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Bevezetés

Munkam megkezdésekor az alacsonyabbrendld gerincesekbdl, illetve puhatestibél
izolalt herpesz-szer(i virusokat a virion morfolégidja és a jellegzetes sejtkarosité 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 els6, halbél izolalt herpeszvirus (HV), melynek teljes
genomszekvencigjat meghataroztak, az Ictalurid herpesvirus 1 (IcHV-1) volt. Ennek a
virusnak egy kiloén, "nem-besorolt” (alcsaladokhoz nem rendelheté) nemzetséget hoztak
létre a csaladon belul, Ictalurivirus néven. Ebben az id6ben egyéb hal- és kétélti-HV-okbdl
csak nagyon rovid DNS-szekvenciak voltak elérhetéek nyilvanos adatbankokban. Ezért
érdekesnek tlint, hogy egy 6si, porcos ganoidbdl izolalt HV (Acipenserid herpesvirus 2,
AciHV-2) genomjat alaposabban megvizsgaljuk. A késdbbiekben Olaszorszagbol kapott
fekete torpeharcsa-HV-rél (Ictalurid herpesvirus 2, IcHV-2) korabban annyit kézéltek, hogy
szerologiai vizsgalatok és a restrikcios fragmentumhossz polimorfizmus alapjan nem azonos
az IcHV-1-gyel. Az Oroszorszagb6l szarmaz6 Iénai tok-HV-bol (Siberian sturgeon
herpesvirus, SbSHV) szintén nem volt még ismert DNS-szekvencia. A virust morfolégiai
bélyegei és sejtkarositdé hatasa alapjan HV-nak azonositottak. Ezért ezeknek a térzseknek a
részleges genomanalizisét is elkezdtik.

Munkam kezdetekor az Adenoviridae csaldd négy nemzetséget tartalmazott, a
Mastadenovirus nemzetségbe csak emlésokbél, mig az Aviadenovirus nemzetségbe csak
madarakbdl izolalt virusok tartoznak. Az Atadenovirus nemzetség tagjai kozétt talalunk
pikkelyes hill6kbél (Squamata), madarakbél, kér6dz6kbdl, és erszényesbél szarmazodkat is.
A kutatasi eredmények azt mutatjak, hogy az atadenovirusok a pikkelyes hull6kkel
evolvalédtak és feltehetd, hogy gazdavaltas eredményeként jutottak mas gazdafajokba. A
Siadenovirus nemzetségbe egy békabol, madarakbol és tekndsbdl izolalt virusokat talalunk.
Koradbban feltételezték, hogy ez a nemzetség a kétéltliekkel egyittfejlédétt AdV-okat
tartalmazza, de jelenlegi ismereteink szerint a siadenovirusok gazdaeredete még nem
allapithatd meg bizonyossaggal. A fehér tokbdl izolalt adenovirus (AdV) genomjanak
részleges elemzését korabban elkezdték a laboratériumunkban. Véletlenszerli molekularis
klénozas, polimeraz lancreakcio (PCR) és DNS-szekvenalas segitségével meghataroztak a
fehér tok-AdV (white sturgeon adenovirus 1, WSAdV-1) genomjanak kozépsé részében
kodolt, er6sen konzervalt gének nukleotid (nt) sorrendjét, és filogenetikai szamitasokat
végeztek. Megallapitottak, hogy a WSAdV-1 nem sorolhaté be a mar létezd négy AdV
nemzetség egyikébe sem. A kiilonb6z6 AdV nemzetségek virusainak jellegzetesen eltér6 a
genomszervezddése, elsésorban a genomvégeken, ezért érdekesnek igérkezett egy leendd

nemzetség elsé tagjanak t(iné AdV teljes genomjanak vizsgalata.
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Anyag és modszer

A virus torzsek és hal-mintak

Munkam soran Osszesen négy izolalt virustérzs DNS-ét vizsgaltam. Az amerikai
torzseket, WSAdV-1 és AciHV-2 feln6tt, tinetmentes, vadon él6 fehér tokbdl izolaltak. Az
IcHV-2 torzset Olaszorszagban izolaltak fekete torpeharcsabol. Az SbSHV térzseket
(SK1/0406, SK2/0506 és BK/0506) Oroszorszagban izolaltak I€énai tokbal.

A hazai vizekb6l szarmazo, tipikus pontyhimlés tineteket mutaté pontybdl mintat
vettiink a hamon keletkezett elvaltozasbdl, a kopoltylbdl, majbol és vesébdl. A szintén hazai
tégazdasagbal, tdmeges elhullas alkalmaval gytijtott ezistkaraszbdl a hal belsdé szerveinek

keverékét hasznaltuk mintaként. Ezeket a virusokat nem izolaltuk.

A viralis DNS tisztitasa

Az AciHV-2 és WSAdV-1 esetében a sejttenyészet fellluszéjabol a virionokat
ultracentrifugalassal koncentraltuk. Ezutan fenolos DNS kivonast végeztiink.

Az IcHV-2 torzset liofilizalva, az SbSHV kivont DNS-ét Whatman-papiron régzitve
kuldték laboratoriumunkba.

A pontybdl illetve ezlstkaraszbol vett szervmintakat homogenizaltuk, proteinazzal
emeésztettilk, és guanidin-hidrokloridos kezelést kdvetéen a nukleinsavakat etanollal

precipitaltuk.

Restrikcios enzimes emésztés és molekularis klonozas

A virdlis és plazmid (pBluescript KS; Stratagene Ltd., Santa Clara, CA, USA) DNS-t
Hindlll illetve Pstl enzimmel emésztettik, kis mennyiségben gélelekroforézissel ellendriztik,
majd a tisztitott DNS-t plazmidba ligaltuk. A ligatummal E. coli térzseket transzformaltunk
elektroporaciéval vagy h6ésokk alkalmazasaval. A baktériumokat ampicillin tartalmu LB agar
lemezeken szélesztettiik. Alkalikus mini preparalassal tisztitottuk a plazmid DNS-t.

A késébbiekben, a PCR-ekkel felerésitett DNS-fragmentumokat ClonedJet (Fermentas

AG., Vilnius, Litvania) kittel klonoztuk a gyart6 utasitasa szerint.



Polimeraz lancreakcié (PCR)

Alapvetéen kétféle PCR primert hasznaltunk, specifikusat és konszenzus, degeneralt
primereket. A mar megismert genomszekvenciak alapjan, az egyes, vizsgalt virusokra
specifikus PCR primereket terveztink. Az AciHV-2, IcHV-2 és SbSHV DNS-polimeraz és
terminalis transzferaz génjeinek felerfsitését konszenzus primerekkel oldottuk meg, a
primerek tervezését a GenBank adatai alapjan végeztik. A primereket az egyes fehérjék
aminosav (as) sorrendjének pozicionalis illesztése (alignment) alapjan terveztik. A
hal-HV-ok &ltalanos kimutatasara javasolt, szintén konszenzus primerekkel m{ikédé PCR-t
hasznaltuk a CyHV-1 és 2 amplifikalasahoz.

A PCR-ekhez Phusion DNS-polimeraz enzimet (Finnzyme Ltd., Espoo, Finnorszag)
hasznaltunk. Az 50 ul végtérfogatu reakcidelegy a koévetkez6 OsszetevOkbdl allt: 34 ul
desztillalt viz, 10 pl 5X Phusion puffer, 1,5 yl dNTP (10 mM) oldat, 1-1 pl primer (50 pmol/pl),
0,5 ul Phusion DNS-polimeraz enzim és 2 ul minta DNS-oldat. A WSAdV-1 esetében
alkalmazott egykaru PCR-ek soran, mivel csak 1 yl primert hasznaltunk, a reakcitelegy 35 pl

desztillalt vizet tartalmazott.

WSAdV-1 genom végének meghatarozasa

Az AdV-ok DNS-szélainak 5 végéhez kapcsolédd terminalis fehérje altalaban
megakadalyozza a végfragmentumok tompa végként torténé klonozasat. Ezért a
genomvégekhez legkdzelebbi ismert szekvencia alapjan tervezett, "kifelé” (a DNS vége felé)
iranyuld primerrel egykari PCR-eket végeztiink. A genomok végén az 5/3° RACE Kit-et
(Roche Ltd., Basel, Svajc) alkalmaztuk a gyartd utasitasai szerint, mellyel a duplaszalu DNS
szalainak 3’ végére poli-A farkat épitettiink, igy egy kifelé mutatd specifikus primerrel és

oligo-T primerrel sikerilt a genom bal végének felerésitése.

DNS szekvenalas, szekvencia analizis, filogenetikai szamitasok

A DNS-szekvenalasi reakciot a BigDye™ Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit
(Applied Biosystems Ltd., Warrington, Egyesiilt Kiralysag) alkalmazasaval a gyart6 utasitasai
szerint végeztik. Az elektroforézis automata DNS-szekvenalon (ABI Prism® 3100) tortént.

A DNS-szekvenciak azonositasat homologia keresé programok, BLASTX és BLASTN
segitségével on-line végeztik a NCBI adatbankjaban (GenBank). A szekvencidkat a Staden
program csomag hasznalataval allitottuk dssze.

A filogenetikai szamitasokat a legnagyobb val6sziniség (maximum likelihood) becslési
modszerrel, tavolsagi matrix (distance matrix) médszerrel, valamint Bayesian statisztikaval is

elvégeztik.



Eredmények

Fehér tok-herpeszvirus

A fehér tok-herpeszvirus, azaz az AciHV-2 genomjanak kdzéps6 részén 66.037 bp
hosszusagu szakasz nt sorrendjét hataroztuk meg. A véletlenszer(i klbnokat, illetve a két,
konszenzus primerekkel nyert szakaszt hét PCR termékkel kotéttik 6ssze. Az igy nyert
DNS-szakaszokat 6sszeillesztettiik, és a teljes nt szekvenciat, valamint az ORF-ek altal
kédolt fehérjék as szekvenciait a GenBankban elhelyeztik (FJ815289). A teljes szakasz
G+C tartalma 38%-nak bizonyult. A szakasz 46 feltételezett ORF-et tartalmaz. Ezek kdzul 38
ORF egyértelmi homologiat mutat az IcHV-1 ezen szakaszan talalhaté génekkel. Ezeknek
az ORF-eknek iranyultsaga és poziciéja megegyezik az IcHV-1 homol6ég ORF-jeivel, és
méretliikben sem mutatnak nagy eltéréseket. A tovabbi 8 ORF nem mutat egyértelmi
homolégiat semmilyen eddig leirt HV ORF-fel sem. Az AciHV-2 genom vizsgalt kdzéps6
szakasza tartalmazza azt a 12 ORF-et is, melyek az eddig megismert, teljes AHV genomok
mindegyikében megtalalhatok.

Filogenetikai szamitasokat végeztink az Alloherpesviridae csaladban meg6rzdttnek
bizonyult génekkel. Kulénb6z6 moddszerek alkalmazéasaval is minden esetben azonos fa
topolégiat kaptunk magas statisztikai valoszinlségekkel alatdmasztva. A
torzsfa-rekonstrukcidé azt mutatta, hogy az AciHV-2 a két ictalurid halfajbdl izolalt virussal
(IcHV-1 és 2) kdzeli rokonsagban all, ami alapot ad az IcHV-1-gyel val6 k6zds nemzetségbe
sorolasahoz. A tdrzsfa-rekonstrukciok azt is vilagosan mutattak, hogy az Alloherpesviridae
csaladnak harom jol elktloéntlé f6 csoportja van, a cyprinivirusok, batrachovirusok

(béka-HV-ok) és az ictalurivirusok.

IcHV-2 és SbSHV

A fekete térpeharcsa-HV-bol (IcHV-2) 6sszesen 7982 bp szakasz nt sorrendjét
hataroztuk meg és helyeztik el a GenBankban (FJ815290). A szakasz G+C tartalma 51,9%.
Ezen szakasz tartalmazza az IcHV-1 ORF(57+58), 59, 60, 61 és 62 homologjait.

A lénai tok-HV (SbSHV) harom térzsének (SK1/0406, SK2/0506 és BK/0506) nt
szekvenciaja azonosnak bizonyult, ezért a tovabbiakban csak az SK1/0406 térzset
vizsgaltuk. A DNS-polimeraz és terminaz gén kozétti szakaszt specifikus primerekkel
felerésitettik. igy az SbSHV genomjabol egy 7048 bp hosszl szakasz 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 homoldgjait tartalmazza.



CyHV-1 és 2

A ponty-herpeszvirus (CyHV-1) és az ezUstkarasz-herpeszvirus (CyHV-2)
DNS-polimeraz génjének 464 bp hosszu szakaszat nyertik ki megbetegedett halakbdl
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-mintaja szintén pozitiv lett.

Fehér tok-adenovirus

Meghataroztuk a WSAdV-1 genom teljes nt sorrendjét, mely 48.395 bp hosszisagunak
bizonyult. A benyujtott szekvencia elérési szama a GenBankban: AY082701. A teljes genom
G+C tartalma 42,6%. A WSAdV-1 ITR-je 126 bp hosszusagunak bizonyult, 48 gén meglétét
feltételezzik. A genom kdzépsé részén 16 gént azonositottunk, melyeknek homolégjait az
Osszes eddig leirt AdV-ban megtalaltdk. A genom bal végén négy feltételezett fiber gént
azonositottunk. A genom jobb oldalan két ORF-et talaltunk, melyek a parvovirusok
nem-stukturalis (NS) fehérjéivel mutatnak homoldgiat. Tovabbi harom ORF-et azonositottunk
a genom jobb oldalan, melyek kézlil az egyik az Ig szupercsaladba tartoz6 fehérjéket kddolo
génekkel mutat homoldgiat. A masik két, potencialisan kédolt fehérjebdl az egyik
szulfotranszferaz domént tartalmaz, a masik pedig homolégiat mutat gerincesesekbél és
egyeb élélényekbdl szarmazo szulfotranszferaz fehérjékkel. Ezeken felll tovabbi 23 ORF-et
talaltunk a genomanalizis soran, melyekrdl feltételezziik, hogy gének, noha nem mutatnak
egyértelmi homolbgiat egyetlenegy, eddig leirt génnel sem.

Filogenetikai szamitasok soran a WSAdV-1-en kivil, a masik négy nemzetség 3-3
képviseldjét is vizsgaltuk. A térzsfakon a WSAdV-1 hatarozottan elkilénlil a masik négy
nemzetség tagjaitdél, ©6nalld6 csoportot alkotva. Az ugyanazzal a génnel, kilénbdzd
modszerekkel végzett szamitdsok hasonld térzsfa topologiat eredményeztek. Viszont a

DNS-polimerazzal és hexonnal végzett szamitasok némileg eltérd térzsfa topologiat adtak.



Megbeszélés

Fehér tok-herpeszvirus

Az AciHV-2 genom 66 kbp hosszu szakaszanak elemzése soran 46 lehetséges gént
valészindlsitettink. Az IcHV-1 genomjaban, mely az elsé teljesen végig szekvenalt hal-HV,
ez a régid 45 ORF-et tartalmaz, az ORF24-t6l az ORF69-ig. Az IcHV-1 és az AciHV-2
genomszervezbdése kozoétt nagyfoku kolinearitast talalunk. Az AciHV-2 46 feltételezett
ORF-jébdl 38 egyértelmld homoldgiat mutat az IcHV-1 ORF-jeivel. Minddssze 8, feltételezett
ORF-nél nem talaltunk homolégiat az IcHV-1 ORF-jeivel, de ezek, a GenBankban talalhato
egyetlen mas gén termékeivel sem mutattak egyértelmd homolégiat. Az IcHV-1 genomjanak
megfeleld szakaszan talalhaté &sszes, feltételezett funkcidval jel6lt (szerkezeti és egyéb)
génjének homolégjat sikerdlt azonositanunk.

Ma mar 6t AHV teljes genomszekvenciaja ismeretes: Ictalurid herpesvirus 1, Cyprinid
herpesvirus 3, Anguillid herpesvirus 1, Ranid herpesvirus 1 és 2. Ez vezetett a HV-ok
taxondmiajaban bekdvetkezett gydkeres valtozasokhoz. 2008-ban a Nemzetkédzi
Virusrendszertani Bizottsag (ICTV) elfogadta a mar 2005-ben javasolt valtoztatasokat. A
halak és kétéltliek HV-ait az ujonnan létrehozott Alloherpesviridae csaladba soroltdk be. Az
egyetlen puhatestibdl izolalt HV-nak a Malacoherpesviridae csaladot hoztak Ilétre. A
magasabbrend(i gerincesek (magzatburkosok) HV-ai maradtak a Herpesviridae csaladban. A
harom viruscsaladot az ujonnan létrehozott, Herpesvirales rendbe soroltak be.

Napjainkban az Alloherpesviridae csalad négy elfogadott nemzetséget tartalmaz. A
Batrachovirus nemzetségben a kétéltliekbdl izolalt HV-ok vannak. A Cyprinivirus nemzetség
harom, pontyfélékbdl leirt virust tartalmaz, és feltehetdleg idetartozik az angolna-HV is, mig a
Salmonivirus nemzetségben lazacfélék HV-ai talalhatbak. Az Ictalurivirus nemzetség
térpeharcsakbdl, illetve tokfélékbdl kimutatott HV-okat tartalmaz. Utdbbi két virus besorolasat
az Ictalurivirus nemzetségbe kutatdcsoportunk javasolta. A Herpesvirales Munkacsoport
(Study Group) ICTV-nek benyujtott hivatalos javaslata az altalunk koézélt filogenetikai
szamitasokon alapult.

Kilféldi kutatdcsoportok némelyike az Alloherpesviridae csalad két alcsaladra vald
felosztasat szorgalmazza. Véleményilk szerint az Ictalurivirus, Salmonivirus és a
Batrachovirus nemzetség egy alcsaladba tartozik. Ezzel szemben az altalunk elvégzett
filogenetikai szamitasok, kezdve a rdvid génszakaszokon alapuldktol egészen a 11 ORF
telies szekvenciajan alapuloig, azt sugalljak, hogy az Alloherpesviridae csalad harom fé
csoportot (feltételezett leszarmazasi vonalat) tartalmaz.

A filogenetikai szamitasok mellett a meg6rzétt gének szédmanak elemzése is a
,harom-csoport teériat” erésiti. A RaHV-1 és 2 genomja mindéssze 40 homoldg ORF-et

tartalmaz. A két ictalurivirus (AciHV-2 és IcHV-1) 38 homolég ORF-et tartalmaz ugy, hogy



mindbéssze 46 ORF szekvenciaja ismeretes az AciHV-2 genomjabdl. Ugyanilyen mérvi
kolinearitast feltételezve a genom eddig nem vizsgalt részein, a varhat6 homolég ORF-ek
szama joval tobb lesz. Amennyiben az AngHV-1-et is besoroljak a Cyprinivirus
nemzetségbe, a genus tagjai 28 egyértelmld homolégiat mutaté génnel rendelkeznek. De
véleménylnk szerint, ezen viruscsoportok koézti evoluciés tavolsagok sokkal nagyobbak,
semhogy egy alcsaladba lehetne 6ket sorolni. A Herpesviridae csaladban mind a harom
alcsalad minden tagjanak 43 homoldg génje van, mig az Alloherpesviridae csaladban ez
minddssze 12. Az alacsonyabbrend( gerincesekbdl izolalt HV-ok feltehetéen sokkal 8sibbek,
mint a Herpesviridae csalad tagjai, és a hosszabb evoluciés id6 alatt genomjuk sokkal
jobban divergalddott.

A harom alcsaladra val6 felosztast az ide tartozé virusok genommérete kozotti
kulénbségek is alatamasztjak. 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, igy joval révidebb, mint a ranid és cyprinid HV-oké. A filogenetikai
szamitasok alapjan is a salmonid HV-ok sokkal kozelebbi rokonsagban allnak az
ictalurivirusokkal, mint barmelyik masik AHV-sal. Ezekre a szamitasokra és tényekre
alapozva, véleményilink 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.

Az AHV-ok harom nemzetsége kdzill kettének a tagjait nagyon eltéré gazdakbaol irtak
le. Ugy tlinik, hogy az AHV-ok f6 csoportjai nem a gazdafajok szerint kiilénilnek el.
Elképzelhetd, hogy az AHV-ok 8sei még a halfajok elkilonilése elétt vagy azzal egy idében
kezdtek divergalédni. Késébb a kiilénb6zd csoportok virusai figgetlenill fejlédtek, és ezért
megtalalhatdk evoluciésan tavoli gazdafajokban, az emlésék HV-aihoz hasonl6an.

Masik magyarazat arra, hogy kdzel rokon virusfajok ilyen tavoli halfajokat fertéznek, a
gazdavaltas lehet. Ebben az esetben a kérdés az, hogy melyik eredeti gazdardl melyik Uj
gazdaba kerult a virus, és melyikkel milyen hosszu ideig fejlédott egyltt az evolucié soran.
kozotti. Erdekes, hogy az AciHV-2 altalunk vizsgélt szekvencidjanak G+C tartalma
minddssze 38%. Egy hipotézis szerint a virusok nukleinsavanak csékkené G+C tartalma
gazdavaltasra utalhat, és az Uj gazdadhoz valdé adaptalédas kovetkezménye lehet. Ezt a
jelenséget mar leirtak tdbb esetben, pl.: macska AIDS virusa és kutya parvovirus esetében.
Tovabba az atadenovirusok és siadenovirusok esetében is megfigyeltek hasonl6 jelenséget.
A gazdavaltasra vonatkoz6 elméletet tovabb erdsiti az a megfigyelés, hogy az AciHV-2 altal
okozott jarvanyok soran a mortalitds jéval magasabb (80%) mint az AciHV-1 altal kivaltott
betegség esetén (40%). Ezek a megfigyelések azt sugalljak, hogy a gazda és virus még nem

téltdttek el tal sok idét egyitt. Ezért jelenlegi ismereteink szerint, feltételezziik, hogy az



ictalurivirusok az ictalurid halfajokkal koevolvalodtak és gazdavaltassal keriltek az

acipenserid halfajokba.

IcHV-2 és SbSHV

Az IcHV-2 és SbSHV genomjanak a DNS-polimeraz és a terminaz elsé exonja altal
hatarolt génblokkjat vizsgaltuk. Az 6sszes eddig vizsgalt ictalurivirusban (AciHV-2, IcHV-1 és
2, SbSHV) jol megdrzétinek tlnik ez a génblokk, melynek 6sszehasonlitd elemzése
megerf@sitette a filogenetikai szamitasok eredményeit. Az 6t géntermék as hasonldésaga 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 szeroldgiai
prébak alapjan is megallapitottak. Az ICTV 2009-ben elfogadta a Herpesvirales
Munkacsoport altal benyujtott javaslatot, és az IcHV-2-t, mint 6énallé fajt az Ictalurivirus
nemzetségbe tagolta.

Az SbSHV 2006-ban jelent meg el6szdr oroszorszagi halgazdasagokban, komoly
gazdasagi karokat okozva. Az SbSHV megfelelé génblokkjanak szekvencia analizise azt
mutatja, hogy nagyon kozeli rokona az AciHV-2-nek. Annak egy kanadai toérzsével, 99%-os
nt azonossagot mutat a DNS-polimeraz és terminaz gén szekvenciaja. Az 6t géntermék as
hasonlésaga az AciHV-2 (SRWSHV) fehérjéihez 89-95%. Szerolégiai vizsgalatokra lenne
szilkség, hogy megallapitsuk, vajon az SbSHV és AciHV-2 azonos faj (tipus) vagy nem,

mindenesetre a nagyfoku szekvencia hasonldsag ezt sugallja.

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
mutathat6 ki.

A CyHV-2 kimutatasa az els6é alkalom e virus hazai jelenlétének igazolasara. Ezen
tulmenden a vilagon elsdként irtuk le a CyHV-2 fertézést ezlistkaraszban. Korabban ezt a
virust csak aranyhalakban mutattak ki.

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 leirt térzsek megfelel6 szakaszaval.
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Fehér tok-adenovirus

A vilagon elséként kutatécsoportunk hatarozta meg egy halbdl izolalt AdV teljes
genomszekvencigjat. Ez az egyetlen, eddig ismeretes hal-AdV izolatum. Ezenkivil egyetlen
mas, feltételezett hal-AdV-bol sem sikeriilt egyetlen mas kutatocsoportnak akarcsak egy
révid DNS-szekvenciat is nyerni.

Genomja a leghosszabb az eddig vizsgalt AdV genomok koézil, 48.395 bp. A genom
végeit, mint minden AdV esetében, ITR szekvenciak alkotjak, melyek hossza 126 bp-nak
bizonyult. Az ITR-ek els§ 17 nt-ja nem tartalmaz guanint az eddig leirt AdV-oknal, de
WSAdV-1-ben az elsd és 6tddik nt guanin. A WSAdV-1 genomszervezddése jelentésen eltér
a mas allatokbol és emberbdl izolalt 6sszes eddig megismert AdV-étél.

A WSAdV-1 genom bal végén az E1 vagy annak megfelelé régi6 teljesen hianyzik.
Helyén négy OREF talalhat6é (harom a jobbra, egy a balra atirédé szalon), melyek a homologia
keres® program szerint feltehetéen fibert, vagy ahhoz hasonlé fehérjét kodolnak. Jo
min&ségl elektronmikroszképos felvétel nem késziilt a szabad WSAdV-1 virionokroél, melyen
lathatok lennének a fiberek, igy a valés pentononkénti szamukrél nincs tudomasunk.
Meglepd médon a hal-AdV fiber génjei az E2B régiotdl balra helyezkednek el. Minden eddig
vizsgalt AdV genomban a fiber gén (vagy gének) a megdrzétt kdzépsd régid jobb végén
talalhaté a pVIlI-t6l jobbra. Az aviadenovirusok kapszidjanak csucsain két fiber talalhato, a
FAdV-1 genomja két fiber gént kodol, a tébbi tyuk aviadenovirus viszont csak egyet, de
vertexenként két fiber illeszkedik a pentonalapba. Ugyanakkor bizonyos human és
nem-emberszabasu majom AdV-ok genomjaban két fiber gén fordul eld, de ezek termékeibél
mindig csak egy talalhato egy csucson (valtakozva).

A fiberek vizsgalata soran tébb meg6rzétt, funkcidval biré motivumot leirtak a fiber
proteinek szekvenciajaban. A fiberek farki része az FNPVYP motivummal kapcsolodik a
pentonalaphoz. A WSAdV-1 feltételezett 1-es, 2-es és 3-as fiberben a motivumot
azonositottunk. A szar ismétl6édéseket tartalmaz, az 1-es és 2-es fibereknél 14 ismétlédést, a
3-asnal 12-t feltételeziink. Az 1-es és 3-as, valamint a 2-es és 4-es fiber homoldég gének
valoszinlleg valamelyikik duplikaciéjaval jottek létre (4-es esetében inverzioval), legalabbis
erre utal az altaluk kodolt as-ak pozicionalis illesztése. A 4-es valdszinlileg mar nem
fiberként miikédik, mert nem tartalmaz meg6rzétt motivumokat, és felismerhetd
szarismétlédéseket sem talaltunk. Tovabba atirédasanak iranya is ellentétes a tébbi fiber
génével.

Az E2 régi6é génjei, a DBP, pTP, DNS-polimeraz, Va2 gén, sem lokalizaciéjaban, sem
méretében nem mutat eltérést a masik négy nemzetség tagjaban megfigyeltektdl. A késéi
gének kozil az 52K, pllla, pentonalap, hexon, proteaz, 100K, 33K és 22K gén nem mutat

eltérést a masik négy nemzetségbe tartozd AdV-okhoz képest.
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Kivételnek tekinthetd a pVIlI fehérije génje mely a WSAdV-1 genomjaban nagyon
révidnek bizonyult. A szarmaztatott fehérje minddéssze 24 as-bol all, szemben az eddig
jellemzettekkel (72-160 as). Ezzel 6ésszhangban csak egyetlen proteolitikus hasitasi helyet
lehetett azonositani a szekvencigjaban.

A pX fehérje szintén nagyon révid, 34 as-bél all (a tdbbi nemzetség tagjaiban 71-214
as). A proteolitikus hasitas utan keletkezd termék hossza viszont atlagos méretiinek tlinik.

A pVl-os fehérije mérete atlagos a WSAdV-1-ben, az N-terminalis vég kdzelében
talalhatdé egy ll-es tipusu proteolitikus hasitasi hely, a C-terminalis végén szintén egy
lehetséges vagashelyet talaltunk, melynek szekvencigja (FCGR’G) minimalisan eltér a
megszokottol. Ennél a vagashelynél térténé hasitasnal viszont Iétrejon a 11 as-bdl allé pVic
kofaktor peptid, melyet minden eddig ismert AdV-ban leirtak. Ezért igen valdszin(, hogy bar
eltér ezen vagashely szekvenciaja a konszenzus szekvenciatol, mégis mikédé hasitasi hely.

A genom jobb oldalan, az utolsé meg6rzétt géntdl, a pVIII-tol jobbra, 28 olyan ORF-et
talaltunk, amelyeket a kédolt fehérje mérete (63—-379 as) alapjan géneknek feltételeziink. A
tulnyomé tébbségik altal kédolt fehérje nem mutat homologiat semmilyen ismert fehérjével.
Kivételt mindéssze 6t ORF képez. Az ORF5 és 6-nak elnevezett valdszinlsitett gének
hasonlésagot. Az AdV-ok kozll eddig csak aviadenovirusokban talaltak hasonlé géneket.
Funkciéjuk egyel6ére ismeretlen az aviadenovirusok esetében. Az ORF25 szarmaztatott
fehérjéje két immunglobulin domént tartalmaz. Hasonl6 immunglobulin domént tartalmazo6
gént eddig szintén csak aviadenovirusokban irtak le, de azokéval nem mutat homolégiat. Az
ORF4 és 9 szulfotranszferazokat kédold génekkel mutat hasonlésagot. Nincs réla
tudomasunk, hogy hasonlé géneket talaltak volna virusokban. A tébbi 23 ORF eredetére
és/vagy funkcidjara vonatkozéan nincs semmilyen feltételezésiink se.

A teljes genom mérete a korabban vizsgalt AdV-ok esetében nemzetségenként jelent6s
eltéréseket mutat. Munkam kezdetekor az volt a hipotézisiink, hogy az AdV-ok genommeérete
névekvd tendenciat mutat az egyre magasabb rendld gazdakban. Ezaltal a virus egyre tébb
gént kodolva, hatasosabban tudja felvenni a versenyt a magasabbrendl 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. Ennek épp az ellenkezbje bizonyosodott
be.

A hipotézisiink szerint az AdV-ok a gazdafajaikkal egyultt evolvalodtak az évmilliok
alatt. Mastadenovirusokat mindezidaig csak emlés6kbdl irtak le, mig aviadenovirusokat csak
kilénb6zb6 madarakbdl. Minden bizonnyal ezek a virusok a fent emlitett gerinces osztalyok
képviselbivel fejlédtek. Az atadenovirusokat el6szér kérédzékben irtak le, majd madarakban.

Ezeknek a két kiildbnbdz6 osztalyba sorolt gazdabol szarmazd AdV-oknak a genomjaban az
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A+T tartalom igen magas, és ezek a virusok gyakran okoznak sulyos betegségeket. A
pikkelyes hiillékbdl izolalt AdV-ok célzott vizsgalatakor kidertilt, hogy azok genomjanak G+C
tartalma viszont kiegyenlitett, noha genomszervezddésiik az atadenovirusokéra jellemzé.
Feltételezhetd, hogy az atadenovirusok eredetileg a pikkelyes hiillékkel fejlédtek, és késébb
gazdavaltasok uatjan jutottak egyéb osztalyok (emlésék és madarak) képviselbibe. Az
eltolédott bazisdsszetétel a gazdavaltas kovetkezménye lehet. A siadenovirusoknak,
jelenlegi ismereteink szerint, nem tudjuk az eredeti gazdafajat. Ugyanis mind a madarakbol,
mind a békabdl, mind pedig a sulawesi tekn6s6kbdl kimutatott siadenovirusok G+C tartalma
igen alacsony, tehat ezekbe a gazdakba val6szinlileg gazdavaltassal jutottak.

A filogenetikai szamitasok azt mutattak, hogy a négy, korabban hivatalosan elfogadott
nemzetség és a WSAdV-1 jol elkllonil egymastol. A kulénbdzé gének illetve fehérjék
alapjan szamitott térzsfak topologiaja némileg eltéré lehet, de a WSAdV-1 mindig 6nallé
ledgazason foglal helyet. Ezen szamitasok és a mar ismertetett, jelentds
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 kutatdécsoport javaslatat és ezzel 6tre

nétt az Adenoviridae csalad nemzetségeinek szama.
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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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