

Gén/ORF Kédolo szal Helyezédés Aminosav

fiber homolég 1 r 363-1580 405
fiber homolog 2 r 1610-3691 693
fiber homoldg 3 r 3707-4924 405
fiber homoldg 4 / 4966-7236 756
Va2 / 7199-8404 401

DNS-polimeraz / 11911-8411 1166
pTP? / 11911-14058, 16874-16882 718
52K r 14090-15151 353
pllla r 15159-16868 569
Il r 16897-18228 443
pVII r 18244-18318 24

pX r 18442-18546 34

pVI r 18789-19502 237
hexon r 19512-22349 945
proteaz r 22352-22960 202
DBP / 23006-23959 317
100K r 24401-26647 748
33K? r 26478-26688, 26912-27192 163
22K r 26478-26890 137

45



pVIlI

ORF1

ORF28

ORF27

ORF26

ORF25 Ig domén
ORF24

ORF23

ORF22

ORF21

ORF20

ORF19

ORF2

ORF3

ORF4 szulfotranszferaz
ORF18

ORF17

ORF5 parvovirus NS
ORF6 parvovirus NS
ORF16

ORF15

ORF7

ORF8

ORF9 szulfotranszferaz
ORF14

ORF13

ORF12

ORF10

ORF11

~_~ N —~N—~ — N N N —~N—SN N —-N—SN SN mNMmmm N NN —_N -~ SN

27242-28054
27726-28829
28883-29083
29052-29282
29365-29829
30193-31332
31293-31829
31915-32445
32551-33399
33538-34779
35068-35469
35743-36174
36335-36985
36933-37757
37857-38744
38825-39619
40097-40375
40311-41417
41540-42382
42440-43258
43421-43666
43834-44967
44992-45186
45204-46337
46724-46942
46932-47129
47147-47338
47624-47833
47842-48111

270
367
66
76
154
379
178
176
282
413
133
143
216
274
295
264
92
368
280
272
81
377
64
377
72
65
63
69
89

Jeldlések: I: leftward, r: rightward, ? feltételezett splicing.
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7. tablazat Az 6t adenovirus nemzetség egy-egy képviseléjében megtalalhaté homolog

gének méretének (as) 6sszehasonlitasa (a szélséséges méretli géneket pirossal kiemeltik)

Gén Atadenovirus Aviadenovirus Mastadenovirus Siadenovirus Ichtadenovirus

BAdV-4 FAdV-1 HAdV-5 TAdV-3 WSAdV-1
Va2 321 439 449 367 401
DNS- 1073 1255 1198 1112 1166
polimeraz
pTP 600 575 671 597 718
52K 343 378 415 300 353
pllla 573 575 585 505 569
i 450 515 571 448 443
pVlII 119 72 198 120 24
pX 71 188 80 58 34
pVI 200 223 250 231 237
hexon 910 942 952 906 945
proteaz 201 206 204 214 202
DBP 380 441 529 380 317
100K 628 984 807 630 748
33K 134 196 229 120 162
22K 104 184 196 89 137
pVII 222 245 227 200 270
U exon 54 74 54 85 -
fiber 535 793/410 581 454 405/693/405/756

6.4.2. Filogenetikai analizis

Filogenetikai szamitasok soran a WSAdV-1-en kivll, a masik négy nemzetség 3-3
képviselbjét is vizsgaltuk, amint azt a 16. és 17. dbra mutatja. A térzsfakon a WSAdV-1
elkilénil a masik négy nemzetség tagjaitdl, 6nall6 csoportot alkotva. Az ugyanazzal a
génnel, de Kkllénb6z8 modszerekkel végzett szamitasok hasonlo térzsfa topoldgiat
eredményeztek. Viszont a DNS-polimerazzal és hexonnal végzett szamitasok némileg eltérd

térzsfa topologiat adtak.
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. Atadenovirus
Mastadenovirus

Siadenovirus

FrAdV-1
Aviadenovirus

16. abra A hexon teljes as szekvenciainak pozicionalis illesztésén alapul6 (856 as), Bayesian
statisztikaval (WAG as szubsztitucios modell) készitett filogenetikai szamitas. A
szamitasokat tavolsag matrix (Categories modell) és legnagyobb valészin(iség elve (WAG
as szubsztituciés modell) modszerekkel is elvégeztiik. Ezen mddszerekkel kapott térzsfak
topoldgiaja megegyezett a Bayesian statisztikaval szamitottal. Kiemelés nélkili szamokkal a
tavolsag matrix, délttel a legnagyobb valoszinlség, félkévérrel a Bayesian statisztikahoz
tartozo statisztikai értékek vannak feltlintetve. Roviditések: BAdV: bovine adenovirus; CAdV:
canine adenovirus; DAdV: duck adenovirus; FAdV: fowl adenovirus; HAdV: human
adenovirus; RAdV: raptor adenovirus; SnAdV: snake adenovirus; TAdV: turkey adenovirus;

WSAdJV: white sturgeon adenovirus.
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Mastadenovirus

Atadenovirus

Siadenovirus
Aviadenovirus

17. abra A DNS-polimeraz teljes as szekvenciainak pozicionalis illesztésén alapuld (939 as),
Bayesian statisztikaval (RTRev as szubsztitucios modell) készitett filogenetikai szamitas. A
szamitasokat tavolsag matrix (Categories modell) és legnagyobb val6szin(iség elve (WAG

as szubsztitucios modell) médszerekkel is elvégeztik. A kiilénféle modszerekkel kapott
torzsfak topologiaja Iényegileg megegyezett a Bayesian statisztikaval szamitottal. Kiemelés
nélkili szamokkal a tavolsag matrix, délttel a legnagyobb valészinlség, félkévérrel a
Bayesian statisztikahoz tartozo statisztikai értékek vannak feltlintetve. Réviditések: mint a

16. abran.
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7. Megbeszélés

Ph.D. munkam keretében az egyetlen, eddig ismert hal-AdV, a tokhalbdl izolalt
WSAdV-1 telies genomjanak nt-sorrendjét meghataroztuk és elemeztik. A tokhal-HV,
nevezetesen az AciHV-2 genomjanak részleges szekvenalasat, és tovabbi hal-HV-ok

részleges molekularis jellemzését is elvégeztiik.

7.1. Fehér tok-herpeszvirus

A fehér tok-HV (AciHV-2) becsllt genommérete kb. 130 kbp, ennek felének nt
sorrendjét meghataroztuk. Ez az elsé olyan, 6si halfélébdl (Chondrostei) izolalt HV, amelybdl
nagy mennyiségl szekvencia adat (66 kbp) valt ismertté. Adataink alapul szolgaltak az

AciHV-2 taxondmiai besorolasahoz.

7.1.1. Genomszervezddés

Az AciHV-2 genom 66 kbp hosszl szakaszanak elemzése soran 46 lehetséges gént
valoszindsitettiink. Az IcHV-1 genomjaban, mely az elsé teljesen végig szekvenalt hal-HV
(Davison, 1992), ez a régi6 45 ORF-et tartalmaz, az ORF24-t6] az ORF69-ig. Az
alacsonyabbrend(i gerincesek HV-ainak genomjaban Iévé génekre vonatkozd ismereteink
hianyosak. A magasabbrendl gerincesek HV-ainak (Herpesviridae csaladba tartozd)
alaposan tanulmanyozott génjeinek homologjait altaldban nem lehetett azonositani, néhany
kivétel a DNS-polimeraz és terminaz.

Az IcHV-1 és az AciHV-2 genomszervez6dése kdzott nagyfoku kolinearitast talaltunk.
Az AciHV-2 46 feltételezett ORF-jébdl 38 egyértelmld homologiat mutat az IcHV-1
ORF-jeivel, ezen ORF-ek iranyultsaga és pozicidja is megegyezett a két genomban, és
méretik sem mutatott nagy kuldnbségeket, kiveve az ORF48 és 65. Az els6 hossza
korulbelll a fele az IcHV-1 ORF48-anak, viszont az ORF65, ami tegument proteint kodol,
mintegy harmadaval hosszabb, mint az IcHV-1 homoldgja. Minddssze 8, feltételezett
ORF-nél nem talaltunk homoldgiat az IcHV-1 ORF-jeivel, de ezek, a GenBankban talalhato
egyetlen mas gén termékeivel sem mutattak egyértelmi homoldgiat. Ezek kivétel nélkil
kisméreti ORF-ek (417-627 bp). Feltehetdleg az AciHV-2-re specifikus gének, de nem
lehetlink benne biztosak, hogy valéban kifejez8dnek-e.

A DNS-polimeraz gén (ORF57+58) mRNS-e az IcHV-1-ben feltételezetten splicing
mechanizmuson megy keresztll, az AciHV-2 DNS-polimerazaban szintén megtalaltuk a
feltételezett splicing donor és akceptor helyeket. Ezt a gént azért nevezzilk ORF(57+58)-nak,
mert el6szér két kilén ORF-nek azonositottak, majd késébb fedezték fel a feltételezett

splicing helyeket, mely altal egy termék keletkezik a két ORF-bél (Davison, 1992).
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A terminaz gén feltételezetten harom exonbdl all az IcHV-1 genomjaban (ORF62, 69 és
71), ezek kézll a mi altalunk vizsgalt szakasz az elsd exont teljesen (ORF62), a masodikat
(ORF69) pedig részben tartalmazza, a splicing-ra utalé nt szekvenciakat azonositottuk. Az
IcHV-1-ben a terminaz elsd két exonjat leszamitva csak egy ORF-nek (ORF52) nem tudtak
azonositani a poliadenilacidés szignaljat. A két virus kdzeli rokonsagat bizonyitja, hogy az
AciHV-2 ORF52-jének mi sem talaltuk meg a poliadenilaciés szignaljat. Ezen felll még egy
feltételezett ORF-nek (ORF81) nem tudtuk azonositani egyértelmien a poliadenilacios

szignaljat, feltételezhetéen ez az ORF nem funkcional génként.

Homoldgia keres® programok alkalmazasa soran a legnagyobb foku hasonldésagot
mindig az IcHV-1 ORF-jei mutattak, egy esetet kivéve. Az IcHV-1 genomjaban az ORF14, 73
és 74 altal kédolt harom fehérje szerin/treonin kinaz doméneket tartalmaz. Az AciHV-2
genomjaban az ORF24 és 25 ko&zott taldlhato ORF feltételezett génterméke szintén
szerin/treonin kinaz domeént tartalmaz. Homoldgia keresés soran viszont nagyobb foku
hasonlésagot mutatott, gerincesek hasonlé doméneket hordozd génjeihez. Ezt egy esetleges
figgetlen, a gazdaszervezet genomjabdl térténd génfelvétellel lehetne magyarazni (Davison,
2002). Az IcHV-1-ben talalhato, kinaz domént kédoldé harom ORF kézll a 73-assal mutatja a
legnagyobb hasonlésagot, ezért dontéttink dgy, hogy az AciHV-2 kinaz domént kodold
ORF-je szintén a 73-as szamot kapja. Ez volt az egyetlen feltételezetten ismert funkciéju
ORF az AciHV-2 vizsgalt genomszakaszaban, mely az IcHV-1 genomjaban mas régidban
helyezkedik el. Mivel az AciHV-2 genom szekvenalasa soran nem értiik el sem az ORF14-et
sem az ORF73-74-et tartalmazd régiét, nem tudhatjuk, hogy ezeken a szakaszokon is
talalhatéak-e hasonl6 funkciéval bir6 ORF-ek.

Az IcHV-1 és CyHV-3 szerkezeti fehérjéit azonositottak (Davison & Davison, 1995;
Michel et al., 2010b). Az AciHV-2 vizsgalt genomszakaszan, az IcHV-1 genomjanak
megfeleld szakaszan talalhatd Osszes, feltételezett funkcidval jeldlt (szerkezeti és egyéb)
génjének homologjat sikerilt azonositanunk, az ORF51 kivételével, melynek terméke egy
feltételezett membranprotein. Az AciHV-2 genomjaban az ORF49 és 52 k6z6tt harom, az
IcHV-1 ORF-jeivel homolégiat nem mutatd6 ORF (85, 86 és 87) talalhatd, melyek
mindegyikének a terméke négy transzmembran régiot tartalmaz, ezért feltételezzik, hogy
ezeknek a géneknek a termékei szintén membranfehérjeként funkcionalnak.

Az AciHV-2 genomjanak altalunk vizsgalt szakasza tartalmazza azt a 12 ORF-et, amit
eddig minden teljes hosszon szekvenalt AHV tartalmazott (van Beurden et al., 2010). Ezen
gének egy részének ismerjik a funkcidjat: DNS-polimeraz, terminaz, DNS-helikaz, primaz,
proteaz és kapszid fehérjék, de a tébbi ismeretlen funkcioju (5. tablazat). Az elébb emlitett
gének kozill a legjobban megdrzott a DNS-polimeraz. Altalaban erre a génre tervezik a

detektalo, illetve diagnosztikai primereket (Hanson et al., 2006; Rijsewijk et al., 2005;

51



Goodwin et al., 2006b). Ugyancsak megbrzott génnek bizonyult a terminaz, nem csak halak
és kétéltiek, hanem a magasabbrendl gerincesek, illetve a puhatestliek HV-ainak
genomjaban is. Munkank soran terveztiink egy konszenzus primer part a DNS-polimeraz
megdrzétt régidira, melynek segitségével egy viszonylag hosszu szakasz (1600 bp) lehet
feler6siteni kilonb6zé AHV-okbdl (Doszpoly et al.,, 2008). Ezen szakasz elegendd
bioinformatikai adatot hordoz egy Uj AHV els6dleges besorolasahoz, ahogy ez
bebizonyosodott az AciHV-2 és IcHV-2 esetében. Az SbSHV esetében nem miikodott
PCR-lnk, valészindleg a nagyon kis mennyiségben rendelkezéslinkre allé viralis DNS miatt.
Ezen virus esetében csak nested PCR-ekkel értiink el sikereket. Mindazonaltal ugy
gondoljuk, hogy ez az A&ltalunk kifejlesztett PCR alkalmas izolalt AHV-ok elsédleges

vizsgalatahoz.

7.1.2. Rendszertan
7.1.2.1. Herpesvirales rend

Az AHV-ok molekularis tanulmanyozasa felgyorsult az utobbi idékben. Napjainkig &t
AHV telies genom szekvenciaja ismeretes: IcHV-1, CyHV-3, AngHV-1, RaHV-1 és 2
(Davison, 1992; Davison et al., 2006; Aoki et al., 2007; van Beurden et al., 2010). Ez vezetett
a HV-ok taxonémiajaban bekdvetkezett gydkeres valtozasokhoz (Davison et al., 2009). Mar
munkam kezdetekor valdszinisithetd volt, hogy az alacsonyabb- és magasabbrendi
gerincesek HV-ait nagy evoluciés tavolsag valasztja el. Végul 2008-ban az ICTV elfogadta a
mar 2005-ben javasolt valtoztatasokat. A halak és kétéltliek, tehat magzatburok nélkiliek
(Anamnia) HV-ait az Ujonnan létrehozott Alloherpesviridae csaladba soroltak be. Az egyetlen
puhatest(ib6l (kagylo) izolalt HV-nak, melynek teljes genom szekvenciajat meghataroztak
(Davison et al., 2005b), a Malacoherpesviridae csaladot hoztak létre. A magasabbrendi
gerincesek (magzatburkosok, Amniota) HV-ai maradtak a Herpesviridae csaladban. Azon
bellil az Alphaherpesvirinae alcsalad emlésék, madarak és hillék HV-ait foglalja magaba,
mig a Beta- és Gammaherpesvirinae alcsaladok csak eml6s6kbdl kimutatott virusokat
tartalmaznak. A harom viruscsaladot az Ujonnan létrehozott, Herpesvirales rendbe soroltak
be. Ezzel létrejott a 6. virusrend (a Caudovirales, Mononegavirales, Nidovirales,
Picornavirales, Tymovirales utan). Ugyanakkor 65 hivatalos viruscsalad szamara (beleértve
az Adenoviridae csaladot) a mai napig nem alapitottak sajat rendet. Erre majd csak akkor

keriilhet sor, ha mar jobban latjuk a ma még besorolatlan csaladok kdzés evollcios eredetét.
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7.1.2.2. Alloherpesviridae csalad

Jelenleg is folyamatban van az Alloherpesviridae csalad evoluciot tiukrézé felosztasa
alcsaladokra, nemzetségekre. Napjainkban hivatalosan a csalad négy elfogadott

nemzetséget tartalmaz (http://www.ictvonline.org). A Batrachovirus nemzetségben a

kétéltlekbdl (békabdl) izolalt HV-ok vannak (RaHV-1 és 2). A Cyprinivirus nemzetség harom,
pontyfélékbdl leirt virust tartalmaz (CyHV-1, 2 és 3), mig a Salmonivirus nemzetségbe
lazacfelék HV-ai talalhatéak (SalHV-1, 2 és 3). Az Ictalurivirus nemzetség tdérpeharcsakbdl,
illetve tokfélékbdl kimutatott HV-okat tartalmaz (IcHV-1 és 2, AciHV-2). Utobbi két virus
besorolasat az Ictalurivirus nemzetségbe kutatécsoportunk javasolta. A Herpesvirales
Munkacsoport (Study Group) ICTV-nek benyujtott hivatalos javaslata az altalunk lekdzolt
filogenetikai szamitasokon alapult.

Tovabbi 15 hal-HV nincs besorolva egyik nemzetségbe sem, szekvencia adatok
hianyaban (Waltzek et al. 2009). Ezeknek a virusoknak a nagy részét nem sikerUlt izolalni,
csak elektronmikroszképpal medfigyelt, morfologiai bélyegeik alapjan lehetett a csaladba
sorolni. Néhany ilyen virusbdl csak nagyon révid szekvenciak allnak rendelkezésre nyilvanos
adatbankokban.

Ez idaig AHV-okat még nem irtak le magasabbrendl gerincesekbdl, illetve
gerinctelenekbdl. Egy Uj megfigyelés szerint azonban a CyHV-3-at bizonyos zooplanktonok
(Rotifera) képesek sejtmembranjukkal megkétni, igy kézrejatszhatnak a virus terjedésében
(Minamoto et al., 2011).

Csak egy esetben szamoltak be egy, a filogenetikai szamitasok alapjan a
Herpesviridae csaladba tartoz6, virusrél egy slgérfélébdl (Oreochromis aureus)
(Shlapobersky et al., 2010), mely viralis encephalitist okoz. Itt meg kell jegyezni, hogy a
szamitasok alapjaul szolgalé pozicionalis as illesztés igen rovid volt (56 as). Tovabbi
vizsgalatokra van szlkség, hogy egyértelm(ien ki lehessen jelenteni, hogy ez a virus mely
csaladba tartozik.

Kilféldi kutatdcsoportok némelyike az Alloherpesviridae csalad két alcsaladra vald
felosztasat szorgalmazza. Véleménylk szerint az Ictalurivirus, Salmonivirus és a
Batrachovirus nemzetség egy alcsaladba tartozik (Waltzek et al., 2009; van Beurden et al.,
2010). Ezzel szemben az altalunk elvégzett filogenetikai szamitasok, kezdve a rovid
génszakaszokon alapuldoktdl egészen a 11 ORF teljes szekvenciajan alapuldig, azt sugalljak,
hogy az Alloherpesviridae csalad harom f6 csoportot (feltételezett leszarmazasi vonalat)
tartalmaz. Ez utobbin alapul6 térzsfa azt mutatja (8. abra), hogy az egyik csoport tartalmazza
a CyHV-3-at és az AngHV-1-et, tehat ez a leagazas megfelel a Cyprinivirus nemzetségnek.
Noha az AngHV-1 egyelére még hivatalosan nincs besorolva a nemzetségbe, de az

ICTV-nek mar benyuijtott javaslat szerint valészinlileg hamarosan ennek a nemzetségnek a
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tagja lesz. A masodik csoport tartalmazza Batrachovirus nemzetség virusait, nevezetesen a
RaHV-1-et és 2-t. A harmadik csoport tartalmazza az Ictalurivirus nemzetséget az
IcHV-1-gyel és az AciHV-2-vel. Ezekhez a csoportokhoz tovabbi virusokat lehet rendelni,
melyekbdl csak révidebb szekvencia adatok allnak rendelkezésre. A cyprinivirus aghoz a
CyHV-1-et és 2-t, az ictalurivirus leagazashoz az IcHV-2-t és a Salmonivirus genus harom
hivatalosan elfogadott tagjat (18. abra).

18. abra Az Alloherpesviridae csalad térzsfa-rekonstrukcioja legnagyobb valészinliség
elve (WAG szubsztituciés modell) és tavolsagi matrix (JTT modell) moédszerrel szamitva a
DNS-polimeraz részleges szekvenciajabol (133 as). A két modszer bootstrap értékei egymas
alatt lathatok. A folyamatos vonallal bekarikazott virusok a jelenleg elfogadott nemzetségeket
jelélik. A szaggatott vonallal feltlintetett karikak a kutatécsoportunk altal javasolt alcsaladokra
valo felosztast mutatjak. Réviditések: AciHV-1 és 2: acipenserid herpesvirus 1 és 2;
AngHV-1: anguillid herpesvirus 1; CyHV-1, 2 és 3: cyprinid herpesvirus 1, 2 és 3; IcHV-1 és
2: ictalurid herpesvirus 1 és 2; RaHV-1 és 2: ranid herpesvirus 1 és 2; SalHV-1, 2 és 3:

salmonid herpesvirus 1, 2 és 3 (Doszpoly et al., 2011b).
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A filogenetikai szamitasok mellett a megdbrzott gének szamanak elemzése is a ,harom-
csoport tedriat” erésiti. A RaHV-1 és 2 genomja, annak ellenére, hogy egy nemzetségbe
tartoznak, mindéssze 40 homoldég ORF-et tartalmaz (19. abra), mig teljes génkészletiik
szama 132, illetve 147 ORF. Megjegyzend6, hogy a RaHV-1 és RaHV-2 k&zétti filogenetikai
tavolsag szinte kilén genusba sorolasukat is indokolhatna. Hiszen a térzsfakon lathaté, hogy
a koztik levé evolucios tavolsag nagyobb, mint az ictaluri- és salmonivirusok kézétt (18.
abra). A két ictalurivirus (AciHV-2 és IcHV-1) 38 homolég ORF-et tartalmaz ugy, hogy
mindbéssze 46 ORF szekvencidja ismeretes az AciHV-2 genomjabdl. Ugyanilyen mérvi
kolinearitast feltételezve a genom eddig nem vizsgalt részein, a varhaté homol6g ORF-ek
szama jéval tébb lesz. Amennyiben az AngHV-1-et is besoroljak a Cyprinivirus
nemzetségbe, a genus tagjaiban a hasonlésagot mutaté ORF-ek szama szintén 40 lesz,
melyekbdl csak 28 mutat egyértelm( homolégiat (van Beurden et al., 2010). A teljes
genomok altal tartalmazott ORF-ek szama: 136-156. Ha a nemzetségek kdzétti homolog
ORF-ek szamat nézzik (19. abra), akkor tény, hogy az Ictalurivirus és Batrachovirus genus
tagjainak tdbb a k6zds, homolég ORF-je, mint a cyprinivirusok és a masik két nemzetség
tagjai ko6zétt. Tovabba a toérzsfan lathatd, hogy a filogenetikai tavolsag is valamivel kisebb.
De véleménylnk szerint, ezen viruscsoportok kdzti evollciés tavolsagok sokkal nagyobbak,
semhogy egy alcsaladba lehetne 6ket sorolni, az viszont bizonyos, hogy monofiletikus
csoportot képeznek. A Herpesviridae csaladban mind a harom alcsalad minden tagjanak 43
homolég génje van, mig az Alloherpesviridae csaladban ez mindéssze 12. Az
alacsonyabbrend(i gerincesekbdl izolalt HV-ok feltehetéen sokkal &sibbek, mint a
Herpesviridae csalad tagjai, és a hosszabb evoluciés idd alatt genomjuk sokkal jobban
divergalodott. Val6szinlsithetéen fliggetlen génszerzések is torténtek az egyes
csoportokban. PI.: a CyHV-3 genomjaban 6 ORF a legnagyobb hasonlésagot Poxviridae és

Iridoviridae csalad virusainak génjeivel mutatja (Michel et al., 2010a).
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Batrachovirus

220-230 kbp
Cyprinivirus
Ictalurivirus 249-295 kbp
134-174 kbp

19. abra A 8. abran is bemutatott térzsfa-rekonstrukcié, kiegészitve a kilénb6zé
AHV-ok genomjaban talalhaté homolég ORF-ek szamaval (a szamok a nyilak mellett vannak

feltintetve). Az egyes csoportok genom méreteit is mutatja az abra.

A harom alcsaladra val6 felosztast az ide tartozé virusok genommérete kozotti
kildnbségek is alatamasztjak (19. abra). Az IcHV-1-nek 134 kbp, a két ranid HV-nak 220—-
230 kbp, mig az AngHV-1 és CyHV-3-nak 249-295 kbp hosszu a genomja. A SalHV-1
genom mérete 174 kbp hosszunak bizonyult (Davison, 1998), joval révidebb, mint a ranid és
cyprinid HV-oké. Tovabba a filogenetikai szamitasok alapjan (Waltzek et al., 2009; Doszpoly
et al.,, 2011b) a salmonid HV-ok sokkal kézelebbi rokonsagban allnak az ictalurivirusokkal
mint barmelyik masik AHV-sal (18. abra). Ezekre a szamitasokra és tényekre alapozva,
véleménylnk szerint az egyik alcsalad tartalmazna a Cyprinivirus nemzetséget és az
AngHV-1-et, a masodik a Batrachovirus genust, mig a harmadik az Ictalurivirus és

Salmonivirus nemzetséget.

Eszak-amerikai tokfélék fiatal vagy felnétt, egészséges vagy beteg egyedeibdl,
legalabb 7 izolatum (AciHV) ismeretes (Kelley et al., 2005). Ezek két fajpba oszthatdk, mind
szeroldgiai, mind filogenetikai elemzésekkel. Habar a térzsfa-rekonstrukcidkrél kiderdl
(18. abra), hogy az AciHV-1 az ictaluri- és salmonivirusok vonalan helyezkedik el (Kelley et

al., 2005; Waltzek et al., 2009; Doszpoly et al., 2011b), am azoktél markansan el is kléndil.
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Egyelére azonban nincs elegendé adat a virus genomszervezédésére vonatkozdan ahhoz,
hogy rendszertani besorolasara javaslatot lehessen tenni. E virus kutatasa biztosan a jové

egyik érdekes témaja lesz.

Az AHV-ok harom nemzetsége kdzill kettdnek a tagjait nagyon eltéré gazdakbal irtak
le. A Cyprinivirus nemzetség (leendd) tagjait megtalaltak kilénbdzd férendekbe
(Elopomorpha, Ostariophysi) tartozé halakban. Az Ictalurivirus nemzetség tagjait pedig
kilbnb6z6 alosztalyokba (Chondrostei, Neopterygii) sorolt fajokban mutattak ki. Ugy tinik,
hogy az AHV-ok f6 csoportjai nem a gazdafajok szerint kilénilnek el, akarcsak a
Herpesviridae csalad tagjai. Elképzelhetd, hogy az AHV-ok &sei még a halfajok elkllonilése
el6tt vagy azzal egy id6ben kezdtek divergalddni. Késébb a kilénb6zd csoportok virusai
fuggetlendl fejlédtek, és ezért megtalalhatok evolluciésan tavoli gazdafajokban, az emlésok
HV-aihoz hasonléan.

Masik magyarazat arra, hogy kdzel rokon virusfajok ilyen tavoli halfajokat fertéznek, a
gazdavaltas lehet (Kurobe et al., 2008). Ebben az esetben a kérdés az, hogy melyik eredeti
gazdarél melyik Uj gazdaba ker(lt a virus, és melyikkel milyen hosszu ideig fejlédétt egyitt
az evolucié soran. Azon AHV-ok G+C tartalma, melyeknek teljes genomszekvenciajat
ismerjiik, 52.8 és 59.2% (van Beurden al., 2010) kézétti. Erdekes, hogy az AciHV-2 altalunk
vizsgalt szekvencigjanak G+C tartalma minddssze 38%. Egy hipotézis szerint a virusok
nukleinsavanak cstkkené G+C tartalma gazdavaltasra utalhat, és az Uj gazdahoz val6
adaptalédas kdvetkezménye lehet. Ezt a jelenséget mar leirtak tébb esetben, pl.: feline
immunodeficiency virus (Poss et al., 2006) és canine parvovirus esetében (Shackelton et al.,
2006). Tovabba az atadenovirusok (Benk& & Harrach, 1998; Wellehan et al., 2004) és
siadenovirusok (Davison et al.,, 2000) esetében is medfigyeltek hasonlé jelenséget. Az
evolucios elénye ennek a folyamatnak még nem teljesen viladgos. Valdszinlleg a virus igy
probalja elkerilni a gazdaszervezet védekezb rendszerét, cstkkentve a CpG dinukleotidok
szamat (Davison et al., 2003).

A gazdavaltasra vonatkoz6 elméletet tovabb erdsiti az a megfigyelés, hogy az AciHV-2
okozta jarvanyok soran a mortalitds jéval magasabb (80%) mint az AciHV-1 altal kivaltott
betegség esetén (40%) (Watson et al., 1995). Tovabba az SbSHV mely kézeli rokona az
AciHV-2-nek, és szintén 38%-nak bizonyult G+C tartalma (Doszpoly & Shchelkunov, 2010),
100% mortalitast is okozhat ndvendék tokoknal (Shchelkunov et al., 2009). Ezek a
megfigyelések azt sugalljak, hogy a gazda és virus még nem téltéttek el tul sok idét egytt.
Ezért jelenlegi ismereteink szerint, feltételezziik, hogy az AciHV-1 az acipenserid halfajok
"sajat” virusa, ezt alatamasztja a virdlis DNS G+C tartalma (47,4%) és az alacsonyabb
mortalitas. Az ictalurivirusok pedig az ictalurid halfajokkal koevolvalodtak és gazdavaltassal

keriltek az acipenserid halfajokba.
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Ugyanakkor meg kell jegyezni, hogy az IcHV-1 és 2 szintén magas mortalitassal jard
jarvanyokat képes okozni intenziv haltenyészetekben. Elképzelhetd, hogy ennek a
viruscsoportnak egy masik haltaxon az eredeti gazdaja, melyben a virust eddig még nem

figyelték meg, talan éppen azért, mert nem okoz megbetegedéseket.

7.2. IcHV-2 és SbSHV

Az IcHV-2 és SbSHV genomjanak a DNS-polimeraz (ORF57+58) és a terminaz elsd
exonja (ORF62) altal hatarolt génblokkjat vizsgaltuk. Valasztasunk azért esett erre a régioéra,
mert az elébb emlitett két gén j6l megbrzétt szekvenciakkal rendelkezik, ezaltal konszenzus
primerekkel kénnyl volt feler8siteni egyes szakaszaikat. Az Osszes eddig vizsgalt
ictalurivirusban (AciHV-2, IcHV-1 és 2, SbSHV) jol megdrzétinek tlnik ez a génblokk,
melynek &sszehasonlitdé elemzése megerdsitette a filogenetikai szamitasok eredményeit. Az
6t géntermék as hasonl6saga a két IcHV tipusban 56-80%. Egyértelmlen kiderult, hogy az
IcHV-2 is az Ictalurivirus nemzetségbe sorolandd, de nem egy faj az IcHV-1-gyel, amint azt
korabban a szerologiai probak alapjan is megallapitottak (Hedrick et al., 2003). Az ICTV
2009-ben elfogadta a Herpesvirales Munkacsoport altal benyujtott javaslatot, és az IcHV-2-t,
mint 6nallo fajt az Ictalurivirus nemzetségbe tagolta.

Az ebben a régioban talalhato, 6t ORF egyértelmli homologiat mutat az /Ictalurivirus
nemzetség kulonbdzd tagjaindl. Az ORF-ek iranyulisaga és pozicidja megegyezik,
méretikben kisebb eltérések tapasztalhatok (8. tablazat). A 9. abran lathat6, hogy az IcHV-1
ORF60 homoldgjai megtalalhatok masik négy AHV genomjaban: RaHV-1 (ORF84), RaHV-2
(ORF118), AngHV-1 (ORF52) és CyHV-3 (ORF80), de az utobbi kettében iranyultsaguk
forditott. A ranid HV-okban a DNS-polimeraz (ORF72 és 110) és a terminaz (ORF42 és 68)
gén messze talalhaték ettdél a génblokktol. Az ORF61-nek nincs homoldgja az AngHV-1 és
CyHV-3-ban, mig a ranid HV-okban az ORF83 és 117, és ORF85 és 119 (RaHV-1 és 2)
csak alig egyértelm{ hasonlésagot mutatnak az IcHV ORF59 és ORF61-hez, inkabb csak
pozicionalis megfelelék, akarcsak az ORF59 "homologjai” az AngHV-1 és CyHV-3 esetében.
A CyHV-3 és AngHV-1 genomjaban a DNS-polimeraz ebben a régidban helyezkedik el az
ORF60 homolodgjanak szomszédsagaban, viszont a termindz gén a genom tavolabbi
részében talalhaté. Ezek a genomszervez6désben talalt kilonbségek is azt erdsitik, hogy
harom csoport létezik a csaladon beliil. Hiszen a filogenetikai szamitasok alapjan elkilonilé

leszarmazasi vonalaknak a genomszervezédése is jelentésen eltér a tdbbi csoportétdl.
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8. tablazat A vizsgalt génblokk ORF-jeinek iranyultsaga és mérete (az SbSHV
DNS-polimeraz génjének feler8sitése mas primerekkel tértént, ezért nem hasonlithat6é dssze
a tébbivel)

ORF 57+58 | 59 | 60 | 61 62
Iranyultsag + - + - +
IcHV-1 1299 | 345 | 393 | 319 | 212

[cHV-2 1299 | 345 | 397 | 313 | 212

SbSHV - 341 | 393 | 322 | 229

AciHV-2 1297 | 339 | 348 | 324 | 218

Az SbSHV 2006-ban jelent meg el6szdr oroszorszagi halgazdasagokban, komoly
gazdasagi karokat okozva. A fertézés altal kivaltott jarvany soran ndévendékhalaknal 100%
mortalitast is tapasztaltak. A legfogékonyabb fajnak a lénai tok bizonyult, de a virus egyéb
tokféléeket is megbetegitett (Shchelkunov et al., 2009). A harom vizsgalt térzs a
DNS-polimeraz és terminaz gén részleges nt szekvencigja alapjan nem mutat eltérést. Az
SbSHV megfeleld génblokkjanak szekvencia analizise azt mutatja, hogy nagyon k&zeli
rokona az AciHV-2-nek. Annak egy kanadai térzsével, 99%-0s nt azonossagot mutat a
DNS-polimeraz és terminaz gén szekvenciaja. Sajnos a kanadai térzs egyéb ORF-jeibdl
nincs szekvencia adat. Az 6t géntermék as hasonlésaga az AciHV-2 (SRWSHV) fehérjéihez
89-95%. Szeroldgiai vizsgalatokra lenne szikség, hogy megallapitsuk, vajon az SbSHV és
AciHV-2 azonos faj (tipus) vagy nem, mindenesetre a nagyfoku szekvencia hasonlésag ezt
sugallja.

Az altalunk tervezett, specifikus, diagnosztikai primerek (3. tablazat), melyeket az
SbSHV DNS-polimeraz génjére terveztink, jol mikddtek izolalt virustdrzseken. Jelenleg
kiprébalas alatt allnak Oroszorszagban hal-mintdkon. Ezenkivil 6sszehasonlitasa az orosz
kutatok altal kifejlesztett diagnosztikai, valdsideji PCR-rel szintén folyamatban van. Az elsé
eredmények szerint a két modszer érzékenysége hasonld (Shchelkunov |.S. személyes

kozlése).
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7.3. CyHV-1 és 2

Hazankban el6sz6r mutattuk ki a CyHV-1 jelenlétét PCR segitségével. A
DNS-szekvencia adatok kinyerése wutan a vildg mas részein leirt tdrzsekkel
Osszehasonlitottuk, és megallapitottuk, hogy a virdlis DNS-polimeraz génnek ezen a jol
megbrzott szakaszan szamottevd, azaz az as-szekvenciat is befolyasold eltérés nem
mutathato ki. Nukleinsav szinten bizonyos génbanki izolatumokkal 100%-o0s az egyezés, mig
mas térzsekhez viszonyitva minimalis eltérés (1%) figyelheté meg, mely a tripletek harmadik
tagjanak varialédasabél adddik. Elképzelhetd, hogy kevésbé megdrzétt genom szakaszokon
nagyobb eltéréseket tapasztalnank. Elérelathatélag hamarosan ismertté valik a CyHV-1
telies genomszekvenciaja is, és ekkor lehetéség nyilik majd egyéb gének, illetve
géntermékek, példaul az immunogenitas szempontjabdl legjelentdsebb envelop fehérjék és
glikoproteidek dsszehasonlit vizsgalatara is.

Tobb évtizede tapasztalhaté hazankban idénként tdmeges elhullas ezistkarasz
tenyészetekben. Az elhullasok okat eddig nem sikerilt kideriteni, ami részben a karaszok
csekély gazdasagi jelentéségével magyarazhaté. A CyHV-2 kimutatasa az els6é alkalom e
virus hazai jelenlétének igazolasara. Ezen tulmenden a vilagon elséként irtuk le a CyHV-2
fertézést ezlstkaraszban. Korabban ezt a virust csak aranyhalakban mutattak ki. Az
ezlstkarasz és az aranyhal nagyon kozeli rokonsagot mutaté halfajok, s6t korabban egy
egységes faj Carassius auratus alfajainak tekintették az ezistkaraszt (Carassius auratus
gibelio) illetve az aranyhalat (Carassius auratus auratus). A HV-ok dontd tébbsége szlik
gazdafaj-spektrummal rendelkezik, de nem kuléndsebben varatlan, hogy ugyanaz a HV
megtalalhaté e két nagyon koézeli fajban. Aranyhalakban a CyHV-2 fert6zés nyoman
kialakulo jellegzetes koéros elvaltozasok kézott van az eozinofil magzarvanyok és elhalasos
gocok kialakulasa a lépben, a vese vérképzd szdveteiben, valamint a pancreasban és a
belekben. A vérszegénység mellett a kopoltyuban krénikus branchitis jelentkezhet (Phylbey,
2006). A ezistkaraszban okozott klinikai tiinetek, illetve betegség azonban valészin(ileg eltér
az aranyhalakban ismert korképtél, és ennek tanulmanyozasat tervezziik a jévében.

Az altalunk szekvenalt DNS-polimeraz szakaszra igazak a mar a CyHV-1 esetében
megallapitottak, azaz as szinten a virus vizsgalt szakasza tokéletesen megegyezett a
korabban Nyugat-Eurépaban, Eszak-Amerikaban és Japanban leirt torzsek megfeleld

szakaszaval. Nukleinsav szinten mutat csak minimalis eltérést (1%) bizonyos térzsekkel.
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7.4. Fehér tok-adenovirus

A vilagon elséként kutatoécsoportunk hatarozta meg egy halbdl izolalt AdV teljes
genomszekvencigjat. Ez az egyetlen, eddig ismeretes hal-AdV izolatum. Ezenkivil egyetlen
mas feltételezett hal-AdV-bdl sem, sikerllt egyetlen mas kutatocsoportnak sem, akar egy
révid DNS-szekvenciat is nyerni. igy nem is vélheté bizonyitottnak az elektronmikroszképos

felvételek alapjan feltételezett tobbi hal-AdV létezése.

A WSAdV-1 genomszervez8dése jelentdsen eltér a mas allatokbol és emberbdl izolalt
Osszes eddig megismert AdV-ét6l. Genomja a leghosszabb az eddig vizsgalt AdV genomok
kézil, 48.395 bp. Az utana kdvetkezd leghosszabbak az aviadenovirusok, FAdV-1, 8 és 9,
tovabba TAdV-1 (43.804-45.413 bp). Mar a doktori munkdm kezdete elbtt végzett,
filogenetikai szamitasok arra engedtek kdvetkeztetni, hogy ez a virus nem sorolhaté be az
akkoriban hivatalosan elfogadott négy nemzetség egyikébe sem (Benké et al., 2002; Kovacs

et al., 2003). A teljes genom elemzése megerdsitette ezeket az elézetes megallapitasokat.

7.4.1. Genomszervezddés
7.411.1TR

A genom végeit, mint minden AdV esetében, ITR szekvenciak alkotjak, melyek hossza
126 bp-nak bizonyult. Ennél hosszabb ITR-je csak bizonyos mastadenovirusoknak van. Az
ITR-ek hossza altalaban nemzetségekre jellemzd, de a kllénb6z6 genusok tagjainal nagyon
eltéré lehet. Az ITR-ek funkcidjat féleg human- és tyuk-AdV-oknal vizsgaltak. A viralis DNS
replikaciéjanak kezdetekor gazdasejt eredetli transzkripcids faktorok kétéhelyéll szolgal
(Hatfield & Hearing, 1993; Hay et al.,, 1995; Van der Vliet, 1995). A DNS-replikacioé
megindulasahoz az ugynevezett mag (core) régiora van sziikség, mely az ITR elsd 18 nt-ja
(Challberg & Rawlins, 1984; Harris & Hay, 1988). Az eddig vizsgalt ITR-ek 8—13. pozicidokban
csak adenint és timint tartalmaznak, ez a rész a WSAdV-1 ITR-jére is igaz. Az ITR-ek 1. és
et al., 2011), ahol adenin van a 17. poziciéban, tovabba egy FAdV-1 térzsben az elsd
pozicibban guanint talaltak (Alestrom et al., 1982). Az ITR-ek els6 17 nt-ja nem tartalmaz
guanint, kiveve a FAdV-1 (csak egy torzse), FrAdV-1 és EDSV (Dan et al.,, 2001). A

WSAdV-1 ITR-jében a 17. pozicidban citozin talalhato, viszont az elsé és 6tddik nt guanin.
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7.4.1.2. Fiberek

Az AdV-ok fibere felelés a virion elsédleges kapcsolodasért a sejtreceptorokon
keresztll. Harom f6 részbél allnak, farki, szar-, és feji régiokbol. A fiberek farki része jobban
megdrzétt, mint a masik két régié (Szendrdi et al., 2003). A szar-rész ismétl6dé részekbdl
epll fel. Az ismétlédések szama szerint meglehetésen eltérd hosszisagu fiberek |eteznek.

A WSAdV-1 genom bal végén az E1 vagy annak megfelelé régié teljesen hianyzik.
Helyén négy OREF talalhat6é (harom a jobbra, egy a balra atirédé szalon), melyek a homologia
keres6 program szerint feltehetéen fibert, vagy ahhoz hasonlé fehérjét kddolnak. Jé
min&ségl elektronmikroszkopos felvétel nem késziilt a szabad virionokrdl, melyen lathatok
lennének a fiberek, igy a valés pentononkénti szamukrol nincs tudomasunk. Meglepé mddon
a hal-AdV fiber génjei az E2B régiétédl balra helyezkednek el. Minden eddig vizsgalt AdV
genomban a fiber gén (vagy gének) a megdrzétt kdzéps6 régio jobb végén talalhato,
pontosabban az E3 régiétdl jobbra, illetve ahol nincs E3 régié ott a pVIII-tél jobbra. Az
aviadenovirusok kapszidjanak csucsain két fiber talalhato, a FAdV-1 genomja (és
valészinlleg az eredeti TAdV-1 is) két fiber gént kddol, a tébbi tydk aviadenovirus viszont
csak egyet, de a kapszid csucsain két fiber illeszkedik a pentonalaphoz. Ugyanakkor
bizonyos human és nem-emberszabasu majom AdV-ok genomjaban két fiber gén fordul eld,
de ezek termékeibdl mindig csak egy talalhato egy csucson (valtakozva).

A fiberek vizsgalata soran tdbb megérzétt, funkcidval bir6 motivumot leirtak a fiber
proteinek szekvencigjaban. A KRAR motivum (a farki rész elején) felelés a sejtmagi
lokalizaciéért (Hong & Engler, 1991), ezt a motivumot nem tudtuk azonositani egyik fiber
jeléltnél sem. A fiberek farki része az FNPVYP motivummal kapcsolédik a pentonalaphoz
(Caillet-Boudin, 1989). A feltételezett 1-es és 2-es fiberben PIYP, a 3-asban PVYP
motivumot azonositottunk (20-22. abra). E motivumtol “jobbra” (downstream) talalhaté az
ismeretlen funkciéju PPF motivum, mely a 2-es fiberben megtalalhaté, illetve a 3-asban PIF
motivumot talaltunk.

A szar ismétl6déseket tartalmaz, az 1-es és 2-es fibereknél 14 ismétlédést, a 3-asnal
12-t feltételeziink (van Raaij et al., 1999). A fiberekben a fej és a szar talalkozasanal
elhelyezkedd TLWT motivumot (Chroboczek et al., 1992) csak részben tudtuk azonositani,
az 1-es fiberben TSVT, a 2-esben TL és a 3-asban TW motivumot latni (20-22. abra). Az
1-es és 3-as, valamint a 2-es és 4-es fiber homol6g gének valdszinilleg valamelyikik
duplikacidjaval jottek létre (4-es esetében inverzioval), legalabbis erre utal az altaluk kédolt
as-ak pozicionalis illesztése (23-24. abra). A 4-es valoszinlileg mar nem fiberként makodik,
mert nem tartalmaz meg6rzott motivumokat, és felismerhetd szarismétlédéseket sem
talaltunk. Tovabba atirédasanak iranya is ellentétes a tébbi fiber génével. Ugy néz ki, hogy a

IVa2, DNS-polimeraz és pTP génnel alkot egy transzkripciés egységet, poliadenilacios
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szignalt ugyanis csak itt talaltunk a 4-es fibertél downstream iranyba. A harom, r-szalon
kédolt fiber is valdszinlileg egyitt irodik at, a 3-astél downstream iranyban azonositottuk
feltételezett poliadenilaciés szignaljukat. A legnagyobb homolégiat egyéb AdV fiberekkel a
3-as fiber mutatja. A 2-es és 4-es fiber C-terminalis végén (feji régidé) meg6érzétt domén
(Concanavalin A) talalhato, mely altalaban kilénb6z8 glikoproteinekhez val6é kapcsolédaseért
felel. Ez a két fiber hasonl6sagot mutat bizonyos ismeretlen funkciéju fag génekkel, mely
alatamaszthatja azt a hipotézist, miszerint bizonyos fagoknak (Tectiviridae) és az AdV-oknak

k6z6s 6se volt (Rux et al., 2003).

MAATPIYPGWKPQDKLMTAMYFAEGLDMIPRI farok
LTL YLKVDGEA LVI VGGQ

LTI SDHAF'S LLL PGLG

TKF SAIPG KVR IDMNYG

VGL KTYNGAAG LKF VDTEFRIQANQ

LLV DTNVP LTH YEGLLIDID

LST MFF LDN PKGTKI

LSV MAITPKAN LPL TIANTNVS

LGV GDGLQVINNA LTL KTSTAAFTQSPT SzAar
LAL VDKTA LDW EGQGISP

IYY RRDIAQMEMWTHPNNEFVPSSH LYL STEYFPRTY

LYT AKNNT LTY KTASGTVGTTPCQ

LIL ARCG LMM ACQVSIDD

LoV AANFPISFEY LRO ODLDK

LPD DPYPEFVEST VPF VOGVMKGQAYVTI
TSVTNQQOQOQYRYMAYTEIGNYSSQM fej

YLNVFIPNPVNQVVGSSIKIVEGTLVGYCRQDRGSFWPPNNVYID

20. abra Az 1-es fiber as sorrendje és feltételezett szerkezete. A megdrzétt motivumok

félkdveér betltipussal és alahuzassal jeldlve.
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MGTPIYPYIPVEPKAMPPFYGAGLKEEDDT farok

MTL MMDINTDQ FVL TPELNLKSP

IVP DKYRAD LSK FYV

IAT GGSSNG VGY GCYEKPVDYS

LAE NQPDPRIFQ LGR FGLSSPSDEFNFEN
YIR NVTPTTTGYG LNF NKFRTEFDDAN

LKL IPAMPC LDH AQNMFEYSA

LST KFKKKNGG TVG YGLYVAKR

LLP YIPSDYNI LLV PCAFGESGEVQPP Szar
IFP VKDP LVN GQYDAVR

LDI SNGTDNKSP LWG ADLPTAKQMIDRIKYV
LNL NPLNKLMG ILW TEGVQATGQKIAQH
LOS TSEFVTWSNVQ LAP ISSQ

LLN OQKVNWIFTSG TKY TYAQNFIGEFRRKYQPR
LMD LSSIYG NYA WISNNIGGEFVDLSIT

TLGGYSETDSDINANAFNDTK YFSAAAMVHSVSFATIAQSILVSWLDMKT fej
EYIEWGPEFTDSNSKCGPPIKKTSSGREDILLDNTDSLECWLMWDDEKQA
LDTNFAPDTAVVKVHTKVERPTSAAMIGFISVPNYARNVLNINGDSPVTE
YISVSLLPPANFEVLTAHIAFKIDNITNVSGADAEVLISIEHIDPKRQOGY
LKYACNDEYSFRLNFEEFDNVESQLNVYGTEGLGAPTGVWNSLTVIVDMVS
DNMRMFENGSILEGGSLKKELQLLDIKREFTIGALDGGSNGTAGYISEVRL
YDKMLTEEEVANLHAMTVSNELY

21. abra A 2-es fiber as sorrendje és feltételezett szerkezete. A megdrz6tt motivumok

félkdveér betltipussal és alahuzassal jeldlve.

MAKRTRTDTPVYPEVDHAPKVIPIFYGDGLKQDE farok
LTL MINADPKT FSF TSDGA

LTL SGGSSG IGT NYVGGDG

INL EVVDDK TKK VSVQPAPNGG

VAV DSSGVK VKV SEP

LTV DEGGIG IMI SDGIKIDENGH

LGV NYDPDTMG LNS TGALTVTNAKVN

LOA TPP LTV ANNTIS Szar
LST GDGVTTTENK LSL NISNDEFVERDSM

LDL AKAPVRTVTQP LIL NAAHAVA

LQT GPSNFGVQONG VLY ONTKYEFPRSRVGA

F'SG NVTIASAANDP YIL PMRENLVKTGQICS

FIF NSEFTINNGTQP VKF PITMNIS

AGWTSPNSADTTFQPGRVRMLMPVQGICTIKAGTGNTYFGRFELNNLQFGD fej
GFTFKISVLDATININTPSIYFDSVIFPCQVSRSEKYAPAGVYFED

22. abra A 3-as fiber as sorrendje és feltételezett szerkezete. A megdrz6tt motivumok

félkdveér betltipussal és alahuzassal jeldlve.
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23. abra A 2-es és 4-es fiber pozicionalis illesztése.
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24. abra Az 1-es és 3-as fiber pozicionalis illesztése.

7.4.1.3. E2 régio

Az E2 régi6 génjei a WSAdV-1 genomjaban ugyanugy lokalizalédnak, mint minden mas
AdV esetében. A DBP mely az E2A régid génje, jéval révidebb, mint az eddig megismert
AdV-oké, mindéssze 317 as hosszu és splicing helyet sem sikerllt azonositanunk. Az avi- és
siadenovirusok esetében a DBP mRNS-e splicing mechanizmussal két exonbdl épul 6ssze.
A C-terminalis végén leirt cink-k6td motivum (Eagle & Klessig, 1992) megtalalhatd a

WSAdV-1 DBP-jének szarmaztatott as szekvencigjaban is.

Az E2B régidban kodolt terminalis protein a viralis DNS-szalak 5’ végéhez kovalensen

kétédik. Funkcidja a DNS megkétésén kivil a polimeraz szabalyozasa (Webster et al.,
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1997). A virus érése soran a proteaz enzim harom helyen hasitja HAdV-2-ben (Webster et
al.,, 1994). A WSAdV-1 pTP génjében is sikerllt a harom feltételezett hasitasi helyet
azonositanunk a 177. 284. és 322. as pozicidéban. A proteolitikus hasitasi helyek as
szekvenciaja a koévetkez6: LIGS’G, LSGA’G, MLGG’M. A vagashelyek altalanos
elemzését lasd késdbb.

A pTP mRNS-e minden AdV genomjaban splicing mechanizmussal keletkezik. A
WSAdV-1 pTP génjét vizsgalva is sikerilt azonositanunk a splicing helyet. Ezek szerint,
ugyanugy mint minden mas AdV-ban, a pTP elsé harom as-a az /-szalon a pllla és penton
gén kozott van kodolva. A WSAdV-1 pTP-je 718 as, ez hosszabb, mint a masik négy

nemzetség tagjaiban.

Az AdV-ok DNS-polimeraz génje a B polimerazok csaladjaba tartoz6 enzim (Knopf,
1998). A polimeraz kapcsolodik a pTP-vel, majd az igy kialakult komlex az ITR mag
régidjahoz kapcsolddik é€s megindul a DNS-szintézis (Brenkman et al.,, 2002). A
DNS-polimeraz génnek vannak jol megdrzétt régidi, melyekre detektald illetve diagnosztikai
PCR primereket lehet tervezni (Wellehan et al., 2004). A PCR soran felerésitett szakasz nt
sorrendje elég variabilis, ezért alkalmas el6zetes filogenetikai szamitasokra (Janoska et al.,
2011). DNS-polimerazok mRNS-ének érése soran  splicing-ot eddig csak
mastadenovirusoknal irtak le (Davison et al., 2003). A WSAdV-1 DNS-polimerazanak hossza

1166 as, atlagosnak tekinthetd, splicing-ra utalé szekvenciakat nem talaltunk.

A IVa2 a korai és késoéi kifejezbdés kozott ugynevezett atmeneti id6szakban fejezédik
ki. Funkcidjat tekintve segit a kapszid 0sszeszerel6désében és a DNS becsomagolasban
(DNA packaging) (Zhang & Imperiale, 2002), tovabba a kés6i f6 promoéter (MLP)
aktivalasaban is részt vesz (Lutz & Kedinger, 1996). A mastadenovirusoknal megdrzétt
GPTGSGKS szekvencia, ami feltételezett nukleozid-trifoszfat kétéhely motivum (Gorbalenya
& Koonin, 1989), a WSAdV-1 IVa2-jében is felismerheté: GPTRSGKS.

7.41.4.L régiod

Az r-szalon kbdolt késéi gének az MLP-rél irbdnak at. A proteaz gén egy endopeptidaz
enzimet kodol, ami proteolitikus hasitasokat végez bizonyos viralis prekurzor fehérjéken:
pTP, pllla, pVI; pVIl, pX, pVIIl. Az enzim aktivitasért felelés as-ak (triad) pontjait el6szor
HAdV-2-nél azonositottak: H54-E71-C122 (Ding et al., 1996). A késdbb vizsgalt virusoknal
(beleértve a nem HAdV-C fajhoz tartozé HAdV-okat is) azonban legtdbbszér a glutaminsav
(E) helyett aszparaginsavat (D) talaltak. A WSAdV-1 protedazaban azonositottuk a

H55-D72-C122 triadot. Tovabba létezik a 137-es poziciéban 1évd prolin is, melyet minden
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mastadenovirusban meg6rzéttnek talaltak. A kutatasok szerint szerepe van a virus
encapsidacioban (Rancourt et al., 1995). Aviadenovirusokban nem talalhaté prolin a 137.
pozicidbban (Chiocca et al.,, 1996; Ojkic & Nagy, 2000) és atadenovirusokban (madar és
ovine) (Harrach et al., 1997; Barbezange et al., 2000), tovabba a THEV-ben sem (Pitcovski
et al., 1998). Viszont FrAdV-1-ben (Davison et al., 2000), valamint a SnAdV-1-ben
megtalalhatdé (Farkas et al., 2002). Egy masik fontos as-at a 104-es poziciéban talalhaté
ciszteint szintén azonositottuk. A HAdV-2-ben ez a reziduum létesit diszulfid hidat a pVic (a
pVI-bol lehasitott harmadik polipeptid) 11 as-bol alldé kofaktor 10-es ciszteinjével, ezaltal tébb
ezerszeresére fokozva a protedz enzim aktivitasat (Webster et al., 1993). Harom tipikus
proteaz vagashelyet azonositottak eddig: az l-es tipusut (M/L/)XGG’X és a ll-es tipusut
(M/L/HXGX’G (Anderson, 1973; Webster et al., 1989). Majd OAdV-7-ben irték le el6szér a
lll-ast (M/L/NXAX'G. Késébb a ll-es tipus egy masik valtozatat, a Ilb-t (NTGW'G) is
megfigyelték a pVII fehérjénél, méghozza valamennyi AdV nemzetség tagjainal (Vrati et al.,
1996). A WSAdV-1 fehérjéiben I-es és ll-es (IIb) tipusu hasitasi helyek talalhatok.

Az 52K fehérje a virionok Osszeszerel6dése soran jatszik szerepet (Hasson et al.,
1992), hossza a WSAdV-1 esetében 353 as, ami kbzepes méretlinek tekintheté.

A pllla fehérje 6sszekottetést Iétesit a pVll-es fehérje és a peripentonalis hexonok
k6ézott (San Martin & Burnett, 2003). Tébb tipusu proteolitikus vagashelyet is leirtak a pllla
esetében kilénb6zd AdV-okbdl (Vrati et al.,, 1996). WSAdV-1 pllla-jaban nem talaltunk
tipikus hasitasi helyeket.

A pentonalap és a fiber egyitt alkotjak a csucsi kapszomereket. Az RLSNLLG
fiber-k6t6 motivumot (Roberts et al., 1986) a WSAdV-1-ben is megérzéttnek talaltuk:
RLSNILG.

A pVIl fehérje, mely igen nagy kdpiaszamban talalhaté a virion magjaban a DNS-hez
kotédve, a WSAdV-1 genomjaban nagyon révidnek bizonyult, mindéssze 24 as szemben az
eddig jellemzettekkel (72-160 as) Minddssze egy llb tipusu (STGW’G) proteolitikus hasitasi
helyet sikerult azonositani, szemben a tébbi AdV-nal leirt kettével.

A pX fehérje, a legkisebb szerkezeti fehérje (u) prekurzora, szintén nagyon rovid, 34 as
(71-214 as a tébbi nemzetségnél). Altalaban egy proteolitikus hely van a N-terminalis
régidban, ez megtalalhat6 a WSAdV-1-ben is, MRGG’F. Bizonyos mastadenovirusban a pX
N-terminalis végén is talaltak hasitasi helyet (Rusvai et al., 2000), mig az
aviadenovirusokban harom feltételezett proteolitikus felismerési helyet is azonositottak
(Sheppard & Trist, 1993; Chiocca et al., 1996). Bar ez utobbi fehérje hossza a proteolitikus
hasitas el6tt joval révidebb, mint az eddig megismert AdV-oké, a hasitas utan keletkez6

termék hossza atlagos méretlnek tlinik.
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A pVl-os fehérije mérete atlagos a WSAdV-1-ben, az N-terminalis vég kdzelében
talalhato egy ll-es tipusu proteolitikus hasitasi hely, a C-terminalis végén szintén egy
lehetséges vagashelyet talaltunk, melynek szekvenciaja (FCGR’G) minimalisan eltér a
megszokottol. Ennél a vagashelynél térténé hasitasnal viszont Iétrején a 11 as-bdl allé pVic
kofaktor peptid (GVSYSKLRKCY), amit elészér HAdV-2-ben irtak le, majd késébb minden
eddig ismert AdV-ban. Ennek konszenzusa: G(V/L)XXXXXXXC(F/Y) (Webster et al., 1993).
Ezért igen valészinl, hogy bar eltér ezen vagashely szekvencigja a konszenzus
szekvenciatol, mégis mikddé hasitasi hely.

A kapszid f6 alkotéeleme a hexon, mely szerotipus-, faj- és nemzetségspecifikus
epitdépokat is hordoz (Norrby & Wadell, 1969; Willcox & Mautner, 1976; Adam et al., 1996).
Bizonyos részei j6l meg6rzottek, alkalmasak a virusok tipizalasara, filogenetikai
szamitasokra, de vannak hipervariabilis régiéi, melyek a szerotipusspecifikus epitopokkal
rendelkeznek (Toogood & Hay, 1988; Weber et al., 1994; Sheppard et al., 1995; Crawford-
Miksza & Schnurr, 1996; Reubel & Studdert, 1997). A WSAdV-1 hexonjanak mérete az eddig
megfigyelt tartomanyba esik.

A 100K fehérje a hexon polipeptidek kapszomerré épitésében jatszik szerepet, de az
érett virionban nem talalhaté (nem-struktur fehérje) (Riley & Flint, 1993). Génje atfedésben
van a 33K és 22K fehérjéket kédold génnel, de masik leolvasasi keretben van kédolva.

A 33K fehérje a virionok Osszeszerel6désénél jatszik szerepet, tovabba leallitia a
gazdasejt fehérjeszintézisét (Fessler & Young, 1999). Splicing mechanizmus utan kertl sor
az mRNS fehérjére forditasara, a WSAdV-1 33K génjében is sikerllt azonositani a splicing
helyeket. A 22K fehérje (mely a 33K splicing nélkiili variansa) az MLP aktivalasaban jatszik
szerepet. Ez utdbbi harom gén, sem lokalizaciojaban, sem méretében nem mutat eltérést a
masik négy nemzetség tagjaban megfigyeltektol.

A pVIII prekurzor protein mely a kapszidot és magot kéti 6ssze 270 as hosszusagu,
mely az eddig leirt masodik leghosszabb a SnAdV-1 utan (Farkas, 2005). Hat lehetséges,
[l-es tipusu (M/L/l) XGX'G proteolitikus felismerési helyet sikerilt azonositani a WSAdV-1
pVIIl génjében. Nagyon gyenge (nem szignifikans) homolégiat mutat mas AdV-ok
pVlll-asaihoz. Inkabb a genomban elfoglalt helye miatt gondoljuk, hogy ez az ORF kédolja a
pVlll-at.

Az U exon a mar korabban leirt négy nemzetség majdnem minden virusaban
megtalalhaté (Davison et al., 2000). Bizonyos mastadenovirusokban nincs jelen, pl.: porcine
adenovirus 5 (PAdV-5) (Nagy et al., 2001), a MAdV-1 (Meissner et al., 1997), valamint a
BAdV-10 (Ursu et al., 2004), ezek feltehetéen elvesztették ezt a gént az evolucioé soran. A
WSAdV-1-ben nem sikerlilt azonositani az U exont. A killénb6zd nemzetségek virusai altal

kédolt U exonok kézétt nagyfoku az eltérés (Davison et al., 2000), elképzelhet6, hogy ezért

69



nem tudtuk azonositani, hiszen a WSAdV-1 az Ichtadenovirus nemzetség elsé és egyetlen
tagja.
A mastadenovirusok IX-es és V-0s fehérjéit koédold ORF-ek, mint ahogy a

mastadenovirusokon Kivil mas nemzetségeknél sem, a WSAdV-1-ben sem talalhaték.

7.4.1.5. A genom jobb vége

A genom jobb oldalan, az utols6 megdrzétt géntél, a pVIlI-tél jobbra, 28 olyan ORF-et
talaltunk, amelyeket a szarmaztatott fehérjéjiuk mérete (63-379 as) alapjan géneknek
feltételeziink. A tulnyomé tébbséglk altal kédolt fehérje nem mutat homoldgiat semmilyen
ismert fehérjével. Kivételt mindéssze 6t ORF képez. Az ORF5 és 6-nak elnevezett
Az AdV-ok koézil hasonld géneket eddig csak aviadenovirusokban talaltak. Megjegyzendd
azonban, hogy ezek a homoldégok az aviadenovirusok genomjanak a bal oldalan talalhatok.
Funkcidjuk egyelére ismeretlen az aviadenovirusok esetében. Mindazonaltal ezen parvovirus
NS géneknek DNS-helikdz és ATP-az aktivitasat is leirtdk (Wilson et al., 1991). A
WSAdV-1-ben az ORF5 és 6 valdszinlleg génduplikaciéval jott létre, legalabbis erre enged
koévetkeztetni szarmaztatott fehérjéik pozicionalis illesztése. Arra vonatkoz6an, hogy ezek a
gének mely virus genomjabdl kerilltek a masikba, csak talalgatni lehet. Elképzelhetd, hogy a
parvovirusokbdl (dependovirusokbdl) kerlltek az AdV-okba, de elméletileg térténhetett
forditva is. Az is lehetséges, hogy az adeno- és parvovirusok fliggetlendl jutottak ezen
génekhez, példaul a gazdaszervezetekbdl, vagy valamilyen tars-mikrobabdl.

Az ORF25 szarmaztatott fehérjéje két immunglobulin domént tartalmaz. Hasonld
domént tartalmazé gént eddig szintén csak aviadenovirusokban irtak le, de azokéval nem
mutat homolégiat. Nem csak immunfehérjék tartalmaznak ilyen doméneket, hanem
kulénbdzd sejtfelszini receptorok is. Az ORF25 a GenBanki adatbazisban halak
idegsejtiének adhéziés molekulajaval mutat hasonlésagot.

Az ORF4 és 9 szulfotranszferazokat kédold génekkel mutat hasonldésagot. Nincs réla
tudomasunk, hogy hasonlé géneket talaltak volna virusokban. A homoldgia keresés soran az
ORF9 specifikusan a halak szulfotranszferaz génjével mutat hasonlésagot. Ez arra utal, hogy
a virus valészinlileg a gazdaszervezet genomjabdl vette fel a gént.

A tobbi 23 ORF feltételezett terméke semmilyen eddig publikalt gén vagy ORF altal
kodolt fehérjével nem mutat homologiat, tehat ezek eredetére és/vagy funkcidjara

vonatkozdan nincs semmilyen feltételezéslnk se.

A teljes genom mérete a korabban vizsgalt AdV-ok esetében nemzetségenként jelent6s

eltéréseket mutat. A harom siadenovirus genomja a legkisebb, 26 kbp kordli. Az eddig
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elemzett atadenovirusok DNS-e 29-33 kbp kézoétti. A mastadenovirusok genomja 30-37
kbp, az aviadenovirusoké 43—45 kbp kdzétt van. Munkam kezdetekor az volt a hipotézisiink,
hogy az AdV genommeérete névekvé tendenciat mutat az egyre magasabb rendl gazdakban
(Benkdé & Harrach, 2003). Ezaltal a virus egyre tobb gént kodolva, hatdsosabban tudja
felvenni a versenyt a magasabbrend(i gerincesek fejlettebb immunrendszerével. Ekkor még
ugy gondoltuk, hogy a siadenovirusok a kétéltliekkel egyitt fejlédott AdV leszarmazasi
vonalnak felelnek meg. Ezek alapjan azt vartuk, hogy a hal-AdV genomja lesz a legrévidebb.
Meglepd modon, ennek az ellenkezbje bizonyosodott be, a WSAdV-1 genomja (48 kbp) az
eddig leirt leghosszabb.

A WSAdV-1 teljes genomjanak G+C tartalma 42,6%. Ez az érték pont a hataran van a
mastadenovirusok (43,6-63,9%) és a nem hullé atadenovirusok (33,6-43,0%) G+C
tartalmanak, joval alacsonyabb, mint az aviadenovirusoké, és magasabb, mint a
siadenovirusoké. Ez alapjan nem lehet egyértelm(ien kijelenteni, hogy a WSAdV-1 esetében
tortént-e gazdavaltas, lasd a HV-oknal mar targyalt G+C tartalom csékkenés és gazdavaltas
tedriat. Egy masik hipotézis szerint a virus G+C tartalma hasonlit a gazdaszervezet G+C
tartalmara (Harrach, 2000). Mivel a hidegvérd allatok genomjanak alacsony a G+C tartalma,

ez magyarazhatja a WSAdV-1 alacsony G+C tartalmat.

7.4.2. Rendszertan

A hipotézisiink szerint az AdV-ok a gazdafajaikkal egyltt evolvalodtak az évmilliok
alatt. Ennek a koevolucionak lathatjuk ma az eredményét. Mastadenovirusokat mindezidaig
csak eml8sokbdl irtak le, mig aviadenovirusokat csak kiilénb6z6 madarakbol. Minden
bizonnyal ezek a virusok a fent emlitett fajokkal fejlédtek. Az atadenovirusokat el6szér
kérédzbkben irtak le, majd madarakban. Ezeknek a két kilbnb6z6 osztalyba sorolt gazdabol
szarmazd AdV-oknak a genomjaban az A+T tartalom igen magas, és ezek a virusok gyakran
okoznak sulyos betegségeket (Benkd & Harrach, 1998). A pikkelyes hull6kbél izolalt AdV-ok
célzott vizsgalatakor kiderilt, hogy azok genomjanak G+C tartalma kiegyenlitett, noha
genomszervezbdésiik az atadenovirusokéra jellemz® (Farkas et al., 2002). Feltételezhetd,
hogy az atadenovirusok eredetileg a pikkelyes hillékkel fejlédtek, és késébb gazdavaltasok
utjan jutottak egyéb osztalyok (eml8sdk és madarak) képviselbibe. Az eltolédott
bazistsszetétel a gazdavaltas kdvetkezménye lehet (Harrach, 2000; Benkd & Harrach,
2003). Toébbféle hulldvonal AdV-ainak vizsgalata alapjan, jelenleg az atadenovirusokat a
pikkelyes hull6kkel (Squamata) egydtt fejlédétt leszarmazasi vonalnak tekintjuk (Wellehan et
al., 2004; Rivera et al., 2009). A siadenovirusoknak, jelenlegi ismereteink szerint, nem tudjuk

az eredeti gazdafajat. Ugyanis mind a madarakbdl, mind a békabol, mind pedig a sulawesi
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tekndsokbél kimutatott siadenovirusok G+C tartalma igen alacsony, tehat ezekbe a
gazdakba valdszinlileg gazdavaltassal jutottak.

A filogenetikai szamitasok azt mutatjak, hogy a négy, korabban hivatalosan elfogadott
nemzetség és a WSAdV-1 jol elkllénll egymastdl. A kilénbdzd gének illetve fehérjék
alapjan szamitott térzsfak topologiaja némileg eltéré lehet, de a WSAdV-1 mindig 6nalloé
leagazason foglal helyet. Ezen szamitasok és a mar ismertetett, jelentés
genomszervezédésbeli eltérések alapjan, kutatocsoportunk javasolta, hogy a WSAdV-1
szamara hozzanak létre egy Uj fajt (Sturgeon adenovirus A), sét egy Uj AdV nemzetséget
Ichtadenovirus néven. Az ICTV 2009-ben elfogadta a kutatocsoport javaslatat és ezzel 6tre

nétt az Adenoviridae csalad nemzetségeinek szama.
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8. Uj tudomanyos eredmények és megallapitasok

1.

A vilagon elsdként hataroztunk meg és elemeztiink egy tokfélébél (Acipenser
transmontanus) izolalt herpeszvirus (AciHV-2) genomjabdl egy jelentés méretd, a
genom kb. 50%-at kitevd szakaszt (66 kbp).

Elséként kozoéltink DNS-szekvencia adatokat a fekete térpeharcsa (Ameiurus melas)
herpeszvirusabdl (IcHV-2).

A két, Ujonnan jellemzett virusfajt, az AciHV-2-t és IcHV-2-t az Alloherpesviridae
csalad Ictalurivirus nemzetségébe soroltak, melyhez a hivatalos javaslat az altalunk
készitett torzsfa-rekonstrukcion alapult.

A lénai tokbdl (Acipenser baeri) izolalt herpeszvirus (SbSHV) genomjabdl a vilagon
els6ként hataroztunk meg egy DNS-szakaszt. Ennek elemzésével megallapitottuk,
hogy az SbSHV nagyon kézeli rokona az AciHV-2-nek, valészinlileg ugyanannak a
virusfajnak egy eltérd izolatuma.

Hazankban el6sz6r mutattuk ki PCR segitségével a CyHV-1 és 2 jelenlétét. A vilagon
elészor talaltuk meg a CyHV-2-t a megszokott gazdatol eltérd (jollehet kdzeli rokon)
halfajban, az eziistkaraszban (Carassius gibelio).

A vildgon els6ként hataroztuk meg az egyetlen maig ismeretes hal-adenovirus
izolatum (WSAdV-1) teljes genomszekvenciajat.

Kutatocsoportunk javaslatara az Adenoviridae csaladon belll Iétrehoztak az

Ichtadenovirus nemzetséget a hal-adenovirus besorolasahoz.
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Természetesen kdszénettel tartozom az MTA Allatorvos-tudomanyi Kutatéintézete
Molekularis virologia és Osszehasonlitd viroldgia csoport valamennyi jelenlegi és korabbi
munkatarsanak, amiért segitettek a mindennapi munkamban.

A vizsgalatok elvégzéséhez az OTKA K61317 és az NKTH-OTKA K67781 szamu
palyazat biztositotta az anyagi feltételeket.

Tovabba készéndm a Kébanyai és a Soproni sérgyarnak, hogy termékeikkel segitettek

atvészelni a disszertacio irdsanak nehéz pillanatait.
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