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2. BEVEZETES

2.1. Az adenovirusok altalanos jellemzése

Az adenovirusok (AdV) elnevezése a felfedezésiikhoz kothetd. Elséként emberi
garatmandulabdl (garatmandula angolul = adenoid) készitett sejttenyészetbol sikeriilt AdV-t
izolalni (Rowe et al., 1953). Azdta minden fébb gerinces osztalybol mutattak mar ki AdV
jelenlétét, a halaktol kezdve egészen az emberig.

Az AdV-ok kozepes méretli (65-90 nm atmérdji), lipidburok nélkiili, kapsziddal rendelkez6
virusok. Genomjukat egyetlen, linearis duplaszali DNS alkotja, melynek hossza 25 és 48 ezer
bp kozott valtozik. Az ikozaéder alak virion kapszidjanak f6 tomegét 240 hexon fehérje adja,
az ikozaéder csucsainal pedig 12 penton-bazis fehérje talalhatd, amikbol egy-egy fiber fehérje
ered. A virus a fiberek disztalis, feji részének segitségével kapcsolodik a sejtfelszini
receptorokhoz (Harrach, 2008).

Az AdV-okra altalaban nagyfoku gazdaspecifikussag jellemz6. Korokozod képességiik fiigg a
virus tipusatol és a gazdaszervezettdl. A fertdézés legtobbszor tiinetmentes, esetleg enyhe
lefolyast betegséget okoz, azonban gyenge immunrendszerii gazda esetén kialakulhat stulyos
betegség is. Az AdV-ok emberben féleg enyhe lefolyasu, fels6léguti betegségeket okoznak,
mint mandula- és torokgyulladis, de mas szervek fertézései is eléfordulhatnak. Allatok
esetében a fontosabb AdV-ok altal okozott betegségek kozé tartozik pl. a kutyak fert6zo
majgyulladasa (ICH) és a baromfi tojashozam-csékkenés szindromaja (EDS). El6bbi betegség
virusa mas ragadozokat (Carnivora) is fert6zhet, mig utobbi virusat kacsabol, libabol, tyakbol

¢s vadonéld madarakbol is kimutattak (Benkd, 2008).
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1. abra: Az adenovirusok szerkezetének sematikus rajza

(Rein et al., 2006)
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2.2. Az adenovirusok jelentosége

Az AdV-okat, mint vektorokat, elOszeretettel alkalmazzak az orvostudomanyban féleg
rakellenes kezelések soran. Ezen kiviil kutatjak a lehetséges felhasznalasukat a regenerativ és
személyre szabott orvoslasban, illetve az egygénes betegségekkel szembeni génterdpidban is
(Leeetal., 2017).

Az AdV-okat felhasznaljak a vektor alapi COVID-19 vakcinagyartasban is. Az Oxford-
AstraZeneca SARS-CoV-2 elleni vakcinaja genetikailag modositott replikaciora képtelen
csimpanz AdV-t (ChAdOx1) hasznal vektorként (Folegatti et al., 2020). A Gam-COVID-Vac
(Szputnyik V) vektora rekombinans HAdV-26 az elsé dozisban és rekombinans HAdV-5 a
masodikban (Logunov et al., 2021). A Johnson & Johnson egydézisi Ad26.COV2.S nevii
COVID-19 vakcinajaban pedig szintén replikaciora képtelen HAdV-26-ot hasznalnak (Sadoff
etal., 2021).

Mindezeken tal, az AdV-ok jo modell organizmusok a virus-gazda koevolucid vizsgalatara. A
virusok obligat sejtparazitak, amik évmilliok ota fejlodnek a gazdaszervezeteikkel egytitt. Mind
a virusok, mind a gazdaszervezeteik evolucidja 6rokdsen a fitnesziik ndvelésének irdnyéba hat.
Ez a régota fenndlld evolicios nyomads tobbek kozott olyan kovetkezményekkel jar, hogy az
AdV-ok az eredeti gazdaszervezeteikben tobbnyire nem patogének, vagy csak enyhe tiineteket
okoznak, de gazdavaltas soran a virusfertézés komolyabb betegséggel is jarhat az qj

gazdaszervezetben (Kajan et al. 2020).

2.3. Az emlosok adenovirusainak rendszertana

2.3.1. Adenoviridae csalad

AdV-okat majdnem minden fébb gerinces osztalybol sikeriilt izolalni vagy kimutatni. A
madarakat, hiilléket és denevéreket fert6z6 AdV-ok a legvaltozatosabbak, de kétéltiiekbdl és
halakbol is mutattak mar ki egy-egy AdV-t.

Az Adenoviridae viruscsalad hat nemzetségre oszlik, ezek mindegyike egy fliggetlen evolucios
vonalat képez, amelyek a gazdaszervezeteikkel egyiitt fejlédtek koevolucié révén. A
Mastadenovirus nemzetségbe kizarolag emlésoket fert6z6, mig az Aviadenovirus nemzetségbe
csak madarakat fert6z6 virusok tartoznak. Az Atadenovirus nemzetségbe zommel pikkelyes
hiilloket (Squamata) fert6z6 AdV-ok tartoznak, de madarakban és emldsokben is eléfordulnak

ebbe a nemzetségbe sorolhaté virusok. A Siadenovirus nemzetség foglalja magaba az egyetlen
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publikalt béka AdV-t és szamos madar AdV-t. Az Ichtadenovirus nemzetségben a fehér tokbol
(Acipenser transmontanus) kimutatott egyetlen hal AdV talalhato. Tekn6sokbol is mutattak mar
ki AdV-okat, amik egy frissen (2021 marciusatol) elfogadott hatodik, Testadenovirus
nemzetségbe tartoznak [Harrach et al., 2019; https://www.sites.google.com/site/adenoseq/
(Megtekintve: 2021.04.25.)].

2.3.2. Mastadenovirus nemzetség

A Mastadenovirus nemzetségbe tartoznak az embereket is fert6z6 HAdV-ok, amiket Human
mastadenovirus A-t6l G-ig jelolt fajokba soroltak. Ezeknek a fajoknak a nagy részébe az
emberen kiviil mas f6emlésokbdl kimutatott AdV-okat is sorolhatunk. Ez aldl egyediiliként
kivételt képez a Human mastadenovirus D (HAdV-D), amit jelenleg az egyetlen olyan AdV
fajnak tartunk, amibe tartozo virusoknak az eredeti gazdaja is az ember volt. A HAdV-B, -C és
-E fajokba tartozo virusokat sokszor kimutattak emberszabasu majmokbol, gorillabol (Gorilla
sp.), csimpanzbol (Pan troglodytes) és bonobobol (Pan paniscus). Ez arra utal, hogy ezeknek a
virusoknak az eredeti gazdaszervezetei ezek az emberszabasuak lehettek. A HAdV-A, -F és -G
fajok pedig feltehetdleg mas ovilagi majmokbol szarmaznak (Hoppe et al., 2015).
A HAJV fajokba sorolhatdo AdV-okon kiviil mas AdV-ok is megtalalhatok a féemlésokben. Az
afrikai emberszabasuak majom-AdV-ai (SAdV) a fent emlitett HAdV-B, -C és -E virusokkal
mutatnak kozeli rokonsagot (Hoppe et al., 2015).
Nagyszamu SAdV-t mutattak mar ki kiilonb6zé 6vilagi majmokbol a HAAV-A, -F és -G
fajokba sorolhatd virusokon kiviil is. Ezeket kozonséges makakoé (Macaca fascicularis),
rézuszmajom (Macaca mulatta), Anubisz-pavian (Papio anubis), sargas babuin (Papio
cynocephalus), szavannacerk6f (Chlorocebus aethiops) és arany piszeorri majom
(Rhinopithecus roxellana) fajokbol sikeriilt izolalni. Tovabba vannak, amiket csak PCR-rel
mutattak ki, az asszami makaké (Macaca assamensis), tstokos mangabé (Lophocebus
aterrimus), galléros pavian (Papio hamadryas), mandrill (Mandrillus sphinx), Cambell-cerkof
(Cercopithecus campbelli), Diana-cerkof (Cercopithecus diana), huszarmajom (Erythrocebus
patas), fekete-fehér kolobusz (Colobus sp.) és voros kolobusz (Piliocolobus sp.) esetében. Az
emlitett, izolalt vagy kimutatott virusokat Simian mastadenovirus A-tdl I-ig osztottak fajokba
(Harrach et al., 2019; Podgorski et al., 2016).
Ujvilagi majmok koziil, eddig egyediil rezes kaboécamajombol (Callicebus cupreus) sikeriilt
AdV-t izolalni, ami felsé léguti tiinetekkel és tiidégyulladassal jard fertézést okozott egy
fogsagban tartott kabocamajom populacioban. Habar a virus tenyésztése emberi tiid6
sejtvonalon sikeresnek bizonyult, nem ismeriink tényleges ujvilagi majom AdV fert6zést
7



embereknél (Chen et al., 2011). Sokkal tobb AdV-t sikeriilt csak PCR-rel kimutatni Gjvilagi
majmokbol: kdzonséges mokusmajom (Saimiri sciureus), Apella-csuklyasmajom (Sapajus
apella), sziirkehasu ¢jimajom (Aotus lemurinus), aranykezii tamarin (Saguinus midas),
fehérajka tamarin (Saguinus labiatus), gyapjasfejii tamarin (Saguinus oedipus), aranyfejii
oroszlanmajmocska (Leontopithecus chrysomelas), fehérfejii selyemmajom (Callithrix
geoffroyi), fehérpamacsos selyemmajom (Callithrix jacchus) és fekete pokmajom (Ateles
paniscus) esetében (Podgorski et al., 2018).

A kozelmultban kezdték el a félmajmok PCR-es sziirését AdV-okra. Ezzel a modszerrel sikertilt
uj AdV-okat kimutatni gytrtisfarkd maki (Lemur catta), sziirke bambuszmaki (Hapalemur
griseus), koronas maki (Eulemur coronatus), szerecsenmaki (Eulemur macaco), voréshomloka
maki (Eulemur rufifrons) és fekete-fehér vari (Varecia variegata) mintakbol (Podgorski et al.,
2018).

A féemlésok AdV-ainak torzsfajan alapi helyzetben helyezkednek el a félmajmok AdV-ai,
ezeket kovetik az jvilagi majmok és ovilagi majmok AdV-ai, és végiil kovetkeznek az
emberszabasi majmok és a HAdV-ok. Ez az elrendezés hiien tiikkrozi a féemlésok leszarmazasi
viszonyait és alatamasztja az elméletet, miszerint az AdV-ok a gazdaszervezeteikkel egyiitt
fejlodtek (Harrach et al., 2019).

Ragcsalokbol eddig 6t AdV teljes genomszekvencigja ismert. Az egér-AdV-1-et és -2-t
(MAdV-1, -2) hazi egérbdl (Mus musculus), a MAdV-3-at pedig pirdk erdeiegérbdl (Apodemus
agrarius) izolaltak, mig a mokus-AdV-1 eurdpai mokusbol (Sciurus vulgaris) szarmazik
(Klempa et al., 2009; Abendroth et al., 2017). Legtjabban a tengerimalac (Cavia porcellus)
AdV-anak a genomjat kozolték (Hofmann-Sieber et al., 2020). Ezeken kiviil részleges
szekvenciakat ismeriink patkany (Rattus sp.), amerikaiegér (Peromyscus sp.), kinai csikos
torpehoresdg (Cricetulus barabensis), délnyugat-kinai pocok (Eothenomys custos), keleti
sziirkemokus (Sciurus carolinensis) és Dauri tirge (Spermophilus dauricus) fajokbol (Harrach
etal., 2019).

A denevérek AdV-ai a legvaltozatosabbak az emlés AdV-ok kozott. Ezt a diverzitast tiikrozik
a mas emlds gazdaszervezetekbdl szarmazd AdV-okkal alkotott valtozatos rokonsagi
kapcsolataik. A denevér AdV-oknal egyfel6l megfigyelhetok a virus-gazda koevoluciot
alatamaszté leszarmazasi viszonyok, masfelél szamos mas emldsben talalt AdV mutat kozeli
rokonsagot a denevér AdV-okkal, mint pl. a 16-AdV-1, a kutya-AdV-ok vagy a blizosborz-
AdV-1 (Vidovszky et al., 2015; Harrach et al., 2019).

Kérodzokbol régota ismertek AdV-0k. A haziasitott kérédzokon beliil szarvasmarhabol (Bos

taurus), hazikecskébdl (Capra hircus) és hazijuhbol (Ovis aries) sikeriilt AdV-okat Kimutatni
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¢és izolalni (Harrach et al., 2019). A kozelmultban izolalt OAdV-8 az elsd teljes egészében
szekvenalt juh mastadenovirus genom (Vidovszky et al., 2019). Vadonél6é kérodzok koziil
fehér-farku szarvasbol (Odocoileus virginianus) mutattak ki egy mastadenovirust. Az igy
izolalt virus a szarvas-AdV-2 nevet kapta és a teljes genomszekvenciajat meghataroztak
(Ridpath et al., 2017).

A cetfélékben talalt AdV-ok genomszekvencia analizise szintén alatimasztani latszik a virus-
gazda koevolucid elméletet. Ezek alapjan a jelenleg ismert delfin-AdV-ok a testvér-kladjat
alkotjak a parosujju patasok AdV-ai koziil a szarvasmarha-AdV-1-nek és -2-nek (BAdV-1, -2),
illetve a sertés-AdV-5-nek (Harrach et al., 2019).

Az Afrotheria oOregrendbe tartozd6 emlésokbol, vendégiziiletesekbél — (Xenarthra),
erszényesekbdl (Marsupialia) és kloakasokbol (Monotremata) egyelére nem ismertek

mastadenovirusok (Harrach et al., 2019).

2.3.3. Atadenovirus nemzetség

Az Atadenovirus nemzetséghez tartozo virusokat, Szarvasmarhaban és baromfiban (tyukban és
kacsaban) mutattak ki elészor. A nemzetség a nevét az idetartozd virusok genomjanak magas
(>60%) adenin és timin tartalmarol kapta. Az Aviadenovirus és Mastadenovirus nemzetségektol
valo filogenetikai tavolsag, és hogy az 6sszes kigyo- és gyik-AdV az Atadenovirus nemzetségbe
tartozik, arra enged kovetkeztetni, hogy az ide tartozé virusok gazdavaltas soran kertiltek at az
emlésokbe és madarakba a pikkelyes hiillokbol (Harrach et al., 2019).

Kérédzok esetében az ismert BAdV-ok megkozelitéleg fele sorolhato az Atadenovirus
nemzetségbe. Ezenkiviill mds haziasitott és vadonéld kérédzokben is talaltak mar
atadenovirusokat (Harrach et al., 2019). A két ismert szarvas-AdV koziil az egyik szintén ebbe
a nemzetségbe tartozik. A virust el6szor 6szvérszarvasbol (Odocoileus hemionus) mutattak ki,
de azota megtalaltak fekete-farka szarvasban (Odocoileus hemionus columbianus), virginiai
szarvasban (Odocoileus virginianus), javorszarvasban (Alces alces) és sziklas-hegységi
vapitiben (Cervus canadensis nelsoni) is. A szarvasfélékben szorvanyosan eldfordul6 szarvas-
AdV-1-nek elnevezett virus, magas elhullasi arannyal jaro, vérzéses megbetegedésekért felels
az Amerikai Egyesiilt Allamokban, Kaliforniaban (Miller et al., 2017).

Eddig két erszényes faj egyedeiben talaltak AdV-t, ami mindkét alkalommal atadenovirusnak
bizonyult. Mivel mindkét esetben bélsarmintabol tortént a virus kimutatdsa, ezért nincs
kozvetlen bizonyiték, hogy ennél a két fajnal fenn is allt az AdV fertdzés, vagy csak az

elfogyasztott taplalékkal keriilt az allatok emésztécsatornajaba a virus (Harrach et al., 2019).
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2.4. Célkitiizés

Szakdolgozatomat, a munkam kezdetén az Agrartudomanyi Kutatokézponthoz tartozo, azéta
1smét Onallosodott Allatorvostudoményi Kutatéintézetben, a Molekularis és Osszehasonlitd
Virologia témacsoportnal készitettem. Témamnak emlésok AdV-ainak vizsgalatat, illetve
emlOsokbol torténd 1) AdV-ok Kimutatasat valasztottam. Az eleinte hazai, vadonélé emlésok
[eurdpai 6z (Capreolus capreolus), eurazsiai hod (Castor fiber)] vizsgalatabol all6 munkam
kiegésziilt a 2020 nyaran teljesitett szakmai gyakorlat soran féemlds mintakon végzett AdV
sziirés vizsgalataival is. Kutatasunk céljai kozé tartozott a fent emlitett emlds eredetli mintak
sziirése AdV-ok jelenlétére, és az Ujonnan kimutatott AdV-ok vizsgalata. Az igy nyert
eredmények alapjan a témacsoport virus-gazda koevolucio elméletét tanulmanyoztam. Tovabbi

cél volt az AdV-ok diverzitasanak vizsgalata és rokonsagi viszonyaik feltérképezése.

11



3. VIZSGALATOK ANYAGA ES MODSZEREI

3.1. Vizsgalt mintak

Osszesen 47 darab mintat vizsgaltunk, amik koziil 8 darab szerv eredetii minta hazai, vadonéld
eml6soktd] (eurdpai 6z, eurdzsiai hod) szarmazott. Hét darab szervmintat az Orségi Nemzeti
Park munkatarsai gytujtottek elhullott hodokbol. Ezek koziil ketté minta vese eredetii volt, a
tobbi 6t minta 6t kiilonb6z6 szervet (vese, maj, 1ép, tiido, sziv) tartalmazott. Egy veseminta
pedig egy vadasztarsasag altal Pet6fiszallas mellett kilott beteg 6zbdl szarmazott. 21 darab
szivminta az Ape Heart Project keretein beliil, kiilonb6z6 eurdpai allatkertekben szivbetegség
kovetkeztében elhunyt f6emldsokbdl szarmazott és postai Giton juttattak el hozzank molekularis
virologiai vizsgalatra. Ezeken a mintakon kiviil félmajmoktol (voros vari, gyiriisfarkth maki,
koronas maki) és emberszabasuaktol (orangutan, gorilla, csimpanz, bonobo) szarmazo 18 darab
bélsarmintat is kaptunk Dr. Liptovszky Matyas allatkerti allatorvostdl az angliai Twycross Zoo

alloméanyabol. A vizsgalt mintdk adatait az 1-4. szdmu tablazatok foglaljak magukba.

1. tablazat: A vizsgalt magyarorszagi szervmintak szarmazasa, tipusa, darabszama és jelolése

Szarmazasi hely Minta tipus db Azonosité

eurdpai 0z agyarorszag vese 1 49215
(Capreolus capreolus)  (Pet6fiszallas)

il hod M .
€urazsial no ”agyarorszag vese 2 H1-H?2
(Castor fiber) (Orségi Nemzeti Park)

7siai hod M - TRE
eurazsial no ”agyarorszag VvESse, maj, 1Cp, 5 H27-H31
(Castor fiber) (Orségi Nemzeti Park) tido, sziv
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2. tablazat: A vizsgalt féemlds bélsarmintak szarmazasa, darabszédma ¢€s jelolése

Szarmazasi hely Minta tipus Azonosito
Voros van nolia bélsér Mal42-Mal43
(Varecia rubra) (Twycross Zo0)
urtsfarku maki Angli
gytirtistarkt makt naiia bélsér Mal53-Mal54
(Lemur catta) (Twycross Zo0)
k i ki Anglia
oronas maki gi bélsér Mal55-Mal56
(Eulemur coronatus) (Twycross Z00)
t4 Angli
orangutan naiia bélsér Ma150-Ma152
(Pongo sp.) (Twycross Z0oo)
rill Angli
gorttia ghé bélsér Mal47-Mal49
(Gorilla sp.) (Twycross Z0o0)
impa Angli
estmpanz ghé bélsér Mal44-Mal46
(Pan troglodytes) (Twycross Z00)
bonobd Angli
onobo ngfia bélsér Mal57-Ma159
(Pan paniscus) (Twycross Z0o0)

3. tablazat: A vizsgalt féemlds szivmintak szarmazasa, darabszama és jelolése (1)

Szarmazasi hely Minta tipus Azonosito
impa Anglia .
estmpanz 9 sziv Benji
(Pan troglodytes) (Twycross Z00)
— Dani
csimpanz ania sziv JUdy
(Pan troglodytes) (Givskud Zoo)
csimpanz Franciaorszag , Jorg,
SZ1v
(Pan troglodytes) (La Vallée des Singes) Panja
csimpanz Skocia . Blossom,
SZ1v
(Pan troglodytes) (Blair Drummond) Rosie
impa S lorsza .
csimpanz panyolorszag sziv Mirinda
(Pan troglodytes) (Madrid Zoo)
bonobd Franci i ,
onooo rancCiaorszag sziv Kirembo
(Pan paniscus) (La Vallée des Singes)
bonobd Németorsza
onoono emetorszag sziv Zorba
(Pan paniscus) (Stuttgart Zoo)
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4. tablazat: A vizsgalt féeml6s szivmintak szarmazasa, darabszama és jelolése (2)

Szarmazasi hely Minta tipus Azonosito
ta Anglia S
orangutan 9 sziv Victoria
(Pongo sp.) (Blackpool Zoo)
ta Anglia
orangutan 9 sziv 6844
(Pongo sp.) (Twycross Zoo)
ta Németorsza
orangutan emetorszag sziv Puan
(Pongo sp.) (Heidelberg Zoo)
ta S lorsza
orangutan panyolorszag sziv Kedua
(Pongo sp.) (Madrid Zoo)
orilla Anglia .
g 9 sziv Romina
(Gorilla sp.) (Bristol Zoo Garens)
orilla Déni .
g ana sziv Nille
(Gorilla sp.) (Givskud Zoo)
orilla Franci i
g claotszag sziv Ya Kwanza
(Gorilla sp.) (Amneville)
orilla Német A
g cmetorszag sziv Julchen
(Gorilla sp.) (Frankfurt Zoo)
orilla Németorsza
g cmetorszag sziv Tumba
(Gorilla sp.) (Krefeld Zoo)
orilla Németorsza
g cmetorszag sziv Pesco
(Gorilla sp.) (Saarbriicken Zoo)
gorilla Svajc . Goma,
SZ1v
(Gorilla sp.) (Basel Zoo) Zungu
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3.2. DNS kivonas

A H27-H31 hod mintakbol a szerveket (vese, maj, 1ép, tiid6, sziv) egyesitve (,,pool-ozva”)
vizsgaltuk, vagyis egybe rakva kezeltiik az 5 féle szervmintat. A DNS kivonasat NucleoSpin
™ DNA Tissue Kit (Macherey-Nagel ™) segitségével végeztiik a gyartd hasznalati utasitasai
szerint. A tobbi minta esetén mar kivont DNS allt a rendelkezésemre. A kivont DNS-t -20°C-

on taroltuk a PCR vizsgalatok elvégzéséig.

3.3. Polimeraz lancreakcio (PCR)

Az adenovirus DNS kimutatasahoz altalanos, kétkoros (nested) PCR-t hasznaltunk konszenzus
primerekkel. Ennek soran az er6sen konzervalt DNS-fiiggé6 DNS-polimeraz (pol), illetve a
szintén meglehetdsen konzervalt Va2 gének egy-egy szakaszat probaltuk meg felerdsiteni.
(Wellehan et al., 2004; Vidovszky et al., 2015). Az igy kapott pozitiv mintakat a virusok tovabbi
jellemzése és meghatarozasa végett pVIII (nested PCR) és hexon (egykords PCR) génekre is
vizsgaltuk (Kiss et al., 1996). A PCR soran DreamTaq™ Hot Start Green PCR Master Mix-et
hasznaltunk 50 pMol higitasa primerekkel (5. tablazat). Sikertelen elsé probalkozas esetén
megismételtiik a tesztet megnovelt (X2) primer és DNS mennyiség mellett. Pozitiv kontrollnak
minden esetben BAdV-1 DNS-t hasznaltunk (Evans et al., 1998). A keletkez6 PCR-termékek
varhato mérete a felerdsiteni kivant szakasztol és a primerekt6l fiiggéen 250-450 bp koriil volt,
amiket +4 °C-on taroltunk a tovabbi vizsgalatok elvégzéséig. A PCR id6- és homérséklet
protokolljat a 6. tablazat foglalja magéaba, mig a vizsgalatok soran hasznalt primer szekvenciak

a 7. tdblazatban talalhatok meg.

15



5. tablazat: Adenovirus DNS kimutatasara iranyulo PCR-ek dsszetétele

Els6 és masodik kor

Milli-Q™ vyiz 10,5 ul

DreamTag™ Hot Start Green PCR Master Mix (2x) 12,5 ul

Forward primer (50 uMol) 0,5 ul

Reverse primer (50 uMol) 0,5 ul

DNS 1ul

Végtérfogat 25 ul

6. tablazat: A PCR-ek protokolljai
Altalanos kétkoros PCR Egykoros hexon PCR
Els6 és mésodik kor Elsé kor

Homérséklet 1d6 Ismétlés HoOmérséklet 1d6 Ismétlés

(°C) (masodperc) (°C) (masodperc)
95 300 x1 95 300 x1
94 30 94 30
46 60 x45 50 30 X35
72 60 72 30
72 180 x1 72 300 x1
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7. tablazat: A PCR vizsgalatok sordn hasznalt primerek szekvenciai

Felerdsiteni Primer név Primer szekvencia (5’ — 3°) PCR
kivant termék
szakasz mérete (bp)
poloutfo TNMGNGGNGGNMGNTGYTAYCC
pol poloutre GTDGCRAANSHNCCRTABARNGMRTT
polinfo GTNTWYGAYATHTGYGGHATGTAYGC 279
polinre CCANCCBCDRTTRTGNARNGTRA
IVVa2outfo CCNNSNCCNGARCANGTNTTYTT
Va2 IVa2outre | GGRTTCATRTTRTGNARNACNAC
IVVa2info CCNCARRTNGAYATGATHCCNCC 953
IVVaz2inre TTNSWNGGRAANGCRTGRAARAAYTT
pVllloutfo | ATHCCMACVCCBTAYRTDTGG
pVIlI pVllloutre | CNGGNGGKCCNGARWAVGGNT
pVIllinfo GCCGCARTGGTCYTACATGCACATC 453
pVlllinre CACRAAYTCNYSNACRAAYTG
hexon mastB GCCGCARTGGTCYTACATGCACATC 301
mastJ CAGCRYRCCGCGGATGTCAAART

3.4. Agaroz gélelektroforézis

A PCR vizsgalatok pozitivitasat agardz gélelektroforézissel ellendriztilk, a PCR termékek

mérete és a pozitiv kontrollhoz torténd viszonyitds alapjan. A futtatas sordn GelRed™

Biotium) fluoreszcens DNS festéket tartalmazo (4ul/100ml) 1%-os agardz gélt hasznaltunk (8.
u g g

tablazat). A mintakbol, a negativ és a pozitiv kontrollokbol 5Sul-t, a molekulatomeg markerbol

(Thermo Scientific™ GeneRuler™ DNA Ladder Mix) 2ul-t vittiink fel a gélre. A

gélelektroforézis 0,5%-os higitasi TAE [trisz-(hidroximetil)-aminometan, ecetsav, etilén-

diamin-tetraecetsav (EDTA)] pufferben tortént 70-90V fesziiltségen 30-40 percig.

8. tablazat: Agar6z gél 0sszetétele

agaroz 19
TAE puffer (0,5%) 100 ml
GelRed™ 4 ul
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3.5. PCR termékek tisztitasa

Az agardz gélelektroforézis utan a pozitivnak tlind mintdk PCR termékeit megtisztitottuk DNS
szekvenalashoz. A pozitiv kontrollal megegyez0 méretli termékeket a gélelektroforézis utan a
gélbdl kivagtuk és NucleoSpin™ Gel and PCR Clean-up Kit (Macherey-Nagel™) segitségével

tisztitottuk a gyart6 hasznalati utasitasai szerint.

3.6. Primer tervezés

Az 6z minta esetén a részleges Va2 és pol szekvencidk Osszekotésére €s ezaltal nagyobb,
filogenetikai elemzésre alkalmasabb DNS szakasz meghatarozasara primereket terveztiink.
Ehhez a University of Tartu & Estonian Biocentre Primer3 webszerverét hasznaltuk. A
ThermoFisher Scientific Multiple Primer Analyzer weboldal segitségével ellendriztiik, hogy a
primerek ne képezzenek egymassal dimereket. Az igy megtervezett primereket az Eurofins
Genomics-tol rendeltiik meg. E16szor csak egykorés PCR-hez készitettiink primerpart. Késébb
egy masodik primerpart is terveztlink, belsé korként alkalmazva, ezaltal érzékenyebbé téve a

reakciot (9. tablazat).

9. tablazat: A megtervezett primerek szekvenciai

Felergsiteni Primer név Primer szekvencia (5> — 3°) PCF\,)
kivant termék
szakasz mérete
(bp)
49215 1Va2outfo | CTAATTCTTCCATGCATTCATCC 2200
1\Va2-pol 49215 poloutre CAAGTGCTTTGACACATCCTTTC
49215 1Va2info CATAAGTCAGACGGACAAAAGATG 2000
49215 polinre CCACCAGAAGAAACTTTACTCGAT
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3.7. PCR az uj primerekkel

Elsének egy primerparral (kés6bbi kiilsé primerek) egykorés PCR-t végeztiink. A PCR-ek
soran Takara™ PrimeSTAR™ HS DNS Polimerazt hasznaltunk 50 uMol higitast primerekkel
(10. tablazat). A PCR id6- és hémérséklet protokollja a 11. tablazatban lathato. Sikertelen elsd
probalkozast kovetden megismételtiik a tesztet megnovelt (x2) primer és DNS mennyiséggel és
55°C-r6l 50°C-ra csokkentett primer kotédési homérséklettel (annealing). Harmadik
alkalommal a mésodiknak hasznalt PCR 0Osszetételt és protokollt ismételtiik meg ujra higitott
primerekkel. Ezt kovetden egy masodik primerpar (belsé primerek) bevonasaval kétkoros PCR-
re tértiink at. Ezt elvégeztiik az eredeti Osszetétel és protokoll (10. és 11. tablazat) szerint, majd
megndovelt (X2) primer és DNS mennyiséggel és 55°C-rol 50°C-ra csokkentett primer kotédési
homérséklettel is. Az egykords PCR soran 2200 bp koriili PCR-terméket, mig a kétkords PCR

esetében 2000 koriilit vartunk.

10. tablazat: 1Va2-pol szakasz kimutatasara iranyulo elsé PCR Osszetétele

Els6 (és masodik) kor
Milli-Q™ vyiz 10,5 pl
Takara™ PrimeSTAR™ HS DNS Polimeraz 12,5 ul
Forward primer (50 uMol) 0,5 ul
Reverse primer (50 pMol) 0,5 ul
DNS 1ul
Végtérfogat 25 ul

11. tablazat: 1Va2-pol szakasz kimutatasara iranyulo elsé PCR protokollja

Elsé (és masodik) kor
Homérséklet Id6 Ismétlés
(°C) (masodperc)

98 120 x1
98 10

55 15 x45
72 60

72 420 x1
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3.8. DNS szekvenalas

A tisztitott PCR termékek szekvencidjat mindkét iranybol meghataroztuk. Ehhez BigDye™
Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit-et és a PCR-ek soran hasznalt primereket (kétkorés PCR

esetén a bels6 koroseket) hasznaltunk, 4 uMol higitasban. A szekvenalasi reakcio Gsszetételét

¢s protokolljat a 12. és 13. tablazatok tartalmazzak.

12. tablazat: A szekvenalasi reakcio Osszetétele

Milli-Q™ viz 1pl
Szekvenalo6 puffer 1l
BigDye™ Terminator v3.1 Ready Reaction Mix 1l
Primer (4 uMol) 1pl
Minta 1ul
Végtérfogat S5ul

13. tablazat: A szekvenalasi reakcid protokollja

Hoémérseklet Id6 Ismétlés
(°C) (masodperc)

96 60 x1

96 10

50 5 X35

60 240
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A szekvenalasi reakcid utan a termékeket alkoholosan kicsaptuk. Ennek soran 40 ul kicsapo
mixet adtunk minden mintdhoz (14. tablazat), amiket keverés utan szobahdmérsékleten,
napfénytdl elzarva és letakarva 15 percig inkubaltunk. Ezt koveten 45 percig 4400 percenkénti
fordulatszam (RPM) és SOFT beallitas (a centrifuga kiméletesen, lassabban, hosszabb id6 alatt
éri el a végsé fordulatszamot) mellett centrifugaltuk a csdveket szobahémérsékleten, majd
eltavolitottuk a feliiliszot. Ezutan minden mintahoz 70 pl 70%-o0s etil-alkoholt adtunk és 15
percig 4400 RPM és SOFT beallitas mellett centrifugaltuk ket szobahémérsékleten, majd
ismét eltavolitottuk a feliiluszot. Ezt egy szaritasi 1épés kovette: a csoveket nyitva hagyva,
szobah6émérsékleten és fénytdl elzart helyen 10 percig allni hagytuk. Ezt kovetéen a
szekvenalasi reakcid termékeit tartalmazd csOveket postai Uton a Szegedi Biologiai

Kutatékozpont szolgaltatdlaborjaba kiildtiik, ahol elvégezték a kapillaris gélelektroforézist.

14. tablazat: A kicsap6 mix Osszetétele

Nétrium-acetat (3Mol) 1,5l
Etil-alkohol (96%) 31 ul
Milli-Q™ viz 7,5 ul
Végtérfogat 40 ul

3.9. Bioinformatikai elemzések

A szekvenalas eredményeként kapott kromatogramokat elektronikus formédban kaptuk meg és
a BioEdit program hasznalataval tekintettiik meg Oket. Az igy kapott szekvencidk végérol
levagtuk a bizonytalan szakaszokat, ahova a primerek kotédnek, és Osszeillesztettiik a
kétoldalrol leolvasott szekvencidkat, hogy minél hosszabb szakaszt hatarozhassunk meg. Az
NCBI BLAST homolégia keres6 szolgaltatdsanak segitségével 0Osszehasonlitottuk a
szekvencidinkat a GenBankban taldlhatokkal és megnéztiik, hogy melyekkel mutatjak a

legnagyobb foku hasonldsagot.
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4. EREDMENYEK

4.1. Pozitiv mintak szama

A pol és Va2 gének rovid szakaszait célzd szlir6 vizsgalataink alapjan a 47 darab mintabol 10
darab, azaz a mintaink 21,3%-a, lett pozitiv a két AdV gén koziil legalabb az egyikre. A 1Va2
génszakaszt 10 darab minta esetén sikeriilt felerésiteniink, melyek koziil 7 darabnal a pol PCR
is pozitivnak bizonyult. Ezt a 10 darab mintat tovabb vizsgaltuk pVIII és hexon génekre is. A
pVIII gént 2 darab mintabol sikeriilt kimutatnunk, mig a hexon gént nem sikeriilt felerdsiteniink
egyik minta esetében sem. Az 0z minta esetében a [Va2 és pol gének 0sszekotésére iranyulod
kisérleteink minden esetben negativ eredménnyel zarultak. Eurdpai 6zbdl €s orangutanbol elsd
alkalommal mutattunk ki AdV-t.

Az eredményeink Osszefoglalasat a 15-17. szamu tablazatok tartalmazzék. A 3. és 4. dbran a

szivmintak esetén elvégzett pol és [Va2 kétkoros PCR-ek termékeinek gélképei lathatok.

] |
!
!
!
'
L
L
!
_
]
L

3. abra: pol kétkoros PCR gélkép

(balr6l jobbra: marker, 21 darab szivminta, marker, negativ kontroll, pozitiv kontroll)

4. abra: IVa2 kétkoros PCR gélkép

(balr6l jobbra: marker, 21 darab minta, marker, negativ kontroll, pozitiv kontroll)
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15. tablazat: A magyarorszagi emlésok szervmintain végzett vizsgalatok eredményeinek

Osszefoglalasa
Szarmazasi hely Azonosito Adenovirus teszt
europai 6z Magyarorszag 49215 pozitiv
(Capreolus capreolus)  (Petdfiszallas)
H1 negativ
H2 negativ
eurazsiai hod Magyarorszag H27 negativ
(Castor fiber) (Orségi Nemzeti Park) H28 negativ
H29 negativ
H30 negativ
H31 negativ

16. tablazat: A foemlds bélsarmintdkon végzett vizsgalatok eredményeinek dsszefoglalasa

Szarmazasi hely Azonosito Adenovirus teszt
vOros vari Anglia Mal42 negativ
(Varecia rubra) (Twycross Z00) Mal43 pozitiv
gytrasfarku maki Anglia Mal53 negativ
(Lemur catta) (Twycross Z00) Mal54 negativ
koronas maki Anglia Mal55 pozitiv
(Eulemur coronatus) (Twycross Z00) Mal56 pozitiv
orangutan Anglia Mal50 negaoltiv
(Pongo sp.) (Twycross Z0o) Mal51 pozitiv

Mal52 pozitiv
gorilla Anglia Mald/ negativ
(Gorilla sp.) (Twycross Z0o) Mal48 negativ

Mal49 negativ
csimpanz Anglia Mala4 nege.ltiv
(Pan troglodytes) (Twycross Z0o) Mal45 pozitiv

Mal46 pozitiv
bonobd Anglia Ma1l57 negativ
(Pan paniscus) (Twycross Z0o) Mal58 negativ

Mal59 pozitiv
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17. tablazat: A féemlds szivmintdkon végzett vizsgalatok eredményeinek osszefoglalasa

Szarmazasi hely Azonosito Adenovirus teszt
csimpanz Anglia Benji negativ
(Pan troglodytes) (Twycross Z00)
csimpanz Dania Judy negativ
(Pan troglodytes) (Givskud Zoo)
csimpanz Franciaorszag Jorg negativ
(Pan troglodytes) (La Vallée des Singes) Panja negativ
csimpanz Skocia Blossom negativ
(Pan troglodytes) (Blair Drummond) Rosie negativ
csimpanz Spanyolorszag Mirinda negativ
(Pan troglodytes) (Madrid Zoo)
bonobo Franciaorszag Kirembo negativ
(Pan paniscus) (La Vallée des Singes)
bonobo Németorszag Zorba negativ
(Pan paniscus) (Stuttgart Zoo)
orangutan Anglia Victoria negativ
(Pongo sp.) (Blackpool Zoo)
orangutan Anglia 6844 negativ
(Pongo sp.) (Twycross Z00)
orangutan Németorszag Puan pozitiv
(Pongo sp.) (Heidelberg Zo0)
orangutan Spanyolorszag Kedua negativ
(Pongo sp.) (Madrid Zoo)
gorilla Anglia Romina negativ
(Gorilla sp.) (Bristol Zoo Garens)
gorilla Dania Nille negativ
(Gorilla sp.) (Givskud Zoo)
gorilla Franciaorszag Ya Kwanza negativ
(Gorilla sp.) (Amneville)
gorilla Németorszag Julchen negativ
(Gorilla sp.) (Frankfurt Zoo)
gorilla Németorszag Tumba negativ
(Gorilla sp.) (Krefeld Zoo)
gorilla Németorszag Pesco negativ
(Gorilla sp.) (Saarbriicken Zoo)
gorilla Svajc Goma negativ
(Gorilla sp.) (Basel Zoo) Zungu negativ
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4.2. Bioinformatikai elemzések eredményei

Az NBCI BLAST eredménye alapjan az 6z minta esetén kimutatott AdV a pol gén révid 77 nt
hosszusagu szakaszan 65 nt-ban egyezett a BAdV-4-gyel. A féemlésok esetében a IVa2 gén
alkalmasabb AdV sziirésre és Osszehasonlitasra, igy a féemlds eredetli mintaknal a [Va2 génre
kapott szekvenciainkat hasonlitottuk 6ssze a GenBank-ban talalhaté szekvenciakkal. Ezek
alapjan a félmajmokbol Kkimutatott AdV-ok kiilonb6z6 félmajom-AdV-okkal mutattak
hasonldsagot. A voros vari mintabdl eredményiil kapott szekvencia 253 nt hosszisagu szakasza
220 nt-ban mutatott egyezést egy fekete-fehér varibdl kimutatott AdV-sal. A koronas makikban
detektalt AdV-oknal egy esetben 240 nt-bol 214 nt egyezett, mig a masik esetben 162 nt-bol
138 nt volt azonos egy koronas makibol korabban kimutatott AdV azonos szekvencidjaval. Az
emberszabasuaknal kapott szekvenciak tobbféle SAdV-sal és HAdV-sal mutattak rokonsagot,
kivétel a Puan nevili orangutan mintaja, ami 4jvilagi majom AdV-ra hasonlitott. Két orangutan
minta esetében a kimutatott AdV-ok 303 nt hosszisagi szakaszon mutattak 276 nt egyezést
pavianbol és makakobol szarmazd SAdV-okkal. A csimpanzokban detektalt AdV-ok 296 és
292 nt hosszusagl szekvenciai mutattak 289 és 281 nt egyezést a HAdV-E faj csimpanzokbol
¢és bonobokbol kimutatott egyes tipusaival (SAdV-23, -24, -25, -37, -38). A bonobdbdl
kimutatott AdV 224 nt hosszusagu szakaszon 223 nt-ban mutatott egyezést a HAdV-C faj
bonobokbol detektalt egyes tipusaival (SAdV-42 és -44). A Puan nevezetli orangutan
mintajabol eredményiil kapott szekvencia 303 nt hosszisagu szakasza 228 nt-ban megegyezett
egy mokusmajomboél kimutatott AdV-sal. Az eredmények Osszefoglalva a 18. tablazatban

lathatok.
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18. tablazat: Az NCBI BLAST altal kapott eredmények 0sszefoglaldsa

Fajnév Szarmazasi hely Azonositdé Gén Hasonlo AdV
europai 6z Magyarorszag 49215 ool 84% BAAV-4
(Capreolus capreolus)  (Pet6fiszallas)
vOros vari Anglia Maldd Va2 87% fekete-fehér
(Varecia rubra) (Twycross Zo0) vari AdV
koronas maki Anglia Malss Va2 89% koronas maki
(Eulemur coronatus) (Twycross Z00) AdV
koronas maki Anglia Malsé Va2 85% koronas maki
(Eulemur coronatus) (Twycross Z00) AdV
ta Anglia
orangutan 9 Mals1 Va2  91% SAdV-A, -B
(Pongo sp.) (Twycross Z00)
ta Anglia
orangutan 9 Mal52 Va2  91% SAdV-A, -B
(Pongo sp.) (Twycross Z00)
impa Anglia
estmpanz g Malds IVa2  98% HAdV-E
(Pan troglodytes) (Twycross Z00)
impa Anglia
estmpanz g Mald6 IVa2  96% HAdV-E
(Pan troglodytes) (Twycross Z00)
bonobd Anglia
onobo 9 Mal59 Va2  99% HAdV-C
(Pan paniscus) (Twycross Z00)
orangutan Neémetorszag PuaN Va2 75% mokusmajom-
Pongo sp.) (Heidelberg Zoo) AdV
(Pongo sp g
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5. MEGBESZELES

5.1. Pozitiv mintak

A vizsgalt bélsarmintak egészséges egyedekbdl allo foemlds csoportokbol szarmaztak. Bar a
kozos kifutdban tartott azonos fajhoz tartozd allatok korokozod faunaja feltételezhetden
megegyezik, ha csak egy egyed is fert6zott AdV-sal, a nagyobb egyedszam miatt az ilyen tipusa
mintak (tobb egyednek otthont ado kifutobol szarmazd bélsar minta) nagyobb eséllyel
pozitivak, mint az egyedi mintdk. Az emberszabdsi szervmintdk esetében nem talaltunk
Osszefliggést az elhullast okozoé myocarditis szivbetegség ¢és a kimutatott AdV fertézések
kozott. Feltételezziik, hogy az AdV pozitivitas oka a betegség altal legyengitett immunrendszer
miatti allapot lehet, hiszen immunszupresszalt vagy beteg allatokbol szarmazd mintakbol
nagyobb valoszintiséggel lehet virusokat sikeresen kimutatni. Az 6z szervminta egy, szemmel
lathatéan beteg, legyengiilt allapotban 1évé allatbdl szarmazott. Ebben az esetben sem
megerdsiteni, sem cafolni nem tudjuk az AdV pozitivitas és a betegség kialakulasa kozti ok-
okozati Osszefiiggést, mivel az erdészet altal tobb allatnal is tapasztalt tlinetek és tobbszori
probalkozasunk ellenére sem sikeriilt ujabb egyedekbdl mintat szerezniink.

A pol, IVa2, pVIII és hexon géneket célz6 PCR-ek esetében minden alkalommal degeneralt,
konszenzus primereket alkalmaztunk és a primer kotédési 1épésnél (annealing) alacsony
homérsékletet allitottunk be (~46°C). Ezt a viszonylag alacsony hémérsékletet a diagnosztikai
PCR széles detektalasi spektruma miatt alkalmazzak, mivel az alacsonyabb annealing
hémérsékletnél a primer kotdédés soran az A-T, C-G nukleotid parositas egyes pontokon
megenged6bb lehet, igy a nem tokéletes komplement/kiegészité szekvenciaji DNS-hez is
kapcsolodhat az alkalmazott primer. Ennek eredményeképpen eléfordulhat, hogy nem viralis
genomrészek is feler6sodnek. Ezek altaldban bakteridlis vagy gazdaszervezet eredetli
geénszakaszok. Ebbdl adoddan mindig sziikséges a szekvenalas elvégzése is a pozitivnak tiind
PCR-ek megerésitésére.

Féemldsoknél a Va2 gén kimutatasara iranyulé6 PCR hatékonyabbnak bizonyult, mint a pol
gént célz6. A mostani vizsgalataink megerdsitették a laboratoriumunk altal korabban leirt
tapasztalatot, miszerint a IVa2 PCR magasabb szervezddési szintli emlésoknél (jellemzben
foemldsok) hatékonyabb az egyébként alkalmazott pol PCR-nél (Podgorski et al., 2018). Mivel
a GenBank-ban az AdV-ok szekvenciai sok esetben hianyosak a 1Va2 génre nézve, érdemes

probalkozni a pol gén kimutatasaval is, hogy minél hosszabb szekvenciat kapjunk a detektalt
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AdV-bol. Ez azért is fontos, mivel mas allatok AdV-ai esetén altalaban a pol szakasz ismert és
ezaltal jobban hasznalhato6 a filogenetikai elemzések soran.

A 1Va2-pol szakasz 6sszekotésére iranyulo kisérleteinkhez specifikus primereket hasznaltunk.
Ennek ellenére nem sikeriilt felerésiteni a kivant genomszakaszt. A [Va2-pol szakasz
felerdsitésének sikertelenségét feltételezhetden a mintdban taldlhato tal kevés virus DNS és a

PCR optimalizalasara fennall6 elégtelen id6 okozhatta.

5.2. Emlésok és adenovirusok koevolucioja

Az altalunk eurdpai 6zbol kimutatott atadenovirus a pol gén alapjan a BAdV-4-gyel mutat
nagyfoku hasonlosagot. A BAdV-4 a BAdV-6-tal, OAdV-7-tel és a két ismert szarvas AdV
koziil a szarvas-AdV-1-gyel alkot monofiletikus kladot az Atadenovirus nemzetségen beliil
(Harrach et al., 2019; Miller et al., 2017; Barbezange et al., 2000). Ez az eredmény tovabb
erdsiti a témacsoport virus-gazda koevoltacio elméletét. Esetiinkben feltételezhetjikk annak a
lehetdségét, hogy a kimutatott virus, gazdavaltas soran keriilt az 6zbe. A ,,frissen” gazdat valtott
AdV-ok jellemzéen komoly betegséget okoznak az 0j gazdaszervezetben. Magyarorszagon
jelentds vad- és haszonallat dllomany talalhato, amik elkeriilhetetleniil érintkeznek egymassal.
Raadésul az eurdpai 6z kifejezetten talnépesedettnek szamit az orszdgban és egy populécio
tulnépesedése altalanos allapotleromldst eredményez. EQy legyengiilt, beteg allat esetén az
ilyen moddon szerzett virusfertézés kockazata is magasabb. Széles gazdaspektrumu,
feltételezhetéen gazdat valtott AdV-ra jo példa az emlitett szarvas-AdV-1-en kiviil pl. a kutya-
AdV-1 is, amit kutyan kiviil tobbek kozott farkasbol, rokabol, vidrabol és medvébdl is
kimutattak és filogenetikailag egyes denevér AdV-okkal alkot egy kladot (Vidovszky et al.,
2015; Balboni et al., 2019; Harrach et al., 2019).

A f6eml6sok esetén a félmajmokbol szarmazo mintakbol kimutatott AdV-ok a IVa2 gén alapjan
tobb félmajom-AdV-sal mutattak nagyfokt hasonlosagot. A vords varibol kimutatott AdV egy
kozeli rokon félmajom fajbol, fekete-fehér varibol, kimutatott AdV-sal, mig a két koronas maki
mintabol kimutatott AdV-ok koronas maki AdV-sal mutatjdk a legnagyobb mértéki
hasonlosagot. Ezzel tovabbi bizonyitékot nyertiink a legdsibb féemldsok, a félmajmok AdV-
ainak a tobbi majom-AdV-t6l valo evollcios tavolsagara, vagyis, hogy elkiiloniilnek azoktol és
egyben ezek a legdsibbek a foemlos-AdV-ok koziil. Ugyanakkor egymashoz nagyon
hasonlonak bizonyultak a félmajmok AdV-ai. Ennek jelent6sége, hogy eddig csak nagyon
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kevés ilyen adat all rendelkezésre, kizarolag a laboratériumunk irt le félmajom AdV-okat
korabban (Podgorski et al., 2018).

Az altalunk emberszabasuakbodl kimutatott AdV-ok a Va2 gén alapjan, harom kivételével,
HAdV-okkal mutatnak hasonlésagot. A két csimpanz mintabol kimutatott AdV-ok a HAdV-E,
mig a bonobobol kimutatott AdV a HAdV-C faj tobb emberszabasubdl szarmazo AdV-aival
mutatja a legnagyobb fokt hasonlosagot. A HAdV-E fent emlitett tipusait korabban
csimpanzokbol és bonobokbdl mutattak ki, mig a HAdV-C tipusait bonobokban detektaltak
(Roy et al., 2004; Roy et al., 2009). Mindez ismét az AdV-ok és gazdaik kozti koevolucio
elméletet tamogatja (akarcsak a félmajmok és AdV-aik esetében).

Az orangutan eredetli Mal51 as Mal52 azonositdju mintakbol kimutatott AdV-ok a IVa2 gén
alapjan pavianbol és makakobol szarmazd SAdV-okra hasonlitottak leginkabb (Chiu et al.,
2013; Roy et al.,, 2012). A Puan nevili orangutan szivmintajabol Kimutatott AdV pedig
mokusmajom AdV-sal mutatott hasonlosagot (Rogers et al., 2020). Ezek a legérdekesebb
eredmények, hiszen inkabb vartunk volna emberszabastakbol korabban leirt AdV-okkal valo
egyezést. Ismételten megjegyzendd, hogy eddig még senki nem irt le orangutanbol szdrmazo
AdV-t, ez adja eredményiink fontossagat. Erdemes megjegyezni az orangutanok vizsgalatanal,
hogy eltér6, kiillonbozo tipustt mintak esetében is alacsonyabb rendt majom-AdV-ra hasonlito
AdV-t talaltunk. Kett6 esetében allatkerti bélsarmintakrol 1évén sz6 felmeriilhet a kzelmultban
tortént gazdavaltas lehetdsége és a fogvatartott allatok kozti kontaminécio esélye is. Ezen

események potencialis katalizatora az allatkerti kornyezet lehetett.
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6. OSSZEFOGLALAS

Az Adenoviridae viruscsalad hat nemzetségre oszlik. Ezek koziil két nemzetség képvisel6i
talalhatok meg emlds gazdaszervezetekben. A Mastadenovirus nemzetségbe tartozé AdV-ok
kizarolag emldsoket fertdznek, a ragesaloktol kezdve, a parosujju patasokon €s denevéreken at,
egészen a foemlOsokig. Az Atadenovirus nemzetség képviseldit emldsok koziil kizarolag
kér6dzokbol mutattak ki. Az emlésokon kiviil a nemzetségbe tartozé AdV-ok madarakat és
pikkelyes hiilloket fertdznek.

Kutatasunk célja hazai, vadonélé emldsoktdl és eurdpai allatkerti féemldsoktdl szarmazo szerv-
¢s bélsareredetii mintdk szlirése volt AdV-okra és az igy kimutatott virusok jellemzése.
Vizsgalataink sordn az AdV-ok és gazdaszervezeteik kozott fennalld koevoluciora kerestiink
bizonyitékokat.

A vizsgalatok soran 47 darab szerv- és bélsarmintat szlirtink AdV-ra. A mintak eurdpai 6zt6l
(Capreolus capreolus), eurazsiai hodtol (Castor fiber) és kiilonboz6 féemlds fajoktol
szarmaztak. Utobbiak két nagy csoportra oszthatok, félmajmokra, ahonnan vorés vari (Varecia
rubra), gytirisfarkt maki (Lemur catta) és koronas maki (Eulemur coronatus) mintakat
vizsgaltunk, és emberszabasuakra, amelyek koziil orangutan (Pongo sp.), gorilla (Gorilla sp.),
csimpanz (Pan troglodytes) és bonobo (Pan paniscus) eredetli mintakat vizsgaltunk. Az AdV
DNS kimutatasara egy- illetve kétkoros PCR-t hasznaltunk. A PCR-ek négy AdV gén (DNS-
fliggd DNS-polimeraz, Va2, pVIII, hexon) egy-egy rovid szakaszanak felerdsitésére
iranyultak. A PCR-ek eredményeit agardz gélelektroforézissal ellendriztiik. A pozitiv mintdk
PCR termékeit megszekvenaltuk.

Az altalunk kimutatott virusok koziil az 6zben talalt AdV az Atadenovirus nemzetségbe tartozo
Uj virusnak bizonyult, és a kérédzoket fertdz6 atadenovirusokkal mutat rokonsagot. A voros
varibdl és koronas makikbol kimutatott virusok kiilonb6z6 félmajom-AdV-okra hasonlitanak
nagymértékben, mig az emberszabasuakbol szarmazé AdV-ok tobb, korabban kimutatott
majom-AdV-sal mutatnak nagyfoku egyezést. Elsoként irtunk le orangutanokbol szarmazo
AdV-okat, amik két esetben pavianbdl és makakobol szarmazoé AdV-okkal, mig egy masik
esetben kozonséges mokusmajombol szarmazé AdV-sal mutattak hasonlosagot. Eredményeink

alatamasztjak az AdV-ok és gazdaik kozott feltételezett koevolucios elméletet.
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7. SUMMARY

The family Adenoviridae contains six genera. Members of two genera can be detected in
mammalian hosts. AdVs belonging to the genus Mastadenovirus infect exclusively mammals,
from rodents, through even-toed ungulates and bats, to primates. Virus members of genus
Atadenovirus were confirmed to infect only one type of mammals, namely ruminants. Besides
this, AdVs of this genus also infect birds and scaled reptiles (squamates).

The aim of our research project was the AdV screening of native, wild mammals and primates
living in captivity, and characterizing the detected novel AdVs. Furthermore, our goal was also
the study of virus-host coevolution in context of AdVs.

We screened 47 organ and fecal samples for the presence of AdVs. The samples originated
from roe deer (Capreolus capreolus), Eurasian beaver (Castor fiber) and different primate
species. The samples of primate species divided to prosimians, such as red ruffed lemur
(Varecia rubra), ring-tailed lemur (Lemur catta) and crowned lemur (Eulemur coronatus), and
apes, like orangutan (Pongo sp.), gorilla (Gorilla sp.), chimpanzee (Pan troglodytes) and
bonobo (Pan paniscus). For the detection of adenoviral DNA, we applied single-round and
nested PCRs. The primers of the PCRs targeted four different AdV gene parts (DNA-dependent
DNA polymerase, 1Va2, pVIII, hexon). The results of the PCRs were checked by agarose gel
electrophoresis. The PCR products were sequenced.

From the detected AdVs the one, found in roe deer, proved to be a new AdV and showed
similarity to ruminant atadenoviruses. The AdVs detected in red ruffed lemur and crowned
lemurs showed closer relation to known AdVs of prosimians. AdVs detected in apes showed
high similarity to AdVs of monkeys. This is the first description of AdVs from orangutans. In
two occasions, these AdVs showed the closest relation to baboon and macaque AdVs, and in

one case to squirrel monkey AdV. Our results support the theory of the AdV-host coevolution.
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