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1. Osszefoglalas

Az adenovirusok (Adenoviridae csalad) jelenlegi rendszertani beosztasa szerint,
madarakat fert6zé adenovirusok tartoznak az Aviadenovirus génusz mellett a Si-, és
Atadenovirus génuszba is. A madarakbdl izolalt adenovirusok kozil munkam
kezdetekor négynek is ismert volt a telies genomja, nevezetesen a pulyka-
adenovirus 3, kacsa-adenovirus 1, tyuk-adenovirus 1 és tyuk-adenovirus 9 genomija,
de minddssze utdbbi két tipus tartozik az Aviadenovirus nemzetségbe. (Legujabban
publikaltak a tyuk-adenovirus 8 (FAdV-8) teljes genomijat is, de a tyuk-adenovirusokon
kivil mas baromfi-adenovirus teljes genomjat nem elemezték még részletesen.)
El6zetes elemzéseink szerint a vizibaromfifélék adenovirusai filogenetikailag
elkllondlnek a tyukalakuak adenovirusaitol. Munkam f6 célja ezért egy pulykabdl és
egy libabol izolalt, hazai adenovirus torzs telies genomszekvencigjanak
meghatarozasa és elemzése volt. Vizsgaltam tovabba egyéb madarakbdl szarmazé
mintakat is adenovirusok jelenlétére.

A pulyka-adenovirus 1 (angol nevébdl TAdV-1) genomjanak nukleotidsorrendjét
a véletlenszerl kldénozas, a liba-adenovirus 1 (szintén angol nevébdl GoAdV-1)
genomjanak nukleotidsorrendjét a ,sorétespuska” (shotgun) szekvenalas modszerével
allapitottuk meg. Tovabba egy tyuk-adenovirus referencia térzsgyljtemény eddig nem
vizsgalt tagjaibdl, valamint egyéb madar-adenovirus mintakbdl részleges DNS-fliggé
DNS-polimeraz és hexon gén szakaszokat er@sitettink fel PCR-rel, és ezek
szekvenciain alapuld 6sszehasonlité filogenetikai elemzéseket végeztink.

Megallapitottuk, hogy a TAdV-1 genomja a leghosszabb k&zdlt adenovirus
genom (45.413 bp) a legmagasabb ismert G+C-tartalommal (67,55%). Az ITR-ek
hossza 95 bp, ami az aviadenovirusok k&zétt a leghosszabb. A GoAdV-1 genomijat
43.376 bp hosszunak talaltuk, 44,6%-o0s G+C-tartalommal és 39 bp méretl ITR-rel.

Mindkét genom kozponti régidja meg6rzott sorrendben tartalmazza azt a 16 gént,
mely minden adenovirusban igy talalhatdé meg. Ezekhez illeszkedik még az U-exon és
a fiber génje, a harom ismert genomu tyuk-adenovirusban tapasztalhatohoz
hasonloan. A TAdV-1 genomjaban egy teljes és két csdkevényes fiber gént talaltunk, a
GoAdV-1 genomjaban pedig két teljeset. A filogenetikai elemzések és az
0sszehasonlitd genomanalizis bizonyitotta, hogy a TAdV-1 kozeli rokona a FAdV-
oknak: a TAdV-1 bal genomvégén megtalaltuk az ORFO, ORF1, ORF1A, ORF1B,
ORF2, ORF12, ORF13, ORF14 és ORF24, mig a jobb végén a lipaz, ORF8, ORF9,
ORF11, ORF17, ORF20, ORF20A, ORF22 és ORF26 homoldgjat. Mindéssze egy



olyan ORF-et (ORF50) talaltunk az egész genomban, melynek szarmaztatott terméke
nem mutatott homoldgiat a GenBankban talalhaté egyetlen fehérjével sem. Hasonlo
elemzések sokkal tavolabbi kapcsolatot jeleztek a GoAdV-1 és a FAdV-ok kdz6tt: a bal
genomvégén az ORF1, ORF2, ORF12 és ORF24 homoldgjat, valamint 2 uj ORF-et
(ORF51, ORF60) talaltunk. A jobb végén az ORF20, ORF20A és ORF22 homoldgjat
talaltuk meg, a lipaz gént duplikalédva, és 8 teljesen Uj ORF-et (ORF52-ORF59).

Az évtizedekkel ezel6tt leirt TAdV-1 és GoAdV-1 eredeti izolatuma mara nem
elérhetd, szekvencia pedig nem all rendelkezésre bel6lik. Ezért célszerlinek latszik,
hogy a témaban kulondsen aktiv kutatokkal torténd egyeztetés utan az altalunk
szekvenalt D90/2 pulyka-adenovirus és P29 liba-adenovirus térzs képviselje ezentul a
pulyka-adenovirus 1 és liba-adenovirus 1 tipusokat. Elemzéseink szerint tovabba ezen
TAdV-1 és GoAdV-1 torzsek tavolsaga mas térzsektél megalapozza ezek fajszinti
elkilonitését is. Ezért a Nemzetkdzi Virusrendszertani Bizottsag felé hivatalos
javaslatot fogunk tenni, melyben javasoljuk a Turkey adenovirus B faj elfogadasat a
TAdV-1 tipus részére, tovabba a GoAdV-1 tipus besorolasat a Goose adenovirus fajba.

Meghataroztuk a viradlis DNS-figgé DNS-polimeraz gén részleges
nukleotidsorrendjét a tyuk-adenovirusok tiz olyan tipusanak referenciatdrzsébdl,
melybél ez eddig nem volt elérhetd. Eredményeink szerint a madar-adenovirus mintak
PCR-es vizsgalata alapjan hazankban a leggyakoribb tyuk-adenovirusok a FAdV-D és
-E, valamint ritkabban a FAdV-A fajokba sorolhatdék. El&szor allapitottuk meg
Magyarorszagon egy FAdV-B fajba sorolhato torzs jelenlétét molekularis modszerrel. A

vadmadar mintakbdl at-, avi- és sziadenovirusok is kimutathatéak voltak.



2. Bevezetés

A baromfifajokban el6fordulé adenovirusokat a 2005-ben hivatalossa valt
rendszertani beosztas szerint harom nemzetségbe soroljuk az Adenoviridae csaladon
belll. A Si- és Atadenovirus génuszba egy-egy baromfibdl izolalt adenovirus tartozik,
és mindkettének ismert a teljes genomszekvencigja. Azonban a madar-adenovirusok
tobbségét magaban foglalé Aviadenovirus nemzetség tagjai kdézil munkam kezdete
el6tt csupan két hazityuk-adenovirus teljes genomjanak elemzését kozolték. A pulyka
vagy a vizibaromfi fajok aviadenovirusaibdl csak a legfontosabb kapszid fehérje, a
hexon génjének révid szakaszaibdl volt ismert szekvencia.

Részleges hexon gén szekvenciak alapjan végzett el6zetes torzsfa-
rekonstrukcios szamitasaink szerint a ludalakuak (Anseriformes) aviadenovirusai
hatarozottan elkulénulnek a tyukalakuak (Galliformes) aviadenovirusaitol. Ezzel
szemben a pulyka aviadenovirusai nagyfoku hasonlésagot mutatnak a hazityuk
aviadenovirusaival. Nem tudtuk azonban, hogy a virusok genetikai szervez6désének
szintjén mekkora kulénbségek varhatdak a két csoport kdzott.

A DNS-kimutatason alapuld, modern és érzékeny diagnosztikai modszerek
alkalmazasaval kiderult, hogy adenovirusok jelenléte a hazai libaallomanyokban nem
ritka, de esetleges kortani szerepiikre vonatkozé adatok nem alltak rendelkezésiinkre.

Egy hazai izolalasu pulyka-adenovirus térzs molekularis klénozasat és DNS-
szekvenalasat mar elkezdték laboratériumunkban. Ezért munkam céljaul ennek a
térzsnek a teljes genomszekvenalasat tlztik ki. Tovabba egy szintén hazankban izolalt
liba-adenovirus torzs teljes genomjanak bazis-sorrendjét is meg kivantuk hatarozni.
Ezutan szamitégépes programok segitségével terveztik azonositani a mas
adenovirusokban is megtalalhatd, ismert géneket, és elemezni a varhatdéan eléforduld
ismeretlen ORF-ek méretét, szamat és pontos helyezédését.

A genomszekvenalasi projekttel parhuzamosan terveztik tovabbi pulyka-, liba-,
tyuk- és vadmadar-adenovirus mintak vizsgalatat olyan esetekbdl, amelyek hatterében
adenovirusok, mint kérokozok feltételezhetéek. Ezekbdl PCR segitségével terveztik
felerGsiteni a hexon gén bizonyos szakaszait, majd szekvenciajukat meghatarozva
ennek alapjan tipizalni a virusokat. Megkiséreltik mas génszakaszok (DNS-polimeraz)
PCR-rel torténd felerdsitését is, és vizsgaltuk ezek alkalmazhatdsagat a tipizalasban.

Kutatasaink nemzetkozi érdekl6désre is szamot tartd, elméleti és gyakorlati
eredmeényekkel is kecsegtettek. Feltételeztik, hogy alapkutatasi eredményeink a

madar-adenovirusok rendszertananak és feltételezett evolucids utjanak pontositasahoz



jarulhatnak hozza. A diagnosztikai modszerek tdkeéletesitése, az egyes korképek és
adenovirus tipusok kozotti esetleges 6sszefliggések feltarasa pedig fontos adatokat

szolgaltathat a baromfi-egészségugy szamara.
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3. Irodalmi attekintés

3.1. Adenovirusok

Az elsé adenovirusokat gyermekek mutéti uton eltavolitott mandulgjabdl
elGallitottt szOvettenyészet készitése soran fedezték fel (Rowe et al, 1953). A
jellegzetes sejtlekerekedést okozo6 citopatogén virust elészér adenoidal-faringeal-
konjunktival agensnek nevezték el (Huebner et al., 1954), majd késébb adenovirusnak.
Az adeno- el6tag a gorog ,aden” sz6bdl ered, mely mirigyet jelent, igy utalva a virus
izolalasara. Heveny fels6 léguti megbetegedések oktani vizsgalata soran hamarosan
Ujabb szerotipusokat izolaltak. Mindoéssze néhany év mulva mar tobb haziallatbdl
kimutattak szérumneutralizaciés probakkal elkildnithetd adenovirusokat. Napjainkra
adenovirust a gerincesek minden osztalyanak képviselibdl izolaltak, ideértve a halakat
is (Benkd et al., 2005).

3.1.1. Az adenovirusok morfolégiaja, genomszervezdédése és
replikacidja

Az adenovirusok kdzepes méretlii (70-90 nm), burok (envelope) nélkili DNS-
virusok. A virion kapszidja ikozaéder alaku, a f6 szerkezeti fehérje neve a hexon. A
kapszid 20 lapja 6sszesen 240 darab homotrimer hexonbdl épil fel. A kapszid 12
csucsan az un. penton talalhaté, mely a pentonbazis és a megnyult fiber egyittese. Az
aviadenovirusok esetében minden pentonbazis két fibert tartalmaz (Gelderblom és
Maichle-Lauppe, 1982). Mas fehérjék vagy szintén a kapszid felépitésében vesznek
részt (llla, VI, VIII és IX), vagy a viruskapszidon belil helyezédnek. Utébbiak tébbsége
a viralis DNS-hez kotott (V, VI, u, IVa2 és a termindlis fehérje), az egyetlen nem
asszocialt fehérje a viralis proteaz (Russell, 2009). Az V és IX fehérje csak a
masztadenovirusokban talalhaté (Harrach, 2008) (1. abra). A viralis fehérjéket elészor
rémai szamozassal nevezték el a poliakrilamid gélelektroforézises kép alapjan nagysag
szerint szamozva. Az el6sz6r romai egyessel (1) jeldlt fehérje késébb nem megfeleléen
disszocialt kapszidfehérjek egységének bizonyult, ezért ma a romai kettessel (ll,
hexon) kezd6d6 szamozast alkalmazzuk.

Az adenovirusok genomja lineéris, duplaszald DNS-genom, mely mindkét szalon
kodol. A jobbra atirédo szalat r, a balra atir6doét / szalnak nevezik. A genom hossza 26—
45 kbp. A genom két végén egy forditottan ismétiéd6 végszekvencia (inverted terminal

repeat, ITR) talalhatd, mely 36-368 bp hosszusagu. A genom DNS-szalainak 5
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végeihez kovalens kotéssel kotédik a terminalis fehérje (TP), a genomialis G+C-
tartalom 33,7-67,55% kozott valtozik. A genom kdzponti magja megdrzott az egész
viruscsaladban, mig a terminalis részek nagy kildnbségeket mutatnak a nemzetségek
k6zo6tt mind hosszban, mind géntartalomban, nemzetség-, faj- esetleg tipusspecifikus
géneket tartalmaznak (Davison et al., 2003; Harrach, 2008).

Az RNS-atszabast, a splicingot, az adenovirusok kutatasa soran irtak le el6szor,
toébb alternativ splice-helyet is leirtak a human adenovirus 2 és 5 esetében (Berk és
Sharp, 1977; Chow et al., 1977; Davison et al., 2003). A genom kozponti konzervalt
régiojaban a legtobb késdi gén a fé kés6i promodterrdl (major late promoter, MLP) irédik
at, mely a DNS-polimeraz génnel atfed. De maga a DNS-polimeraz, a terminalis
fehérje prekurzora (pTP) és a DNS-kétd fehérje (DNA binding protein, DBP) is k6zds
promoterrdl irddik at az ellenkezé szalon (Harrach, 2008).

A sejt fert6zésekor az elsédleges kapcsolat a fiber feje és a Coxsackie-
adenovirus-receptor (CAR) kapcsoldédasa révén jon létre. Ezutan a pentonbazis RGD
motivuma az integrinnel kapcsolddik, és a virion endocitézis 0tjan bejut a
citoplazmaba. Innen a sejtmagba jut, mikézben megtdrténik az uncoating, azaz a viralis
DNS kiszabadul a kapszidbdl. A sejtmagban térténik a replikacid, a viralis DNS
atircdasa és a virion Osszedllitodasa. Ez okozza a jellegzetes nuklearis
magzarvanyokat adenovirus fert6zés esetén (Jiang et al., 1999). A viralis DNS-t a
cellularis DNS-fuggé RNS-polimeraz Il irja at a genom mindkét szalardl 6t korai (E1A,
E1B, E2, E3 és E4), két atmeneti és a f6 késbi promotert alkalmazva. Egyes human,
majom- és tyuk-adenovirusok kodolnak un. virusasszocialt RNS-eket is, melyeket a
gazda DNS-figgé RNS-polimeraz Il enzime ir at, szereplk a gazda RNS-interferencia

valaszanak kikliszébolése (Andersson et al., 2005).

Il (hexon)

Il (penton
bazis)

Illa

IVa2

IV (fiber)

DNS
proteaz
terminalis
fehérje

1. dbra: Egy masztadenovirus virionjanak stilizalt keresztmetszete
Mivel a nukleoprotein mag szerkezete nem ismert, a DNS-hez kapcsol6dé fehérjék abrazolt
helyzete csak feltételezett. (Harrach et al., 2011; Stewart and Burnett, 1993)
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Az adenovirusok prekurzor fehérjéi (pllla, pVI, pVIl, pVIll, pX, pTP) a viralis
proteaz vagasa utan nyerik el végleges hosszukat, szerkezetiiket. A fehérjék érésének
fontossaga miatt a proteaz vagasi szignalok jol megérzéttek az adenovirusokban,
egyesek csak intragenerikusan, masok intergenerikusan is. Négyféle konszenzus
vagasi szignal ismert a prekurzor fehérjék szarmaztatott aminosavszekvenciajaban.
Ezek megléte kladisztikus markernek is tekinthet6 az adenovirusok esetében. J6 példa
erre a pVIl fehérje, amelynek elsé protedz vagasi szignalja llb tipusu (NTGW’G)
minden génuszban. A masodik vagasi szignal l-es tipusu [(M/L/I/V/IF)XGG’X] minden
maszt- és  sziadenovirusban, ll-es tipusu  [(M/L/IIVINIQ)X(A/IG)X'G] az
aviadenovirusokban és lll-as tipusu [(M/L/I)XAX'G] az atadenovirusokban (Anderson,
1990; Davison et al., 2003; Farkas et al., 2002; Vrati et al., 1996; Webster et al., 1989).

3.1.2. Az adenovirusok rendszertana

Az Adenoviridae csalad évtizedekig két nemzetséget foglalt magaba: az
eml8sokbél szarmazd virusokat a Mastadenovirus génuszba soroltak, a madarakbol
szarmazoakat pedig az Aviadenovirus génuszba. Az egy génuszba tartozd virusok
altalaban rendelkeztek kdzds komplementkétd antigénnel, de mindkét génuszban
hamarosan felismertek olyan virusokat, amelyek nem rendelkeztek a k6zos antigénnel.
llyen volt példaul néhany kérédz6-adenovirus, melyek lassabban is szaporodtak
sejttenyészeten, emelkedett hétirésiiek voltak, eltérd magzarvanyt képeztek és
patogénebbek is voltak a toébbi adenovirusnal.

A rendszertan megujitasara volt szlikség, ahol mar nem a gazdafaj rendszertani
helye, hanem a filogenetikai szamitasok alapjan mért evolucidés tavolsag a
rendszerezés alapja (Benkd et al., 1998). Véglil 2002-ben filogenetikai és
genomelemzésekre, valamint egyéb szempontokra tamaszkodva a Nemzetkozi
Virusrendszertani Bizottsag (ICTV) elfogadta az At- és a Siadenovirus génuszt (Benkd

et al., 2005), majd 2009-ben az Ichtadenovirus génuszt (www.ictvonline.org). Az Uj

génuszok létrehozasaval egyidében az ICTV eltérolte az aviadenovirusok Il és Il
szamozasu csoportjat; a Il csoport egyetlen tagja (turkey hemorrhagic enteritis virus) a
Siadenovirus, a lll csoport egyetlen tagja (egg drop syndrome virus) pedig az
Atadenovirus génuszba kerult (Harrach et al., 1997).

2002-ben kerult elfogadasra a faj meghatarozasa is az Adenoviridae csaladon
belll; a virusfajokat a gazdafaj utan nevezik el, ehhez a névhez az angol abécé egy
nagybetlijét teszik. Az egy gazdafajbdl izolalt virustipusokat emelked6 sorrendben
szamozzak, a rokon virustipusok alkotnak egy fajt (Benké et al., 2005; Davison et al.,
2003).
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A Mastadenovirus génusz minden tagja eml&soket fertéz, az Aviadenovirus
génusztol eredetileg az eltér6 gazdaspektrum mellett az eltér6 komplementkotd
antigének jelenléte alapjan kulonitették el. Az eddig megismert masztadenovirusok
genomja 30-38 kbp méretli, 40,8-63,8% kozotti G+C-tartalommal. Az ITR
masztadenovirusokban a leghosszabb (93—-368 bp) és legdsszetettebb, tobb cellularis
faktor kotdhelyét tartalmazza. Az V és IX strukturdlis fehérjéket csak
masztadenovirusokban talaljuk meg (Harrach, 2008). Sok emlésb8l mutattak mar ki
adenovirust, természetesen a legkutatottabb terilet a human adenovirusoké. Jelenleg
legalabb 54 human tipust ismerink (Ishiko és Aoki, 2009), de szamuk folyamatosan
emelkedik. Ezek altaldban akut léguti, gasztrointesztinalis vagy okularis fertézést
okoznak. Allatorvosi jelentésége van tébb masztadenovirusnak is, a kutya-
adenovirus 1 a Rubarth-kort, vagy mas néven a kutya fert6z6 majgyulladasat okozza.
A szarvasmarha- és juh-adenovirusok tlidé- és bélgyulladast (Rusvai és Fodor, 1998),
a sertés-adenovirusok kilénféle megbetegedéseket okoznak (Nagy és Tuboly, 2000).

Az Atadenovirus génusz ismert gazdaspektruma tagabb: kér6dzék, pikkelyes
hillék, madarak és egy erszényes emlds (kdzdnséges rokakuzu) (Both, 2002;
Thomson et al., 2002). A génuszt eredetileg a masztadenovirusoktél nagyon elkilénilé
kér6dzé-adenovirusok besorolasara létesitették (Benké és Harrach, 1998), neve ezek
magas A+T-aranyara utal. De filogenetikai elemzések ide helyezték az egg drop
syndrome virusat (kacsa-adenovirus 1, korabban a lll-as csoportba tartozé
aviadenovirus) (Harrach et al., 1997; Hess et al., 1997) is. HUll6k célzott vizsgalata
kideritette (Harrach, 2000), hogy a pikkelyes hill6kben is ebbe a génuszba sorolhato
adenovirusok fordulnak el6 (Benké et al., 2002; Farkas et al., 2002; Papp et al., 2009;
Wellehan et al., 2004) is. Ezek azonban meglepé mddon kiegyensulyozott A+T-aranyu
genommal rendelkeznek. Az atadenovirusok genomja 28-33 kbp hosszu, ITR-Uk 46—
118 bp, a nem hill6 eredetl virusok G+C-tartalma pedig 33,7-43,0% (Harrach, 2008).

A Siadenovirus génuszt a aviadenovirusok kézul eltavolitott (ott 1l-es csoportba
tartozé) 3-as tipusu pulyka-adenovirusnak (turkey hemorrhagic enteritis virus)
(Pitcovski et al., 1998) és az 1-es béka-adenovirusnak (Davison et al.,, 2000)
alapitottak (Davison és Harrach, 2002). A 3-as tipusu pulyka-adenovirus vérzéses
bélgyulladast okoz pulykakban, marvanylép betegséget facanokban és
Iépmegnagyobbodast tylukokban (Pierson és Fitzgerald, 2008). A génusz a nevét az
ide tartozé virusokban talalt szialidazszerii génr6l kapta. A sziadenovirusok
rendelkeznek a legrévidebb genommal az Adenoviridae csaladon belll (~26 kbp), ITR-
Uk 36-39 bp hosszu, G+C-tartalmuk 35-38% (Harrach, 2008). Korabban feltételezték,
hogy esetleg a sziadenovirusok képviselik a kétéltliek adenovirusait. Ujabban azonban

tovabbi sziadenovirusokat mutatnak ki madarakbdl és teknésbél is (Kovacs és Benké,
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2009; Kovacs és Benkd, 2011; Rivera et al.,, 2009; Wellehan et al., 2009). Ezért e
génusz gazdaeredete tovabbra is kérdéses.

Az Ichtadenovirus génusz a legfrissebben elfogadott nemzetség a csaladban.
Jelenleg egyetlen tagja van, a fehér tokbodl (Acipenser transmontanus) izolalt fehér tok-
adenovirus 1 (Benkd et al., 2002; Kovacs et al., 2003).

3.1.3. Az adenovirusok evolucidja

Az adenovirusok jelenleg ismert 6t nagy csoportja nagyjabdl a gerincesek 6t
osztalyanak felel meg. Ennek alapjan sziiletett a hipotézis az adenovirusok gerinces
gazdaikkal térténé koevolucidjara vonatkozéan (Benkd és Harrach, 2003). Az eredeti
elmélet szerint az atadenovirusok a hiillékkel, a sziadenovirusok pedig esetleg a
kétéltlekkel egyltt fejlédétt adenovirus leszarmazasi vonalat képviselik. Ezt
alatamasztja az adenovirusok proteaz génszekvenciaibdl és a gazdak riboszomalis
RNS-szekvenciaibdl szarmaztatott filogenetikai fak hasonlésaga (Harrach, 2000). Az
elmélet szerint az adenovirusok mar az 6si gerinceseket is fert6zték, és ahogy a
gerincesek divergalddtak, vellk fejlédtek virusaik is. Ezutan persze gazdafajvaltasok is
lezajlottak, igy fert6zhetnek pl. atadenovirusok kérédzéket is. A gazdak sajat, eredeti
virusai altalaban kevésbé patogének, mivel alkalmazkodtak a gazdahoz. A gazdat valté

virusok azonban altalaban patogénebbek (Benkd és Harrach, 2003).

3.2. Az Aviadenovirus génusz

A jelenlegi Aviadenovirus nemzetség tagjai csak madarakat fertéznek, és mind
rendelkeznek egy génuszspecifikus kozés komplementkété antigénnel. A
nemzetségben hivatalosan hét faj talalhaté: a tyuk-adenovirusok 5 faja (A-E), a
sélyom-adenovirus A (Tomaszewski és Phalen, 2007) és a liba-adenovirus. Ilde
sorolhaté tovabba a kacsa-adenovirus B, a galamb-adenovirus (Hess et al., 1998), a
pulyka-adenovirus B (Ursu et al., 2003), valamint a Meyer aranyosvallu papagajanak
adenovirusa (Wellehan et al., 2005) és a papagajforma madarak adenovirusa (Harrach
és Kajan, 2011; Lischow et al., 2007), de ezek egyelbére csak javasolt, de hivatalosan
még nem jovahagyott fajok. lIzolaltak aviadenovirust tovabba pézsmarécébdl is
(Bouquet et al., 1982).
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A nemzetség fajdemarkacids kritériuma szerint egy Uj faj elkilonitéséhez a faj
tagjanak (tagjainak) az alabbi szempontok tébbsége szerint el kell kilénulnie a tébbi
aviadenovirus faj tagjaitél (Harach et al., 2011):

o filogenetikai tavolsag (>5-15% els6dlegesen a DNS-polimeraz gén
szarmaztatott aminosavszekvenciajanak tavolsagi matrix analizisére
alapozva)

e genomszervezddés (jellemzéen a genom jobb végén talalhaté ORF-ek
szama)

e RFLP analizis

e gazdaspektrum

e patogenitas

e keresztneutralizacio

o rekombinacios képesség

Az Aviadenovirus génusz leginkabb kutatott tagjai a tyuk-adenovirusok, rajtuk
Kivll a tébbi tipus genomjabdl csak téredékszekvenciak ismertek. Kivétel a soélyom-

adenovirus 1, melynek genomjabdl ismert 6257 bp (Schrenzel et al., 2005).

3.3. Pulyka-adenovirusok

Pulykakbdl korabban két adenovirus tipust irtak le. A kés6ébb TAdV-1-nek
elnevezett virust elészér a 70-es évek elején izolaltak Eszak-irorszagban kétéhartya-
gyulladast, vesegyulladast és légzsakgyulladast mutaté madarakbodl, de tapasztaltak
hasonloé tiineteket mas esetben is, amikor nem jart sikerrel a virusizolalas (Scott és
McFerran, 1972). Napos pulykdk sejtzarvanyos majgyulladasabol egy masik
adenovirust izolaltak, ami késébb elvégzett fert6zési kisérletek szerint gyenge
(szuboptimalis) keltetési eredményt okoz (Guy és Barnes, 1997; Guy et al., 1988). A
pulyka-adenovirusok ket tipusat TAdV-1 és -2 néven el6szér 1980-ban emliti a
szakirodalom (Adair et al., 1980), de DNS-szekvencia eddig nem jelent meg egyikbdl
sem. Tovabbi adenovirusokat izolaltak Iéguti tineteket mutatd pulykakbdl is (Crespo et
al., 1998; Simmons et al., 1976; Sutjipto et al., 1977) de ezeket nem hasonlitottak
szerologiai vagy egyéb mobdszerekkel a belfasti TAdAV-1 és -2 tipushoz. A
szekvenciaadatok hianyaban pedig eddig hivatalosan virusfajba se lehetett besorolni
ezeket a TAdV tipusokat (Benkd et al., 2005).
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3.4. Liba-adenovirusok

Libak bélsarabdl és befulladt tojasokbdl el6szdr hazankban izolaltak olyan
adenovirust, amely szerolégiailag elkilénithetd volt a tyuk-adenovirusoktdl (Csontos,
1967). Az izolatumok és a tyuk-adenovirusok kozott nem volt kimutathatd szeroldgiai
kapcsolat. Késdbb Zsak és Kisary (1984a) 7 torzset izolaltak 2—4 hetes libak majabdl
és belébdl, és ezeket a genom restrikciés enzimes emésztéssel adott mintazata
alapjan 3 tipusba soroltak. Kimutattak, hogy a liba- és tyuk-adenovirusok ko&zos
komplementkoté antigénnel rendelkeznek, és hogy az izolatumok nem patogének,
allatkisérletekben meég sulygyarapodas-csokkenést sem okoznak. Ugyanakkor
beszamoltak arrél, hogy a magyar tenyészetek nagy része fertézott liba-adenovirussal.
Ezzel egyidejlileg Kanadaban is beszamoltak egy liba-adenovirus tdrzs izolalasaral,
mely sejtzarvanyos majgyulladast és 25%-os elhullast okozott 8—28 napos libakban
(Riddell, 1984). Késébb ugyanitt léguti tlneteket mutatd Kkislibakbdl izolaltak
adenovirust, az elhullas ekkor 12%-o0s volt a 4—11 napos libak kézétt (Riddell et al.,
1992). A virusok tipizalasat azonban nem végezték el, a 1égzdszervi tineteket el6idézé
virus nagy valdészinliséggel az EDS virus lehetett. Németorszagban 1998-ban nagy
lilikben (Anser albifrons), vetési ludban (Anser fabalis) és haziludban is kimutattak
adenovirusok elleni ellenanyagokat (Hlinak et al., 1998; Kaleta et al., 1998).

Az EDS virust is kimutattéak libakbdl (Bartha et al., 1982), de ez kacsakban is
igen gyakori volt, ezért lett a virus hivatalos neve kacsa-adenovirus 1. Feltételezhetéen
ez a virus a libahoz is adaptalédott, hiszen ellenanyag a legtébb magyar allomanyban
kimutathaté volt ellene, de kisérletes fert6zéssel még mikroszképikus lézidkat se tudtak
el6idézni, és a tojastermelést, a tojas mindségét sem befolyasolta (Zsak et al., 1982).
Azonban egyes esetekben heveny léguti megbetegedést is okozhat kislibakban
(Ivanics et al., 2001); és a Kinaban nagy gazdasagi karokat okozo, kislibak 0j tipusu
viralis bélgyulladasat (new type gosling viral enteritis) is egy EDS térzs okozza (Cheng
et al., 2001). A virus fibrines elhalasos bélgyulladast, és kdvetkezményes bélelzarédast
okoz 30 napos kor alatt. A sorozatos vizsgalatok tdbbek kozoétt kimutattak a virusrdl,
hogy intracitoplazmatikus sejtzarvanyokat és apoptozist okoz kacsa embrionalis
fibroblasztsejteken (Chen et al., 2008a; Chen et al., 2008b). Kisérletes allatfertézés
utan immunhisztokémiai modszerrel a kislibak limfoid- és emésztészerveiben (majban,
hasnyalmirigyben is), a szivizomban, a vesében, a nagyagyban és a kisagyban
mutattak ki a virust (Chen et al., 2009a, b; Chen et al., 2010a). 2010-ben egy inaktivalt
vakcinardl is beszamoltak, melyet rekombinans liba interleukin-2-vel kombinaltak
(Chen et al., 2010b; Chen et al., 2011), és allatkisérletekben kedvezé eredményeket

értek el vele.
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3.5. Tyuk-adenovirusok

A tyuk-adenovirusoknak 12 tipusat kilonitették el szeroldgiai modszerekkel
(McFerran et al., 1972; McFerran és Connor, 1977; McFerran és Smyth, 2000). Mivel
azonban a létrehozott eurdpai, japan és amerikai térzsgyljteményekben mas-mas
prototipustdrzsek szerepeltek, és a szerotipus szamozasuk nem volt egyeztetve, ez
maig feloldatlan félreértéseket eredményez. A 2000-ben megjelent virusrendszertani
jelentésben azonban mar minden viruscsalad esetében kotelezé volt a faj
meghatarozasa. Az adenovirusoknal tébb hasonlé tulajdonsaggal rendelkezd
szerotipust soroltak egy fajpa. A tyuk-adenovirusok besorolasahoz a restrikcios
enzimes mintazat alapjan korabban kialakitott csoportokat vették alapul (Zsak és
Kisary, 1984b). Kézben megjelentek az els6é DNS-szekvenciak is. Az atszamozasok
megelézése érdekében ekkor a régi eurdpai szerotipus szamozast vették figyelembe,
és az egyébként egymashoz nagyon koézeli két tipust 8a és 8b névvel lattak el. Sajnos
a kulénbo6z6 laboratoriumokban a prototipus torzsek azonossaga még ma sem teljesen
megbizhatd. Kés6bb a hexon génre alapozott filogenetikai szamitasok is
megerésitették (Meulemans et al.,, 2004; Raue és Hess, 1998) a FAdV tipusok

beosztasat, mely az alabbi tablazatban olvashato (1. tablazat).

1. tablazat: A tyuk-adenovirus tipusok rendszertani beosztédsa

Faj Tipusok Jellegzetes torzsek
Fowl adenovirus A FAdV-1 CELO

Fowl adenovirus B FAdV-5 340

Fowl adenovirus C FAdV-4, -10 KR5, C-2B

Fowl adenovirus D FAdV-2, -3, -9, -11 685, SR49, A2, 380
Fowl adenovirus E FAdV-6, -7, -8a,-8b CR119, X11, 58, 764

A tyuk-adenovirusok terjedése vertikalisan, tojason at és horizontalisan,
altalaban bélsarral térténhet. Allattartd telepeken a fertézott allomanyok altalaban 3
hetes koruktdl kezdik a virus Uritését nagyobb mennyiségben. Ezutan perzisztens
fertézés alakulhat ki, és akar egész életen at hordozhatjak a virust a tyukok. A
virusUrités stressz—mint példaul tojasrakas—hatasara Ujra megjelenhet, igy fertézve a
kdvetkezd generaciot. Egy allomanybdl sokszor tébb tipus is izolalhato, féleg ha az
allomanyt tdbb kisebb allomany egyesitésével hoztak létre (Adair és Fitzgerald, 2008;
Smyth és McNulty, 2007).

Aviadenovirusokat a hazityukok sokféle megbetegedésébdl izolaltak mar, a

biztosan adenovirussal 6sszefliggé leggyakoribb kérkép a sejtzarvanyos majgyulladas,
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a hydropericardium szindroma és a zuzégyomorfekély, amelyek jellegzetességei az
alabbiakban foglalhatéak dssze.

A sejtzarvanyos majgyulladast (inclusion body hepatitis, IBH) a napi elhullasok
hirtelen emelkedése (2-10%) jellemzi, mely néhany napig tart. Féleg 3-7 hetes
brojlerekben fordul el6. A tulélékre borzolt tollazat, bagyadtsag jellemzd, esik a
takarmanyhasznositas és a sulygyarapodas. A betegség tipikus korbonctani
elvaltozasai az anaemia, az elszort vérzések a sziv kilsé hartyaja alatt és a
vazizomzatban is. A maj megnagyobbodott, térékeny, sapadt, benne vérzések és
gombostifejnyi-lencsényi gyulladasos-elhalasos gécok talalhatéak. Szdvettanilag a
majsejtek magjaban jellegzetes zarvanyok lathatéak. Bar szinte minden szerotipusu
tyuk-adenovirust izolaltak mar sejtzarvanyos majgyulladasban elhullott csirkékbdl,
leggyakrabban a FAdV-E (FAdV-6, -7, -8a, -8b), vagy FAdV-D (FAdV-2, -3, -9, -11) faj
tipusai mutathatéak ki (Ojki¢ et al., 2008a; Ojki¢ et al.,, 2008b). A betegség
kialakulasaban sokszor szerepe van valamilyen immunszupressziv hatasnak, pl. a
fert6z6 bursitis virusanak (Adair és Fitzgerald, 2008; Smyth és McNulty, 2007).

A hydropericardium szindréoma hasonlé a sejtzarvanyos majgyulladashoz, de
mind a morbiditas, mind a mortalitds magasabb (30-60%). Az elhullott allatok
szivburka szalmasarga savoval telt, tid66déma figyelhetd meg. A maj duzzadt és
sargas, a vesék is duzzadtak. Szdvettanilag szintén magzarvanyok figyelhetéek meg a
majban. A betegséget a FAdV-4 tipushoz (FAdV-C faj) kétik (Adair és Fitzgerald, 2008;
Smyth és McNulty, 2007).

Japanban a FAdV-1 tipusrdl (chicken embryo lethal orphan, CELO; FAdV-A faj)
leirtak, hogy fiatal brojlerekben zuzégyomorfekélyt okoz. Klinikai tineteket a mortalitas
megemelkedésén kivul nem tapasztaltak. Korbonctani vizsgalatok soran viszont a
zuzogyomor véres folyadékkal telt, és nyalkahartyajaban véres alapu fekélyek
figyelhetéek meg, melyek a keratinbélés folytonossagi hianyat okozzak (Adair és
Fitzgerald, 2008). A molekularis vizsgalatok szerint a virus fiber génjében medfigyelt
variaciok esetleg 0Osszefiiggésben allhatnak a Japanban izolalt térzsek koérokozé
képességének valtozasaval (Okuda et al., 2006), de az eurdpai térzsek vizsgalatakor
nem talaltak hasonl6 dsszefliggést (Marek et al., 2010b).

Ugyancsak a FAdV-1 (CELO torzs) furjekben sulyos léguti tlineteket, un.
furjbronchitist okoz, mely akar 50%-os mortalitassal is jarhat (Reed és Jack, 2008;
Smyth és McNulty, 2007).

Tyuk-adenovirusok izolalhatoak léguti tineteket mutatd tyukokbdl is, de ezek
elsédleges szerepét itt nem feltételezik. Léguti tunetek kialakitdsahoz
immunszupresszalé tényez6k kozrejatszasa is szikségesnek latszik (Adair és
Fitzgerald, 2008; Smyth és McNulty, 2007).
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Munkam kezdetekor az egész Aviadenovirus génuszban csak két FAdV tipus
telies genomja volt ismert, nevezetesen a FAdV-1 (FAdV-A faj) (Chiocca et al., 1996)
és FAdV-9 (FAdV-D faj) (Ojki¢ és Nagy, 2000) tipusoké. A FAdV-8 (FAdV-E faj)
genomjanak telijes szekvenciajat csak nemrég kozoélték (Grgi¢ et al., 2011). De
részleges szekvenciakat mar meghataroztak a FAdV-C faj tipusaibdl is. Ismertek a faj
mindkét tipusabdl a genomok terminalis régiéi (Corredor et al., 2008; Corredor et al.,
2006), tovabba a FAdV-4 tipusbdl a hexon (Ganesh et al., 2001), a FAdV-10 tipusbdl
pedig tébb szekvencia is (Sheppard et al., 1995; Sheppard és Trist, 1992; Sheppard és
Trist, 1993; Sheppard et al., 1998a). Legkevesebb ismerettel a FAdV-B faj egyetlen
tipusanak (FAdV-5) genomjardl rendelkeziink (Hanson et al., 2006; Meulemans et al.,
2004).

A tyuk-adenovirusok genomkutatasanak az is lendiletet ad, hogy potencialis
génvektorként tartjak szamon &6ket nagy genomjuk miatt (Corredor és Nagy, 2010;
Francois et al., 2004; Francgois et al., 2001; Johnson et al., 2003; Johnson et al., 2000;
Ojkic és Nagy 2001; Ojkic és Nagy, 2003; Sheppard et al., 1998c).

Az Adenoviridae csaladon belil az aviadenovirusokat képvisel§ tyuk-
adenovirusok genomijat talaltak a leghosszabbnak. Példaul a FAdV-1 és FAdV-9 teljes
genomjanak hossza 43.804 és 45.063 bp. G+C-tartalmuk 53,8-59%, az ITR-ek
rovidebbek, mint a  masztadenovirusoknal (51-72 bp). A  féemlbs-
masztadenovirusokban leirt dUTP-pirofoszfataz (dUTPaz) gén homoldgja az
aviadenovirusokban is megtalalhato, jollehet a masik genomvégen (Harrach, 2008).

Erdekes modon két masik viruscsalad egy-egy génjének homoldgja is eléfordul a
FAdV-okban. Ezek egyike a parvovirusok NS1 (non-structural 1, Rep protein) génje,
melynek homoldgja (esetenként tébb példanyban is) a genom bal végén az | és az r
szalon talalhaté meg (Chiocca et al.,, 1996; Corredor et al., 2006; Washietl és
Eisenhaber, 2003). A masik a Marek-betegséget okozd herpeszvirus lipaza, mely az

aviadenovirusok triacilglicerol-lipaz génjével mutat homoldégiat (Ojki¢ és Nagy, 2000).

2. abra: A 9-es szerotipusu tyuk-adenovirus elektronmikroszkdpos képe uranil-acetattal
negativan festve
A képen lathaté a tyuk-adenovirusok dupla fibere. A lépték 100 nm. (Gelderblom és Maichle-
Lauppe, 1982)
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A kés6i gének tyuk-adenovirusokban is a f6 kés6i promaéterrdl (MLP) irédnak at,
de nem haromosztatu leadert (tripartite leader) alkalmazva, mint a
masztadenovirusoknal, hanem csak kétosztatut (bipartite leader) (Ojki¢ et al., 2002;
Sheppard et al., 1998b). A tyuk-adenovirusok virionjanak jellegzetessége, hogy minden
csucsan keét fibert tartalmaz vertexenként (Gelderblom és Maichle-Lauppe, 1982) (2.
abra). A FAdV-1 esetében ezek eltér§ hosszusaguak, és a genomban is két fibert
kédold gént talalunk (Chiocca et al., 1996). A tobbi tipus esetében egyforma hosszuak,
és a FAdV-8 és -9 genomjaban csak egy fiber gént talalunk (Grgi¢ et al., 2011; Ojki¢ és
Nagy, 2000). Az aviadenovirus genomok jobb végén sok ismeretlen funkcioju nyilt
leolvasasi keretet talaltak, melyek tdbbsége még nincs jellemezve. A FAdV-1 GAM-1
fehérjéjérél (ORF8 kdodolja) kimutattak, hogy antiapoptotikus hatasu (Chiocca et al.,
1997), és az ORF22 altal kodolt fehérjével egyltt kapcsolédik a retinoblasztéma

fehérjéhez, és aktivalja az E2F rendszert (Lehrmann és Cotten, 1999).

3.6. Az aviadenovirusok, tyuk-adenovirusok mo-
lekularis diagnosztikaja

Kezdetben az izolalt FAdV tdrzsek szerotipusokba sorolasa a virusneutralizaciés
probak eredménye alapjan toértént. A szerotipusok szamanak gyors emelkedése a
szerologiai vizsgalatokat egyre munkaigényesebbé, nehézkesebbé tette. Egy (i
szerotipus megallapitasahoz szikség lett volna a teljes referenciatérzs és savo
gyljteményre, ami azonban nem mindendtt allt rendelkezésre. Még a fdbb
referencialaboratériumokban is eléfordult az egyes térzsek keveredése, félretipizalasa.

A PCR megjelenése utan nem sokkal mar megprébaltak olyan primereket
tervezni, amelyek az izolatumok azonositasara alkalmas lehet. Kezdetben a hexon gén
volt az ilyen PCR-ek célpontja, mert a szerolégiai reakciok szempontjabdl is ez a
legfontosabb fehérje. llyen Raue és Hess (1998) PCR-e, mely ugyan a FAdV-5 tipust
nem mutatta ki, de az EDS virustdl valo differencialasra alkalmas volt. 1999-ben
publikaltak egy ujabb PCR-t FAdV-ok detektalasara (Xie et al., 1999). Meulemans és
mtsai (2001; 2004) PCR-ével mar az 6sszes FAdV tipust ki lehetett mutatni, és a PCR-
termék szekvenciaanalizisével a pontos tipust is meg lehetett hatarozni. Késdbb
terveztek még altalanosabban hasznalhat6 PCR-eket, mellyel a FAdV-ok mellett az
EDS virust és a THEV-et is detektalni lehet (Mase et al., 2009; Raue et al., 2005).

A DNS-figgé DNS-polimeraz génre iranyulé PCR-médszerek kozil (Hanson et
al., 2006; Thomson et al.,, 2002) a legszélesebb kdérben alkalmazhaté Wellehan és
mtsai kétkéroés PCR-e (2004), mely degeneralt konszenzus primereket alkalmaz, és

eredetileg Uj gyik-adenovirusok kimutatasara tervezték. Széles detektalospektrumat
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kihasznalva akar eddig ismeretlen adenovirusok kimutatasara is hasznaljak példaul a
Mez6gazdasagi Szakigazgatasi Hivatal Allategészségiigyi Diagnosztikai
Igazgatésagan. A két emlitett f6 célpont mellett, ezektdl eltéré PCR moddszert is leirtak
(Jiang et al., 1999).

A kozelmultban ujabb modszereket is elkezdtek alkalmazni a tyuk-adenovirusok
diagnosztikajaban: megjelent a valds ideji PCR és a termékek nagy felbontasu
olvadasgoérbe-analizise (Marek et al., 2010a; Steer et al., 2009), valamint a

piroszekvenalas (Pizzuto et al., 2010).
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4. Anyag és modszer

4.1. A virusok eredete, izolalasa és tisztitasa

Egy hazai izolalasu pulyka-adenovirus torzset vizsgaltunk, amelyet dr. Palya
Vilmos izolalt léguti tineteket mutatd, 10 hetes pulykakbadl csirkeembrié majsejteken. A
torzs neve, melyet vizsgalataink utan a pulyka-adenovirus 1 (azaz turkey adenovirus 1,
TAdV-1) prototipus térzsének javasolunk, D90/2 volt. Hasonloképpen a liba-
adenovirus 1 (goose adenovirus 1, GoAdV-1) prototipus torzsének javasoljuk a P29-es
jelzési dr. Palya Vilmos altal szintén hazankban libaembrié majsejteken izolalt virust. A
tovabbiakban TAdV-1 és GoAdV-1 néven targyalom ezeket.

Mindkét virus esetében, amikor a citopatogén hatas maximalis volt, a sejteket
haromszori fagyasztas-olvasztasi ciklusnak vetettik ala, hogy kiszabaduljanak a
sejthez kotott virionok, majd alacsony sebességl centrifugalassal eltavolitottuk a
szovettdrmeléket. A fellluszét Beckman XL-90 tipusu ultracentrifugan SW-28 rotorral
24.000 rpm fordulatszamon 1,5 6ran at centrifugaltuk a virionok koncentralasa
érdekében, majd az lGledéket 2 ml TE (10 mM trisz-(hidroximetil)-amino-metan, 1 mM
etilén-diamin-tetraecetsav, pH 7,9) pufferben reszuszpendaltuk.

Osszehasonlitas céljabdl a korabban publikalt TAdV-1 és -2 tipusok prototipus
torzseit is vizsgaltuk, melyeket Brian M. Adair bocsatott rendelkezéslinkre, és a John
Brian McFerran altal alapitott aviadenovirus referencia torzsgyijteménybdl szarmaztak
Belfastbdl (McFerran és Smyth, 2000).

Vizsgaltuk tovabba egy prototipus FAdV-torzsgyljtemény 10 torzsét (FAdV-2-8b,
-10, -11) is, melyeket dr. Révész Tamas bocsatott rendelkezésiinkre az akkori
Orszagos Allategészségiigyi Intézetbdl. A térzsgyljtemény szintén a fenti belfasti
referencia toérzsgyljteménybél szarmazott.

Aviadenovirusos fert6zottségre gyanus  gyakorlati  esetekbdl — mintakat
(szervdarabokat, mint maj és bél, vagy ezekbdl kivont DNS-t) vagy izolatumokat
kaptunk a Mez6gazdasagi Szakigazgatasi Hivatal Allategészségiigyi Diagnosztikai
Ilgazgatésaganak budapesti és debreceni intézeteibél, a Szent Istvan Egyetem

Allatorvos-tudomanyi Kararél valamint kiilféldi kollégaktdl is (2. tablazat).
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2. tdblazat: A disszertacidban targyalt, gyakorlati esetekbdl sza&rmazé mintak dsszefoglalasa

Minta jele Szarmazasi orszag Kérbonctani lelet
balkani gerle 5958 Magyarorszag
fekete rigd Magyarorszag
fekete rigd 1482 Svajc
fekete rigd 1486 Svajc
fekete rigé 1729 Ausztria
fekete rigé 1773 Ausztria
feny6pinty 6625 Magyarorszag
jégmadar Magyarorszag
kacsa 11697 Magyarorszag
karvaly 5696 Magyarorszag
karvaly 6438 Magyarorszag
liba 758 Magyarorszag
liba 763 Magyarorszag
liba 1036 Magyarorszag hydropericardium
pulyka 5267 Magyarorszag
pulyka 18054 Magyarorszag
széncinege 1659 Ausztria
tyuk 143 Magyarorszag
tyuk 1308 Magyarorszag
tyuk 5865 Magyarorszag
tyuk 6474 Magyarorszag
tyuk 6528 Magyarorszag
tyuk 6651 Magyarorszag
tyuk 7910 Magyarorszag
tyuk 8844 Magyarorszag
tyuk 12798 Magyarorszag
tyuk 13198 Magyarorszag
tyuk 15319 Magyarorszag
tyuk 15688 Magyarorszag
tyuk 15843 Magyarorszag
tyuk 17479 2b Magyarorszag
tyuk 18285 Magyarorszag
tyuk 29432 Magyarorszag
tyuk 30909 Magyarorszag
tyuk 31553 Magyarorszag
tyuk 38259 Magyarorszag
tyuk HPI 07 Magyarorszag
tyuk HPI 08 Magyarorszag
tyuk lengyel Lengyelorszag zuzoégyomorfekély
veréb 1488 Svajc
veréb 1498 Svajc
veréb 1504 Svajc
veréb 1505 Svajc
veréb 1514 Svajc
zo6ldike 1675 Magyarorszag
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4.2. A viralis DNS kivonasa

A virionokbdl fenol segitségével tisztitottuk a DNS-t. Egy eppendorf csében a
virusszuszpenziot 0,5% natrium-dodecil-szulfat és 1,25 uM etilén-diamin-tetraecetsav
jelenlétében 50 uM proteinaz K enzimmel emésztettiilk 400 ul végtérfogatban 4 6ran
keresztul 37 °C-on. Ezutan az oldathoz azonos mennyiségi, TE pufferrel (pH 8,0)
telitett fenolt adtunk, és kiméletesen, de alaposan 6sszekevertiik. A vizes és szerves
fazist 5 perces 3.800 xg gyorsulason végzett centrifugalassal kilonitettik el, majd a
fels, vizes fazist Uj csébe tettlk. A fenolos kezelést kétszer megismételtik. Az utolséd
vizes fazist Uj cs6be tettik, és azonos térfogatu kloroform:izoamil-alkohol (24:1 aranyu)
keverékkel elegyitettik a fenol maradvanyok eltavolitasa céljabdl. A vizes fazist ismét
Uj csébe tettlk, és a reakcidelegybdl 0,3 M végkoncentracioju natrium-acetat (pH 5,3)
és -20 °C-os abszolut etanol segitségével a DNS-t kicsaptuk. A csdvet egy éjszakan at
-70 °C-on tartva fokoztuk a precipitaciot. A keletkezett csapadékot 30 perces 18.000 xg
gyorsulassal végzett centrifugalassal Ulepitettik 4 °C-on, a fellluszot elontéttik, majd a
csapadékot 500 pl -20 °C-os 70%-0s etanollal mostuk. Ezutan 10 perces 18.000 xg
gyorsulassal végzett 4 °C-os centrifugalast kdvetden a felliliszét eldontottik, és a DNS-t
révid szobahdmeérsékleten térténé szaritas utan 100 pl ultrasziirt steril vizben oldottuk
fel.

4.3. DNS kivonasa szervmintakbol

Kilénb6z6 hazai, illetve kulféldi laboratériumokbdl kapott szervmintakbdl a teljes
DNS-t egy guanidin-HCI alapu mddszerrel vontuk ki Dan és mtsai (2003) utmutatasa
alapjan. Eszerint a szervbél eltavolitott borsnyi darabot homogenizaltuk 200 pul TE
pufferrel. A homogenizatumbdl 100 pl-t eppendorf csében 10 ul 10%-os szarkozillal és
4 ul 20 mg/ml-es proteinaz K enzimmel elegyitettik. A reakcidelegyet keverés utan 16
6ran at 55 °C-on inkubaltuk. Ezutan hozzaadtunk 300 pl 8 M-os guanidin-HCl-ot és 20
ul 7,5 M-os ammonium-acetatot, majd egy keverés utan, 20 percenként ismét
megkeverve, 1 6ran at inkubaltuk szobahémérsékleten. A reakcidelegyhez 1 ml -20 °C-
os abszolut etanolt adtunk, majd keverés utan 12 percig centrifugaltuk 18.000 xg
gyorsulassal. A fellluszot elontdttik, a kicsapddott DNS-t 1 ml -20 °C-os 70%-0s
etanollal mostuk. 5 perces centrifugalas (18.000 xg) utan a fellluszot elontéttik, és a
DNS-t révid szobahémérsékleten torténd szaritast kdvetéen 50 ul ultraszlrt steril
vizben oldottuk fel. Ha a cs6ben emésztettlen szévethomogenizatum maradt, a DNS

vizes oldatat egy révid centrifugalas utan uj csébe emeltik at.
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4.4. Gélelektroforézis

A DNS-t agaréz gélelektroforézis segitségével vizualizaltuk. Ehhez 0,8-1,5%-0s
agaroz géleket hasznaltunk a vizsgalt DNS-darabok méretétdl fliggéen. Az agardz gélt
TAE (trisz-ecetsav-EDTA) pufferben (Sambrook et al., 1989) készitettik el, és a
géleket ebben a pufferben is futtattuk. A géléntéshez és a futtatashoz Bio-Rad gélontd
talcakat, féslket, horizontalis kadakat és tapegységeket hasznaltunk. A gélek GelRed
(Biotium) festéket tartalmaztak 10.000x higitasban a DNS festésére. A mintafelvivd
puffer 2,5 mg/ml bromfenolkéket és 400 mg/ml szahardzt tartalmazott. A futtatas utan
302 nm hullamhosszu ultraibolya fényben fényképeztiik a géleket Kodak Gel Logic 212
készllék segitségével. A felvételeket a Kodak Molecular Imaging szoftver 5.0.1.27

verzidjaval jelenitettlik meg és szerkesztettik.

4.5. A viralis DNS klonozasa

A pulyka-adenovirus 1 genomjat BamH]I restrikciés endonukleazzal (Fermentas)
hasitottuk a gyarté utasitasai szerint 2 6ra inkubacios id6ével. Etanolos kicsapas utan
10 wl ultrasziirt steril vizben visszaoldottuk a fragmentumokat. Ezeket BamHI enzimmel
vagott pBluescript Il KS plazmidba (Fermentas) ligaltuk T4 DNS-ligazt hasznalva; a
reakcid egy éjszakan at (16 6ra) zajlott 16 °C-os vizfirdében. A nagyobb
fragmentumokat késébb Pstl restrikcidos endonukleaz alkalmazasaval szubklonoztuk. A
genomvégeken, a fenolos kezelés ellenére, a virdlis DNS 5 végén megmarado
terminalis fehérje (TP) maradvanya rendszerint meggatolja a klonozast. Ezért klonozas
el6tt a genomvégeket lugos kezelésnek vetettik ala (Zakharchuk et al., 1993). A
BamHI végfragmentumokat EcoRV és BamH| enzimmel vagott pBluescript Il KS
plazmidba (Fermentas) klonoztuk.

A liba-adenovirus 1 genomjanak nukleotidsorrendjét az ugynevezett shotgun
szekvenalasi moddszerrel hataroztuk meg. Ehhez a kivont DNS-t ultrahangos
kezeléssel nem specifikus modon toérdeltik. A keletkezett fragmentumokat 1%-os
agardz gélen szeparaltuk, és a 600-1500 bp mérettartomanyba estket a kivagott
géldarabbdl kinyertik. A megfelel6 méretl fragmentumokat pSTBlue1 Perfectly Blunt
Cloning kit (Novagen) segitségével klénoztuk a gyarté utasitasai szerint.

A ligalasi reakcio 1 ul-ével Escherichia coli baktérium DH5a vagy TOP10 torzsét
transzformaltuk kalcium-klorid hésokk vagy elektroporacié segitségével. Utdbbi
esetben 2 mm-es réssel rendelkezé kivettakat hasznaltunk, Easyject Plus (Equibio)
készllékben 2500 V-os feszlltséget, 25 uF elektromos kapacitast és 201 Q-os

ellenallast 5 ms ideig alkalmazva. A transzformatumokat SOC tapfolyadék hozzaadasa
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utédn 45 percig 37 °C-on razattuk, majd ampicillint (100 pg/ml) tartalmazé LB-agarra
szélesztettlk. Az agar fellletén a baktériumok szélesztése el6tt 50 pl X-galt (20 mg/ml)
és 5 ul IPTG-t (200 mg/ml) is szélesztettiink az inzerteket tartalmazoé plazmidok kék-
fehér szelekcioja érdekében. A lemezeket 16 6ran at inkubaltuk 37 °C-on.

A restrikcids endonukleazzal térténé hasités, ligalas, transzformalas nem targyalt
részleteit Sambrook és munkatarsai (1989) utmutatasa alapjan végeztik, valamint a

hasznalt taptalajokat is eszerint készitettik el.

4.6. A plazmid DNS tisztitasa alkalikus mini
plazmid preparalassal

A molekularis klénozas eredményeként nétt fehér telepeket 3 ml ampicillin
tartalmu (100 pg/ml) folyékony LB tapfolyadékban ndvesztettik 16 oran at razatva
37 °C-on. Az elszaporitott baktériumtenyészetekbdl kordlbelll 1,5 mi-t steril eppendorf
cs6ben centrifugaltunk 30 s ideig 18.000 xg gyorsulassal, majd a lellepitett
baktériumokrél gondosan eltavolitottuk a felllusz6 tapfolyadékot. Az lGledéket 100 ul
TEG (25 mM Trisz/HCI, pH 8; 10 MM EDTA; 50 mM glikdz) oldatban alaposan
reszuszpendaltuk vortex segitségével. Ezutan 200 pl frissen készitett NaOH/SDS
oldatot (0,2 M NaOH; 1% SDS) mértink a szuszpenzibéra, és 6vatos keverés utan
jégen allni hagytuk. 5 perc utan 150 yl 3 M-os kalium-acetat (pH 4,8) oldattal csaptuk ki
a fehérjéket, majd évatos keverés utan 10 percet ismét allni hagytuk a centrifugacsévet
jégen. Ezutan 10 perces centrifugalas kovetkezett 18.000 xg gyorsulassal, majd a
feluluszot egy Uj centrifugacsébe toltéttuk. Ebbdl 800 pl 96%-0s etanol hozzaadasaval
kicsaptuk a DNS-t, majd ezt 10 perces centrifugalassal ulepitettik 18.000 xg
gyorsulassal. A felliluszo eléntése utan 600 ul 70%-os etanollal mostuk a csapadékot,
majd 7 percig centrifugaltuk 18.000 xg gyorsulassal. A fellluszot eldntéttik, majd a
centrifugacsdveket nyitott kupakkal allni hagytuk szobahémérsékleten, amig a maradék
etanol el nem parolgott. A plazmid DNS-t végul 50 ul ribonukleaz tartalmu (5 pg/ml)
ultraszlrt steril vizben oldottuk fel. A tisztitott plazmidok méretének és tisztasaganak
ellen6rzése céljabdl 1 pl-t a feloldott plazmid DNS-b8l agardz gélen elektroforézissel

vizsgaltunk.
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4.7. Alkalmazott PCR modszerek

4.7.1. Réskitolto PCR-ek a genomszekvenalasok soran

A genomszekvenalasok esetén réskitolté PCR-eket alkalmaztunk a hianyzé
részek potlasara. Ennek soran primereket terveztiink a mar ismert szekvenciaju
egymashoz koézel fekvé genomrészekre a Primer3Plus (Untergasser et al., 2007)
program segitségével. A PCR-re altaldban Taq polimeraz alapu enzimet alkalmaztunk
(pl. REDTaq, Sigma-Aldrich; GoTaq, Promega; DreamTaq, Fermentas) MJ Research
PTC-200, Biometra T1 Thermocycler vagy Biometra TPersonal tipusu
berendezésekben az enzimek gyartdinak utasitasai szerint. Az elongaciés idéket a
termékek varhatoé hossza alapjan terveztik, melyet az ismert szekvencigju szakaszok
homoldgjainak FAdV-1-ben és FAdV-9-ben tapasztalhaté atlagos tavolsagai alapjan

becsultink meg.

4.7.2. Az adenovirusok DNS-fiiggdé DNS-polimeraz génjére
iranyulé PCR

A diagnosztikai intézetekbél, és egyéb helyen dolgozé kollégaktél kapott
szervmintakbol kivont DNS-t elészér az adenovirusok DNS-fliiggéd DNS-polimeraz
génjére iranyuld6 PCR-rel vizsgaltuk, az eredeti leirashoz képest kissé moddositott
modszerrel (Wellehan et al., 2004). A reakcidelegy pontos dsszetételét (3. tablazat), a
primerek szekvenciait (4. tablazat) és a reakcid hémérsékleti paramétereit (5. tablazat)
az alabbi tablazatok tartalmazzak. Pozitiv kontrollként a szarvasmarha-adenovirus 4-es
szerotipusanak egy izolatumat, negativ kontrollként pedig ultrasz(rt steril vizet
alkalmaztunk. Ha a PCR-termék szekvenalasanak eredménye alapjan feltételezhetd
volt, hogy a mintaban esetleg tobb virus is lehet, molekularis klonozassal valasztottuk

szét a kiilonbozdé PCR-termékeket.
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3. tblazat: Az adenovirusok DNS-fliggé DNS-polimeraz génjére iranyuld kétkorés PCR
Osszetevobi

Osszetevok Térfogat
ultrasz(irt steril viz 37 ul
REDTaq DNS-polimeraz reakciopuffere (10x) 5l
MgCl, (25 mM) 1l
dNTP (10 mM) 1,5 ul
Pol out/inn fo primer (50mM) 1l

Pol out/inn re primer (50mM) 1l
Minta 1ul
REDTaq DNS-polimeraz 2,5 ul
Végtérfogat 50 pl

4. tablazat: Az adenovirusok DNS-fliggé DNS-polimeraz génjére iranyul6 kétkéros PCR-ben
alkalmazott er6sen degeneralt, konszenzus primerek szekvenciai

Kiilsé kor poloutfo | 5~-TNMGNGGNGGNMGNTGYTAYCC-3’
poloutre | 5~-GTDGCRAANSHNCCRTABARNGMRTT-3’

Belsé kor polinnfo | 5-GTNTWYGAYATHTGYGGHATGTAYGC-3’
polinnre | 5-CCANCCBCDRTTRTGNARNGTRA-3'

A tobbféle nukleotidot tartalmazé poziciok jeldlései: N = G/A/T/C, M= A/IC, R = A/G, W = AT,
S=C/G,Y=C/T,H=A/C/T,D = A/IG/T, B =C/G/T.

5. tdblazat: Az adenovirusok DNS-fliggé DNS-polimeraz génjére iranyuld kétkorés PCR
mindkét kérében alkalmazott hdmérsékleti paraméterek

Lépés Hoémérséklet | Id6
Denaturacio 94 °C 5 min
45 ciklus

1. Denaturacio 94 °C 30s
2. Primerek illeszkedése | 46 °C 1 min
3. Szintézis 72 °C 1 min
Végsh szintézis 72 °C 3 min

4.7.3. A tyuk-adenovirusok hexon génjére iranyulé6 PCR

A tyukokbdl és pulykakbol szarmazé, adenovirusra gyanus DNS-mintakat a
Meulemans és mtsai (2004) altal tervezett PCR-rel is megvizsgaltuk, kisebb
modositasokat alkalmazva. Ez a tyuk-adenovirusok hexon génjére iranyuld, kétkdros
PCR. A reakcidelegy pontos &Osszetételét (6. tablazat), a primerek szekvenciait (7.
tablazat) és a reakcidé hémérsékleti paramétereit (8. tablazat) az alabbi tablazatok
mutatjak be. Pozitiv kontrollként egy tyuk-adenovirus 9-es szerotipusu izolatumot,

negativ kontrollként pedig ultraszirt steril vizet alkalmaztunk.
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6. tdblazat: A tydk-adenovirusok hexon génjére irdnyuld kétkords PCR 6sszetevéi

Osszetevék Térfogat
ultraszirt steril viz 29,75 ul
Green GoTaq Flexi puffer (5x) | 10 pl
MgCl, (25 mM) 6 pl
dNTP (10 mM) 1ul
hexA/C primer (125 uM) 1l
hexB/D primer (125 uM) 1l
minta 1l
GoTaqg DNS-polimeraz 0,25 ul
Végtérfogat 50 pl

7. tablazat: A tyuk-adenovirusok hexon génjére iranyulé kétkéros PCR-ben alkalmazott erésen
degeneralt, konszenzus primerek szekvenciai

Kiilsé kor hexA | 5-CAARTTCAGRCAGACGGT-3’
hexB | 5-TAGTGATGMCGSGACATCAT-3’

Belsé kor hexC | 5-SKCSACYTAYTTCGACAT-3’
hexD | 5-TTRTCQCKRAADCCGATGAT-3'

A tobbféle nukleotidot tartalmazé poziciok jeldlései: M = A/C, R = A/IG, S =C/G, Y = C/T,
K=GIT,D = A/G/T.

8. tablazat: A tyuk-adenovirusok hexon génjére iranyuld kétkérés PCR-ben alkalmazott
hémérsékleti paraméterek

Lépés Hoémérséklet Id6
Denaturacié 94 °C 5 min
35 ciklus
Denaturacio 94 °C 30s
Primerek illeszkedése
1. kor 60 °C 30s
2. kor 55 °C 30s
Szintézis 72 °C 45s
Végsob szintézis 72 °C 3 min

4.8. PCR-termékek tisztitasa

A PCR-termékeket szekvenalas el6tt NucleoSpin Extract Il (Macherey-Nagel) kit
segitségével tisztitottuk a gyartd utasitasai szerint. Ha a PCR-ben csak a specifikus
terméket kaptuk, akkor a teljes reakcidelegyet mértik a kit oszlopara. Amennyiben
nem-specifikus csikokat is tapasztaltunk a gélelektroforézis soran, akkor a specifikus

terméket kivagtuk a gélbdl.
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4.9. DNS-szekvenalas

A szekvenalé reakciokat minden esetben BigDye Terminator v3.1 Cycle
Sequencing Kit segitségével hataroztuk meg a gyartdé utasitasai szerint. A
szekvenalasi reakciét mi végeztik el a 4.7.1. fejezetben leirt PCR-gépek egyikében.
Ezutan a terméket, alkoholos kicsapast kdvetéen, beszaritott formaban elklldtik
elektroforetikus kiértékelésre. Ez Godollén a Biomi Kft.-nél vagy az MTA Szegedi
Bioldgiai Kbzpontjaban ABI PRISM 3100 berendezés alkalmazasaval tortént.

A genomvégek szekvenalasa esetében eltérd modszert alkalmaztunk a pulyka-
adenovirus 1 és a liba-adenovirus 1 esetében. A TAdV-1 esetében a 4.5 pontban leirt
végfragmentumokat tartalmazoé klonokat szekvenaltuk. A GoAdV-1 esetében a nem-
specifikus, ultrahangos genomtérdelés utan a genomvégek klénozasa nem jarhatott
sikerrel, hiszen a terminalis fehérjét nem tavolitottuk el, ezért mas mddszert kellett
alkalmazni. Ehhez a mar megismert genomszekvencia bal végére terveztink egy
kifelé, azaz balra iranyuld szekvenald primert. Ezzel kozvetlenil szekvenaltuk a genom
bal végét tisztitott, virdlis DNS-t hasznalva templatként. igy megismertiik az ITR
szekvencigjat, és ezt, valamint az ismert genomrész jobb végének szekvenciajat alapul
véve terveztink specifikus primereket egy PCR-hez, mely a jobb véget erésitette fol,

végul ennek termeékét szekvenaltuk.

4.10. Alkalmazott bioinformatikai modszerek

Az Ujonnan meghatarozott szekvenciakat az NCBI Genbank adatbazisaban
elhelyezett szekvenciakhoz hasonlitottuk a BLAST homolégiakeresé program
segitségével (Altschul et al., 1997). A TAdV-1 esetében igy folyamatosan készitettlk a
genom BamHI alapu fizikalis térképét. A szekvenciakat a Staden programcsomag
(Staden et al., 2000) segitségével szerkesztettiik és illesztettiik dssze.

A TAdV-1 és GoAdV-1 genom virtudlis restrikcios endonukledzos emésztését a
pDRAW32 program segitségével végeztik el, és az eredményt az eészak-ir
laboratoriumbdl rendelkezésinkre bocsatott TAdV-1 és -2 genomok restrikcids
endonukleazos emésztésének eredményéhez (Guy és Barnes, 1997; Scott és
McFerran, 1972), valamint a magyar GoAdV-1, -2, -3 hasonl6 analizisének
eredményéhez (Zsak és Kisary, 1984a) hasonlitottuk.

A genomokat az Artemis program (Rutherford et al., 2000) segitségével
értelmeztik. El6szér minden 40 aminosavnal hosszabb ORF aminosavszekvencigjat
kinyertik a genomokbdl. Ezeket egy sajat készitésl adatbazis elemeihez hasonlitottuk,

mely minden ismert aviadenoviralis ORF-et tartalmazott. Az &sszehasonlitashoz a
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BioEdit programban (Hall, 1999) fehérje-fehérje BLAST (blastp) programot (Altschul et
al., 1997) alkalmaztunk. Azokat az ORF-eket, melyeknek homoldgjat megtalaltuk, a
homoldggal azonosan jel6ltik Davison és mtsai (2003) altal hasznalt nevezéktannak
megfeleléen. Ha a talalt ORF altal kédolt fehérje nem mutatott homolégiat az NCBI
GenBank egyetlen aminosavszekvencigjaval sem, Corredor és mtsai (2008)
szamozasat folytattuk. A szarmaztatott aminosavszekvenciakban feltételezhet6
meg0rzott doméneket az InterProScan Sequence Search (Zdobnov és Apweiler, 2001)

hasznalataval kerestiink.

4.11. Filogenetikai elemzések

A szarmaztatott aminosavszekvenciak illesztését a ClustalW (Thompson et al.,
1994) program segitségével végeztik el, majd az illesztéseket a BioEdit (Hall, 1999)
programban  szerkesztettik. = Amennyiben fehérjét kdédol6 DNS-szekvenciak
filogenetikai elemzését akartuk elvégezni, az illesztést akkor is a szarmaztatott
aminosavszekvencia alapjan készitettik, majd a mar szerkesztett illesztést
visszaforditottuk az eltarolt DNS-szekvenciara BioEditben. A filogenetikai szamitasokat
a Phylip programcsomag (Felsenstein, 1989) interneten elérhetd verzidjaval végeztik
(Mobyle@pasteur: mobyle.pasteur.fr). Az aminosavszekvenciaknal a Protdist
programot alkalmaztuk a kategoriak modellel, mig DNS-szekvenciaknal a Dnadist
programot a Kimura 2-paraméter modellel (Kimura, 1980). A filogenetikai fakat a
matrixokbdl a Fitch program segitségével szamitottuk a teljes Ujrarendezés (global
rearrangements) opciéjanak alkalmazasaval. A filogenetikai fak megbizhatésagat
bootstrap mdodszerrel ellenériztik, és végil a Mega (Tamura et al., 2007) programmal

jelenitettiik meg.
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5. Eredmények

5.1. A genomok virtualis restrikcids endonukle-
azos emésztése, és a belfasti TAdV-1 és -2 torzs
vizsgalata

A vizsgalt pulyka-adenovirus D90/2 térzs, valamint liba-adenovirus P29 tdrzs
virtualis restrikcidés endonukleazos emésztése alapjan kapott fragmentummintazat
eredménye jelentésen eltért az irodalomban korabban kézolt TAdV-1 és -2 (Guy és
Barnes, 1997), valamint GoAdV-1, -2 és -3 (Zsak és Kisary, 1984a) DNS-ének
megfeleld restrikcids enzim mintazatatdl. A hexon génre iranyuld PCR-termék
(Meulemans et al., 2004) szekvenciaelemzése tovabba kimutatta, hogy az eredeti
belfasti TAdV-1 izolatum tovabbpasszalt leszarmazottja mara a FAdV-8a tipussal (58-
as torzs) egyezik meg (lasd késébb: 6. abra, 7. abra).

Ugyanakkor a belfasti TAdV-2 térzs minden mas aviadenovirus fajtél elkilonulé
vonalat képez a térzsfarekonstrukcios vizsgalatok soran (lasd késébb: 6. abra, 7. abra).
Részleges hexon gén szekvenciaja GU936708 szamon érheté el a GenBank

Nucleotide adatbazisaban.

5.2. A pulyka- és liba-adenovirus 1 genomjanak

tulajdonsagai

5.2.1. Altalanos tulajdonsagok

A GenBank Nucleotide adatbazisaban a TAdV-1 teljes genomja a GU936707
szamon érhet6 el, a GoAdV-1 teljes genomja pedig a JF510462 szamon.

A TAdV-1 teljes genomja 45.413 bp-bdl all, ami eddig a leghosszabb ismert
adenovirus genom. G+C-tartalma 67,55%, ami ugyancsak az eddigi legmagasabb a
telies genomszekvenciak koézott. A GoAdV-1 genomja 43.376 bp-t tartalmaz, G+C-

tartalma 44,6%. A genomtérképeket abra mutatja be (3. abra).
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3. abra: A pulyka-adenovirus 1 (TAdV-1) és liba-adenovirus 1 (GoAdV-1) teljes genomjanak géntérképe
A hat-hat vildgosszirke csik a leolvasasi kereteket jeldli. Z6ld nyilak: a teljes Adenoviridae csalddban megdrz6tt kdzponti genomrégié génjei. Piros nyilak:
minden aviadenovirusban megdérzott gének. Sarga nyilak: csak egyes aviadenovirusokban megtalalhaté gének. Fehér nyilak: egyedi, homoldg nélkili gének.
Az exonokat vékony vonalak koétik 0ssze. A fiber-2-L és fiber-2-R a TAdV-1 genomjaban a masodik fiber génbdl eredd két cstkevényes fiber gén. ism —
ismétlédéseket tartalmazé régio; ITR — inverted terminal repeat, forditott végismétiédés; pTP — precursor of terminal protein, terminalis fehérje prekurzora;
DBP — DNA-binding protein, DNS-k&té fehérje



5.2.2. A genomok kozponti régioja

Mindkét genom kozponti régidja a meg6rzott géntartalmat és -sorrendet mutatta:
a Va2 géntdl a pVlll-ig a 16 koézponti gént taldltuk. Szintén mindkét genomban
ezekhez kdzvetlenul csatlakozik az U-exon és a fiber. A TAdV-1-ben harom fiber gén
homoldg talalhatd, mig a GoAdV-1-ben kett6 (3. abra).

A 6 késbi promoter (MLP) transzkripcids faktor kétéhelyeit és a kétosztatu leader
(Id. 3.5. fejezet, 21. oldal) részeit mind a TAdV-1, mind a GoAdV-1 genomjaban
meg0rzott pozicidban azonositottuk, az r szalon, a DNS-polimeraz és a pTP génnel
atfed6 régidban. Az MLP TATA-boxat és a kétosztatu leadert mar leirtak a FAdV-1
(Payet et al., 1998) és FAdV-10 (Sheppard et al., 1998b) tipus genomjanak
elemzésekor. Munkank soran megprobaltuk azonositani a TAdV-1, GoAdV-1 és a
FAdV-1, -9 és -10 genomjaban az dsszes kot6helyet és a kétosztatu leadert.

Eredményeinket tablazatban (9. tablazat) foglaltuk 6ssze.

9. tablazat: A f6 késbi promoéter (MLP) transzkripcids faktor kétéhelyei és a kétosztatu leader
részei a TAdV-1, GoAdV-1 és kiilénb6z6 FAdV genomokban

TAdV-1 GoAdV-1 FAdV-1 FAdV-9 FAdV-10

Upstream activating g, 0470 e557_6568  7461-7471  8324-8335  1136-1147

element
TATA-box 8489-8496  6584—6591 7488-7495  8345-8352 1175-1183
Initiator 8521-8527 n. k. n. k. n. k. n. k.

Kétosztatu leader
1. fél

Downstream
activating element

Kétosztatu leader

2. fél

A szamok a transzkripcios faktor kotéhelynek vagy a leadernek az elsé és utolsé nukleotidjat
mutatjak. Délten masok eredményeit tlintettik fel: FAdV-1: Payet et al., 1998; FAdV-10:
Sheppard et al., 1998b. A tablazatban hivatkozott szekvenciak szama az NCBI GenBank
adatbazisaban: TAdV-1: GU936707, GoAdV-1: JF510462, FAdV-1: AC_000014, FAdV-9:
AC 000013, FAdV-10: AF007577. n. k. - nem kimutathaté

8528-8564 6612-6647 7533-7554 83768418 1206-1244
8559-8569 6750-6760 7549-7559 8409-8419 1239-1249

12479-12607 10365-10490 11285-11413 12299-12421 4973-5102

5.2.3. Bal genomvég

A TAdV-1 és GoAdV-1 genom bal vége hasonlé a FAdV genomok megfelel§
régiojahoz, amennyiben génusz- és fajspecifikus géneket tartalmaz. A TAdV-1
genomja itt az ORF0, ORF1, ORF1A, ORF1B és ORF2 géneket tartalmazza az r
szalon, és az ORF12, ORF13, ORF14 és ORF24 nyilt leolvasasi kereteket az / szalon.
A GoAdV-1 megfelel6 régidjaban az ORF1 és ORF2, valamint egy Uuj, feltételezett gén,
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az ORF51 talalhato az r szalon, mig a masik iranyban az ORF12 és ORF24, valamint a
szintén eddig homolég nélkdli, uj, feltételezett ORF60 terul el (3. abra).

Az ORF1 (dUTPaz) dUTP-pirofoszfatdz domént (IPR008180) tartalmaz a TAdV-1
esetében a 27. és 156., a GoAdV-1 esetében pedig a 18. és 143. aminosav kozott. Az
ORF2 hasonlésagot mutat a TAdV-1 genomjaban az ORF12-h6z és ORF13-hoz, a
GoAdV-1 genomjaban pedig az ORF12-h6z. Mind az 6t emlitett ORF terméke
szekvenciahomoldgiat mutat a parvovirusok nem-strukturalis NS1 fehérjéjével, és négy
esetben ez a doménkeresés soran is kimutathaté (IPR001257: TAdV-1 ORF2: 4-266.
aminosav, TAdV-1 ORF13: 4-129. aminosav, GoAdV-1 ORF2: 3-261. aminosav,
GoAdV-1 ORF12: 15-233. aminosav). A TAdV-1 esetében az ORF14 és ORF24

egymashoz val6 hasonlésaga is megemlitendé.

5.2.4. Jobb genomvég

A TAdV-1 genomjanak jobb végi régiéjaban az ORF8, ORF9, ORF11 és ORF26
homolégjat talaltuk meg az r szalon, valamint egy Uj gént, melyet ORF50-nek
neveztlink el. Az | szalon az ORF17, ORF19, ORF20, ORF20A, és ORF22 talalhato. A
39.679-39.923. bazispar kozotti régioban egy ismétlédé szekvenciavariaciokat
tartalmazo régiot talaltunk, amely nyolc 29-32 bp hosszu alegységbél all.

A GoAdV-1 megfelel6 régidja az r szalon egyetlen meg6rzétt gént sem tartalmaz.
Az itt talalhatd, egyelére semmilyen ismert fehérjével nem homoldg fehérjét kédolo,
feltételezett géneket ORF52, 53, 54-nek neveztik el. Az | szalon az ORF19 két
homoldgja talalhatd, melyet ORF19a és ORF19b névvel lattunk el, tovabba az ORF20,
ORF20A és ORF22. Ot yj feltételezett gén is talalhaté ezen a szalon (ORF55-ORF59).
Az ORF19b-t6l jobbra 3 régi6 is ismétlédéseket tartalmaz a kdvetkezd bazisparok
kozott: 39.454-40.123, 42.058-42.727, 42.728—43.040. Az 1. régié harom teljes (168
bp hosszu) és egy részleges ismétlddést (141 bp) tartalmaz, a 2. és a 3. négy teljeset
(152 és 70 bp) és egy részlegeset (62 és 33 bp). A 2. ismétlédéseket tartalmazé régio
ismétlédd nukleotidszekvenciai nyilt leolvasasi keretként is értelmezhetéek, ugyanazt a
fehérjét kédoljak az 1., a 3., majd a 2. leolvasasi keretben, végll egy varianst ismét az
elsében. Az 1. ismétlédéseket tartalmazo régié egy dsszefliggd fehérjeként fordithato
le, melyben haromszor ismétlédik ugyanazon aminosavszekvencia motivum, majd egy
4. variaciéval zarul.

A TAdV-1 ORF50-ének szarmaztatott aminosavterméke két feltételezett
transzmembran domeént tartalmaz a 39-59. és a 86—108. aminosavak kozott. Tovabbi
transzmembran doméneket talaltunk az ORF20A (14-34. és 44-64. aminosavak
kozott), ORF19 (4-26., 36-56. és 884—-904. aminosavak kdzott) és az ORF9 (257-277.

aminosavak kozott) szarmaztatott termékeiben. Az ORF9 és az ORF11 terméke egy
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immunglobulinszer( redét tartalmaz (Interpro: IPR013783, ORF9: 130-211. aminosav,
ORF11: 18-115. aminosav).

Transzmembran régiokat taldlunk a GoAdV-1 ORF22 (101-121. aminosavak
kdzott), ORF20A (10-32. és 46-66. aminosavak kozott), ORF59 (124-146.
aminosavak kozoétt), ORF58 (98-118. aminosavak kozott), ORF19a (549-571.
aminosavak kozott) és ORF19b (1135—-1155. aminosavak kdzott) fehérjetermékeiben
is. Az ORF59 egy immunglobulinszerli red6ét (Interpro: IPR013783, 10-117.

aminosavak kozott) is tartalmaz.

5.2.5.ITR

A TAdV-1 genom forditott végismétiédése (ITR-e) 95 bp hosszu, bar egy
nukleotid eltérés (egy C—T tranzicid) talalhaté az 53. poziciéban. A GoAdV-1 genom
ITR-e 39 bp hosszu.

5.2.6. Feltételezések az RNS-splicing folyamatarol

A TAdV-1 és GoAdV-1 genomjaban tdbb splice-helyet azonositottunk.
Feltételezzik, hogy mindkét genomban egy kozos rovid (TAdV-1: 3 aminosav,
GoAdV-1: 2 aminosav) 5" exonnal irédik at a pTP és a IVa2-tél balra, az / szalon kodolt
gének, azaz a TAdV-1 esetében az ORF12, ORF13, ORF14 és ORF24, a GoAdV-1
esetében pedig az ORF12 és ORF24. Hasonléan kdzdés 5 exonja van mindkét
genomban az ORF20 és ORF20A génnek. Szintén mindkét genom esetében
feltételezzik, hogy a 22K fehérjét kodold gén kezdeti szakaszabdl splicing utan
folytatédik a 33K fehérjét kodold gén. Egyedi splice-helynek mindsul a TAdV-1
genomjaban az ORFO0-ban feltételezett: splice-donor: 623-628. bp, splice-fogadé: 681-
695. bp. Ezen kivil megemlitheté még egy feltételezett ORF a GoAdV-1 genom jobb
végén a 42.907-43.292. bp-ok kozott, mely elétt kdzvetlenil egy splice-fogadd helyet
talaltunk. Ennek esetleges splice-donor parja lehet az elbtte fekvé ismétiédéseket
tartalmazo régiéban, ahol mind a négy teljes ismétlddésben megtalalhaté ugyanaz a
splice-donor hely. Az emlitett ORF-et azonban nem tlntettik fel a genomtérképen (3.
abra) (Id. 6.3.3. fejezet, 50. oldal).

5.2.7. Proteaz vagasi szignalok

A prekurzor polipeptidek proteaz vagasi szignaljait tablazatos formaban mutatjuk
be (10. tablazat), a pVI fehérjén talalhatdakat pedig abran (4. abra). A pVI fehérje
végeén talalhaté pVlic kofaktort, mely a virdlis proteaz aktivitasat fokozza (Mangel et al.,
2003; Webster et al., 1993), mindkét genomban megtalaltuk, konszenzusszekvenciaja
aviadenovirusokban: GV(A/T/Q)XXX(R/K)R(M/V)CY.
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10. tablazat: A TAdV-1 és GoAdV-1 prekurzor polipeptidjeinek proteaz vagasi szignaljai

TAdV-1 GoAdV-1
| tipus | Il tipus |llb tipus | lll tipus | | tipus | Il tipus |llb tipus | lll tipus
pTP 329 170, 203 206° 301, 306|167, 184 187°
pllla 185 184", 262° 184° 506°, 262°
510, 539, 524, 561
547
pVil 25,46 |10° 32,55 [10°
pX 6, 113", 6,126 [101
140
pVvI |25, 164 [212 25 209
pVIll |37, 112/164 35, 110,160
128, 139 128, 139

A szdmok a vagasi szignalok elsé aminosavait mutatjak. Majdnem minden vagasi szignal

megd8rzott, azaz legalabb még egy masik aviadenovirusban megtalalhaté a megfeleld relativ

poziciéban Délten a nem megdrz6tt vagasi szignalokat tintettuk fel.
A lll-as tipusu vagasi szignal egy variansat talaltuk: TAdV-1: AGAA'G, GoAdV-1: SGAS'G.
® Az I-es tipusu vagasi szignal egy variansat talaltuk minden aviadenovirusban: NXGG'X.
A lll-as tipusu vagasi szignal egy variansat talaltuk: TAdV-1: TDAE'G, GoAdV-1: VDAD'G.
4 All-es tipusu vagasi szignal egy variansat talaltuk: FTGT'G.
¢ A llb tipusu vagasi szignal egy variansat talaltuk mindkét genomban: NRGW'G az NTGW’G
helyett Bar el6bbi a gyakoribb az aviadenovirusokban 7-bél 6 esetben.
" ll-es tipusu minden mas aviadenovirusban.

Tadv-1
Gohdv-1
Fadiv-1
FAdV-9
Fasdv-1

Tadv-1
Gobdiv-1
Fadv-1
Fadv-9
Faadiv-1

TAdV-1
Goadv-1
Fadiv-1
FAdV-9
Faadv-1

Tadv-1
Gohdv-1
Fadiv-1
Fadv-9
Fasdv-1
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4. abra: Aviadenovirusok pVI fehérjéjének proteaz vagasi szignaljai
Z4ld: 1-es tipusu vagasi szignal, piros: ll-es tipusu vagasi szignal. Kék keretben: pVlc kofaktor.
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5.3. A pulyka- és liba-adenovirus 1 rendszertani
helyének elemzése

A telies hexon gén szarmaztatott aminosavszekvenciajan alapulé térzsfa-
rekonstrukcidos elemzés mind a TAdV-1, mind a GoAdV-1 tipust egyérteimiien az
Aviadenovirus génuszba sorolta, de filogenetikai tavolsaguk a tébbi fajtél megalapozza
Uj fajként valé elkilénitésiket. A kilonb6zé génuszok tagjai elkiloniinek a torzsfan, és
ezt a magas bootstrap értékek is megerdsitik (5. abra).

Az aviadenovirusok részleges hexon gén nukleotidszekvenciajan (Meulemans et
al., 2004) alapul6 elemzés a liba-adenovirusokat egy monofiletikus kladba sorolta, mig
a TAdV-1 a Tyuk-adenovirus A és C fajok tagjaival talalhat6é egy leszarmazasi vonalon,
de azoktdl elkilonuld fajt alkot. A belfasti laboratériumbdl szarmazé TAdV-1 teljes
mértékben megegyezik a FAdV-8a tipussal az elemzésen, mig a TAdV-2 a tyuk-
adenovirusok kozott talalhatd, de azoktdl elkulonllé agat alkot (6. abra).

A DNS-fliggé DNS-polimeraz gen részleges szarmaztatott
aminosavszekvencigjan (Wellehan et al., 2004) alapulé elemzés a TAdV-1 tipust a
FAdV-1 tipussal csoportositotta, de attdl itt is elkulonllé fajt alkot, mig a GoAdV-1
harom masik liba izolatummal monofiletikus, s6t azokkal aminosav szinten teljes
mértékben meg is egyezik. A belfasti TAdV izolatumok csoportosulasa nagyon hasonlé
a részleges hexon gén szekvencian alapuldé elemzésben megfigyeltekhez, azaz a
belfasti TAdV-1 megegyezik a FAdV-8a tipussal, a TAdV-2 pedig elkllénild agon
talalhaté (7. abra).

5.4. A tyuk-adenovirus referenciatorzsek filoge-
netikai elemzése

A vizsgalt 10 tyuk-adenovirus referenciatorzs DNS-fuggé DNS-polimeraz
génjének részleges szekvenciajat (272 bp) HM853995-HM854004 elérési szamon
helyeztik el a GenBankban. A torzsfarekonstrukcidos elemzés az egy fajba sorolt
tipusokat monofiletikusan abrazolta, a tyuk-adenovirusok 6t faja jol elkllonitheté a
torzsfan, és ezt a magas bootstrap értékek is alatamasztjak. A FAdV-D és -E faj tipusai

egy fajon belll aminosav szinten teljes mértékben megegyeztek (7. abra).
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5. abra: Adenovirusok teljes hexon génjének szarmaztatott aminosavszekvenciajan alapulé

A torzsfat a megjelenitéshez a fehér tok 1-es tipusu adenovirusaval gydkereztettik. Az
adenovirus tipusokat a fan a gazdaallat nevével és a tipusszammal tiintettik fel (ragadozé madar
1: raptor adenovirus 1). A vizsgalt pulyka- és liba-adenovirus 1 tipusokat félkovéren és nagyobb
betlimérettel tlntettik fel. D&lt betlivel a génuszokat jeloltiik. A bootstrap értékek 1000 analizisre

torzsfa-rekonstrukcios elemzés

957 >
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vonatkoznak, és akkor tlntettik fel 8ket, ha 750-nél nagyobbak.

40



tyuk 17479 2b \
oog] tyuk 13198
tyuk 143
tyuk 5865
tyuk 12798
go7] tyUk 8a
pulyka 1 Belfast

tydk 6 > Tyuk-adenovirus E
~‘ — tyuk 7
1000 J7 tyuk 1308

W%k 29432
1%k 8b
 Riuk 38259
®uk HPI 07
—tyuk 9

UO%ak 3
994 tyuk 18285

tyak 11
%%uk 2

Euk 31553
°fuk 6651
840 tytk 15843
tytk 15688
- tyuk 7910 )
pulyka 2 Belfast
tytk 5 TR22

[ro00 tyuk 8844 Tyuk-adenovirus B

000 =tydk 5 340

Moo tyuk 10 } Tyluk-adenovirus C

tyuk 4

pulyka 1

858 soo] tyUK 6528
1000 tYUK 15319

h‘tyuk 1 Tyuk-adenovirus A

942

1000

A N

> Tyuk-adenovirus D

758

Pulyka-adenovirus B

tyuk 30909
tyuk lengyel
—To1o zOldike 1675

| | sélyom 1 Soélyom-adenovirus A

4| 980 liba 1 }Liba-adenovirus

liba 1036

—
0,1

6. abra: Aviadenovirusok részleges hexon gén nukleotidszekvenciajanak tavolsagi matrix
analizisén alapulé térzsfa-rekonstrukciés elemzés
A torzsfat a megjelenitéshez a kdzéppontjan gydkereztettik. Az adenovirus tipusokat a fan a
gazdaallat nevével és a tipusszammal tintettik fel. A tyuk-adenovirus 5 esetében a virustérzs
szamat is jeloltuk. Az altalunk vizsgalt mintédkat a gazdafaj és egy azonosito képviseli, ezeket
piros szinnel jeldltik. A belfasti pulyka-adenovirus 1 és 2 torzsek kékek Belfast jeltléssel. A
vizsgalt pulyka- és liba-adenovirus 1 tipusok félkévéren és nagyobb betlimérettel szerepelnek, az
elfogadott fajnevek pedig délten. A térzsfa topoldgiajat bootstrap modszerrel ellenériztik, a
bootstrap értékek 1000 analizisre vonatkoznak, és akkor tlintettiik fel 6ket, ha 750-nél
magasabbak.
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7. &bra: Adenovirusok DNS-fiiggé DNS-polimeraz génjének egy szakaszardl szarmaztatott
aminosavszekvencian alapulé térzsfa-rekonstrukcid
A torzsfat a megjelenitéshez a fehér tok 1-es tipusu adenovirusaval gydkereztettiik. Az adenovirus
tipusokat a fan a gazdaallat nevével és a tipusszammal tiintettiik fel (ragadozé madar 1: raptor
adenovirus 1). Az altalunk vizsgalt mintakat a gazdafaj és egy azonositd képviseli, ezeket piros szinnel
jeloltik. A belfasti pulyka-adenovirus 1 és 2 torzsek kékek Belfast jeldléssel, a tydk-adenovirus
referenciatorzsek zoldek. A vizsgalt pulyka- és liba-adenovirus 1 tipusok félkdvéren és nagyobb
betiimérettel szerepelnek, az elfogadott faj- és génusznevek pedig délten (Avi — Aviadenovirus, At —
Atadenovirus Icht — Ichtadenovirus, Mast - Mastadenovirus Si— Siadenovirus R.mad. — Ragadozc’)

bootstrap ertekek 1000 analizisre vonatkoznak és akkor tlntettik fel 6ket, ha 750-nél magasabbak.
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5.5. Egyéb madar-adenovirus mintak filogenetikai
elemzeése

Az egyéb madarakbdl, PCR segitségével kimutatott adenovirusok DNS-fligg6
DNS-polimeraz génjének részleges szarmaztatott aminosavszekvenciajat (90
aminosav) (Wellehan et al., 2004) és részleges hexon gén nukleotidszekvenciajat
(531-555 bp) (Meulemans et al., 2004) filogenetikai szamitasokkal elemeztik. Egyes
esetekben egy mintabdl tdbb virust is ki tudtunk mutatni.

A DNS-fliggb DNS-polimeraz gén részleges szarmaztatott
aminosavszekvencigjan alapulé elemzés a tyukbdl szarmazé mintak nagy részét a
FAdV-D és -E fajba sorolta, melyek tobbségét ezen a toérzsfan nem tintettik fel. A
6474-es tyukmintat a FAdV-C fajba sorolta az elemzés, egy lengyel tyukmintat pedig a
FAdV-1 tipussal mutatott szinte azonosnak. Az 5267-es pulykaminta a szekvenalt
TAdV-1 tipussal helyez6dik monofiletikusan, de attél tavol, harom libaminta (758, 763,
1036) pedig a szekvenalt GoAdV-1 tipussal egyezik meg telies mértékben
aminosavszinten a vizsgalt szakaszon. Egy pulykamintaban (18054) sikerult kimutatni
a pulykak vérzéses bélgyulladasanak virusat (Siadenovirus génusz), egy
kacsamintaban (11697) pedig az EDS virust (Atadenovirus génusz). A tovabbi
vadmadar-adenovirusoknak csak egy részét sorolta az Aviadenovirus génuszba az
elemzés, kettd a Siadenovirus génuszba, tiz pedig az Atadenovirus génuszba kerilt a
torzsfan. Egy zdldike (1675) mintajaban egy avi- valamint egy atadenovirus jelenlétét is
kimutattunk. Egy verébbél (1505) szarmazé mintdaban pedig két, elkilonilé
atadenovirust talaltunk (7. abra, 11. tablazat).

A hexon génre iranyul6 Meulemans-féle PCR (2004), melyet tyuk-
adenovirusokbdl szarmazd szekvenciak alapjan terveztek, valéban szinte minden
esetben csak tyuk-adenovirusokkal adott pozitiv eredményt. Ezek tébbsége a FAdV-D
és -E fajba sorolodott, de 4 esetben kimutattunk a FAdV-1 tipussal (FAdV-A faj) a
vizsgalt szakaszon szinte nukleotidszinten megegyez6 virust is. Ezenkivul egy mintat
(tyuk 8844) soroltunk a FAdV-B fajba, a mintabdl szarmazd részleges
hexonszekvencia a JF304111 azonositét kapta a GenBank Nucleotide adatbazisaban.
Egy feltételezett zodldike-adenovirus (1675) a torzsfa-rekonstrukcion a sélyom-
adenovirus 1 tipussal monofiletikus volt. Megallapitottuk tovabba, hogy az egy fajba
sorolt tipusok monofiletikusak, de egymastdl elkilonithetéek a torzsfan (6. abra, 11.

tablazat).
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11. tdblazat: A gyakorlati esetekbdl szarmazoé mintakbdl kimutatott adenovirusok dsszefoglalasa

Minta i Klén | Szarmazasi A diagnosztizalt adenovirus
inta jele . ! Kb. lelet n - .
jele orszag Génusza Faja Tipusa
balkani gerle 5958 Magyarorszag Aviadenovirus
fekete rigd Magyarorszag Atadenovirus
fekete rigo 1482 Svajc Siadenovirus
fekete rigd 1486 Svajc Aviadenovirus
fekete rigé 1729 Ausztria Atadenovirus
fekete rigo 1773 Ausztria Siadenovirus
fenydpinty 6625 Magyarorszag Atadenovirus
jégmadar Magyarorszag Aviadenovirus
kacsa 11697 Magyarorszag Atadenovirus | DAdV-A | DAdV-1
karvaly 5696 Magyarorszag Aviadenovirus
karvaly 6438 Magyarorszag Aviadenovirus
liba 758 Magyarorszag Aviadenovirus
liba 763 Magyarorszag Aviadenovirus
liba 1036 Magyarorszag | h.p.card. | Aviadenovirus
pulyka 5267 Magyarorszag Aviadenovirus
pulyka 18054 Magyarorszag Siadenovirus | TAdV-A | TAdV-3
széncinege 1659 Ausztria Aviadenovirus
tyuk 143 Magyarorszag Aviadenovirus | FAdV-E | FAdV-8a
tyuk 1308 Magyarorszag Aviadenovirus | FAdV-E | FAdV-8b
tyuk 5865 Magyarorszag Aviadenovirus | FAdV-E | FAdV-8a
tyuk 6474 Magyarorszag Aviadenovirus | FAdV-C
tyuk 6528 Magyarorszag Aviadenovirus | FAdV-A | FAdV-1
tyuk 6651 Magyarorszag Aviadenovirus | FAdV-D
tyuk 7910 Magyarorszag Aviadenovirus | FAdV-D
tyuk 8844 Magyarorszag Aviadenovirus | FAdV-B | FAdV-
tyuk 12798 Magyarorszag Aviadenovirus | FAdV-E | FAdV-8a
tyuk 13198 Magyarorszag Aviadenovirus | FAdV-E | FAdV-8a
tyuk 15319 Magyarorszag Aviadenovirus | FAdV-A | FAdV-1
tyuk 15688 Magyarorszag Aviadenovirus | FAdV-D
tyuk 15843 Magyarorszag Aviadenovirus | FAdV-D
tyuk 17479 2b Magyarorszag Aviadenovirus | FAdV-E | FAdV-8a
tyuk 18285 Magyarorszag Aviadenovirus | FAdV-D
tyuk 29432 Magyarorszag Aviadenovirus | FAdV-E | FAdV-8b
tyuk 30909 Magyarorszag Aviadenovirus | FAdV-A | FAdV-1
tyuk 31553 Magyarorszag Aviadenovirus | FAdV-D
tyuk 38259 Magyarorszag Aviadenovirus | FAdV-E | FAdV-8b
tyuk HPI 07 Magyarorszag Aviadenovirus | FAdV-E | FAdV-8b
tyuk HPI 08 Magyarorszag Aviadenovirus | FAdV-D
tyuk lengyel Lengyelorszag | z.gy.fek. | Aviadenovirus | FAdV-A | FAdV-1
veréb 1488 Svajc Atadenovirus
veréb 1498 Svajc Atadenovirus
veréb 1504 Svajc Atadenovirus
. 95 . Atadenovirus
veréb 1505 142 Svéje Atadenovirus
veréb 1514 Svajc Atadenovirus
- 100 . Aviadenovirus
z0Oldike 1675 102 Magyarorszag Atadenovirus

Kb. lelet: kérbonctani lelet; h.p.card.: hydropericardium; z.gy.fek.: zazégyomorfekély; DAdV: duck
adenovirus, kacsa-adenovirus; FAdV: fowl adenovirus, tydk-adenovirus; TAdV: turkey adenovirus;

pulyka-adenovirus
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6. Megbeszélés

Kutatocsoportunk elséként hatarozta meg nem hazityuk eredetli aviadenovirusok
telies genomjanak szekvenciajat. Eredményeinket 6sszevetve mas kutatdcsoportok

altal kézolt adatokkal, az alabbi kdvetkeztetésekre jutottunk.

6.1. A D90/2 pulyka-adenovirus torzs és a P29
liba-adenovirus torzs tipusba sorolasa

Az évtizedekkel ezel6tt leirt TAdV-1 és GoAdV-1 eredeti izolatuma mara nem
elérhetd, szekvencia pedig nem all rendelkezésre bel6lik. Ezért célszerlinek latszik,
hogy a témaban kiléndsen aktiv kutatdkkal torténd egyeztetés utan az altalunk
szekvenalt D90/2 pulyka-adenovirus és P29 liba-adenovirus térzs képviselje ezentul a
pulyka-adenovirus 1 és liba-adenovirus 1 tipusokat. Annak ellenére is, hogy a genom
restrikcids enzimes emésztése megmutatta (5.1 fejezet), ezek a térzsek nem egyeznek
meg az eredetileg leirt TAdV-1 és GoAdV-1 tipusok tdrzseivel. Nem tartjuk ugyanis
ésszerlinek az eddigi szamozas folytatasat, mivel a régi tipusokbdl semmilyen
szekvenciainformacié nem all rendelkezéslinkre és ez varhatéan nem is fog valtozni.
Az eredeti belfasti TAdV-1 tipus (Scott és McFerran, 1972) térzsének tovabbpasszalt
leszarmazottja mara ugyanis a FAdV-8a tipussal (58-as torzs) egyezik meg (6. abra, 7.
abra), az eredeti GoAdV-1 tipusbdl (Zsak és Kisary, 1984a) pedig egyetlen térzs se

maradt rank.

6.2. A DNS-szekvenalasi modszerek oOssze-
hasonlitasa

Munkank soran alkalmunk nyilt a véletlenszerli klénozas és az ugynevezett
~Sorétespuska” szekvenalas modszerét 6sszehasonlitani.

A pulyka-adenovirus 1 genomjanak meghatarozasahoz egy tébb mint 4 éven at
tartd6 munka keretében 296 reakcioval 6sszesen 159.497 nukleotidot olvastunk le. A
genom meghatarozasaban fel nem hasznalt szekvenciak mennyisége 23.046 bp, a
genom mérete pedig 45.413 bp. Ezek aranya 0,5:1. A genom lefedettsége atlagosan
haromszoros.

A liba-adenovirus 1 esetében a ,sOrétespuska” szekvenalas modszerét

alkalmazhattam a Glasgow-i Egyetem MRC Virologiai Egységében. Ehhez 6sszesen
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549.353 nukleotidot hataroztunk meg korilbeldl 1500 reakciéval, ebbdl 1290 kerllt az
adatbazisba (a tobbi rossz minéség vagy egyéb okbdl alkalmatlannak bizonyult). A
legnagyobb részt kitevd, tényleges ,sérétespuska” szekvenalas 1 honap alatt zajlott le.
A réskitoltdé PCR-ek elvégzése és szekvenalasa korilbelll tjabb 1 hoénapot vett
igénybe. A leghosszabb ideig, tobb mint 4 hénapig, a genomvégeken Iév6 643 bp
hosszusagu szakasz szekvenalasa tartott. Az adatbazisba bevett, tehat j6 minéséga,
de nem liba-adenovirus (hanem pl. hazilid kromoszéma) eredetli szekvenciak teljes
hossza 243.005 bp, a genom mérete pedig 43.376 bp. Ezek aranya 5,6:1. A genom
lefedettsége atlagosan 7-szeres.

A ,sérétespuska” szekvenalas tehat joval gyorsabban szolgalt nagy mennyiségl
informacidval, igaz csupan a szekvenalasi reakciok szamat hasonlitva 6tszérdés aron.
Azonban, ha a munkaerd arat, valamint a TAdV-1 genomjanak szekvenalasahoz
szilkséges PCR-ek és egyedi szekvenald (genome walking) primerek koltségeit is
szamitasba vesszik, a ,sérétespuska” szekvenalas mindenképp elsének kerdl ki az

o0sszehasonlitasbol.

6.3. A pulyka- és liba-adenovirus 1 genomja

6.3.1. A genomok kodzponti régioja

A genomok kozponti megdrzott régidja a Va2 géntdl a pVlll-ig nem tért el a mas
adenovirusokban tapasztaltaktol. Ez a 16 gén kozvetlenll kapcsolodik az U-exonhoz
és a fiber génhez, mint minden aviadenovirusban.

A TAdV-1 genomjaban a pVIlI-t6l jobbra harom ORF is homoldgiat mutatott mas
adenovirusok fiber génjeivel. A harom ORF kézll az els6 egy teljes fiber gén, melynek
szarmaztatott termékében felismerheté a fiberre jellemzé farok, szar és fej régio.
Viszont a masodik fiberhomolég szarmaztatott termékében csak a farokrégié és a szar
egy része volt felismerhetd, mig a harmadikban a fejrégié és a szar. A két részhomolog
atfedd régiojaban talalhaté egy CCCCCC nukleotidmintazat (33137—-33142. nukleotid),
melyet ha 5 citozinra redukalunk, a leolvasasi keret kdvetkezményes eltolédasa miatt a
két részhomoldg egy fibergénben egyesll, mely rendelkezik farok, szar és fejrégioval.

Hogy kizarjuk a szekvenalasi hiba lehet6ségét, a kérdéses régié nukleotid
sorrendjét tobbszor is meghataroztuk, mind a klénozott genomfragmentumon, mind
pedig az eredeti virus DNS-t mintaként hasznalva egy felsokszorozott PCR-terméken.
Minden alkalmommal ugyanazt az eredményt kaptuk, a TAdV-1 ezen izolatumaban a
masodik fiberben egy leolvasasikeret-eltolédas talalhatd, mely azt eredményezi, hogy

egy fehérje helyett két csdkevényes kodolodik.
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Feltételezhetjik azonban, hogy a vad TAdV-1 még két teljes fiber génnel
rendelkezett, és az inszercid csak az izolalas soran j6tt létre. Tobb leolvasasikeret-
eltolodas, vagy a divergens evolucié mas jelei nem figyelhetéek meg a régioban. Az
adenovirusok a fiber fejrégiojaval kapcsolédnak a gazdasejthez, és a vad virus
feltételezhetéen két fibert kodolt. A TAdV-1 D90/2 torzsét csirkeembrid majsejt
tenyészeten izolaltuk, feltételezhet6, hogy ezek a sejtek nem fejezték ki a masodik fiber
altal hasznalt receptort, igy nem volt sziiksége a virusnak erre a fiber génre, képes volt
szaporodni nélkdle is.

Megjegyzendd, hogy azokban az aviadenovirusokban, melyek genomjanak
megfeleld régidja ismert, a FAdV-1 genomjaban két fiber gén talalhaté (Chiocca et al.,
1996), mig a FAdV-8 és -9 genomjaban csak egy (Grgi¢ et al., 2011; Ojki¢ és Nagy,
2000). Elektronmikroszkopos vizsgalatok szerint a FAdV-ok egy kapszidcsucsan két
fiber fejez6dik ki, melyek a FAdV-1 esetében kilénb6z8 hosszisaguak, a tdbbi FAdV
tipusnal nagyjabol azonosak (Gelderblom és Maichle-Lauppe, 1982). Ezek alapjan
feltételezhetjik, hogy a FAdV-1 kivételével a tyuk-adenovirusoknak egy fiber génjik
van. Sem a TAdV-1, sem a GoAdV-1 tipus fiberjeit nem vizsgaltak még
elektronmikroszkoposan.

Ha a TAdV-1, GoAdV-1 és FAdV-1 homoldg fiberrégidinak aminosavszekvenciait
Osszevetjik, azt talaljuk, hogy az egyes és kettes fiberek farokrégidéi a TAdV-1 és
FAdV-1 tipusokban jobban hasonlitanak egymasra a két tipus ko6z6tt (TAdV-1 fiber-1—
FAdV-1 fiber-1: 50%; TAdV-1 fiber-2—FAdV-1 fiber-2: 50%), mint a két fiber farokrégioi
egy tipuson belul (TAdV-1 fiber-1—fiber-2: 25%; FAdV-1 fiber-1—fiber-2: 24%). Hasonlé
megfigyelést tettlink a kettes fiberek fej régidival (TAdV-1-FAdV-1: 45%; TAdV-1 fiber-
1-TAdV-1 fiber-2: 17%; FAdV-1 fiber-1-FAdV-1 fiber-2: 14%). Az eredmények alapjan
feltételezhetd, hogy a két fiber gén jelen volt mar a TAdV-1 és FAdV-1 kdz6s 6sében
is, amit alatamaszt a TAdV-1 és FAdV-1 kozeli, esetenként akar monofiletikus
helyez6dése a torzsfarekonstrukciokon (5. abra, 7. abra). Ugyanakkor a fiberek
szarrégidjanak elemzésekor ennek némileg ellentmondé eredményre jutottunk,
melyben a TAdV-1 kettes fibere 50%-os hasonlésagot mutat a FAdV-1 egyes
fiberéhez, mig mas vonatkozasban nem talalunk jelentés hasonlésagot. Ezt azonban
okozhatja esetleg a szarrégié hasonld szerkezetl részekbdl alld, modularis felépitése,
és az ebbdl kdvetkezd nem drokletes eredetli hasonlosag.

A f6 kés6i promoter és a kétosztatu leader hasonldéan helyez6dott mindkét
genomban a mas aviadenovirusokban megfigyeltekhez (Payet et al., 1998; Sheppard
et al.,, 1998b). Mivel eredményeink csak szekvenciahomoldgok keresésén alapulnak,
kisérletes vizsgalatokra lenne szikség, hogy a transzkripciés faktor kétéhelyek és a

kétosztatu leader pontos lokalizaciéjat meghatarozhassuk. Azonban a keérdéses
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szekvencidk és lokalizaciok nagyfoku konzervaltsaga az Aviadenovirus génuszban
alatamasztja predikcidonkat. Ugyanakkor azt sem szabad elfelejteniink, hogy ez a
konzervaltsag adodhat az ugyanezen régiéban az / szalon talalhatdé DNS-figgd DNS-

polimeraz gén er6sen konzervalt szekvenciaja miatt is.

6.3.2. Bal genomvég

A tyuk-adenovirusok genomjanak vizsgalatakor a genom bal terminalis
régiojaban leirtdk mar az ORF2-ORF12-ORF13 hasonlésagat, valamint ezek
homolégiajat a parvovirusok NS1 fehérjéjével (Chiocca et al., 1996; Corredor et al.,
2006; Davison et al., 2003; Washietl és Eisenhaber, 2003). Az ORF14 és ORF24
hasonldsagat is észlelték mar (Corredor et al., 2006; Washietl és Eisenhaber, 2003),
ahogy az a TAdV-1 genomjaban is megdfigyelhetd. Megemlitendd még a GoAdV-1
genomjaban talalhaté ORF51, mely az ORF1 és ORF2 kdz6tt helyezédik el. Ennek
szarmaztatott terméke 201 aminosav hosszu, és a 20—75. aminosav kozott 26—28%-o0s
hasonldésagot mutat a TAdV-1 ORF13, valamint a FAdV-8, -9, -2 ORF2 termékéhez.
Feltételezhetéen ez a géncsalad (ORF2, ORF12, ORF13, ORF51) eredetileg egy
génbdl allt, mely egy dependovirus genomjabdl inszertaldédott egy koinfekcio
alkalmaval, majd duplikalédott, és a duplikatumok divergalodtak az evolucié soran.
Persze ennek ellentéte is lehetséges, azaz hogy a gén egy adenovirusbol kertlt at
parvovirusokba, de akar k6zds gazdaeredetli génszerzés is el6fordulhatott.

Az aviadenovirusokban megismert, meg6rzéttnek vélt ORF-ek kozul, a genom
bal végeén tébbnek a homoldgjat nem tudtuk kimutatni a két vizsgalt virusban. A TAdV-
1 genomjabdl csak az ORF1C hianyzik, amit eddig majdnem minden aviadenovirus
genomjaban megtalaltak (Corredor et al., 2006). Ugyan az ORF1B és ORF2 kozdott,
ahol az ORF1C talalhatdé a FAdV tipusokban, talaltunk egy réovid ORF-et (153 bp,
1803-1955. nukleotid), de mivel a szarmaztatott aminosavterméke nem mutatott
homolégiat az NCBI GenBank egyetlen fehérjéjével sem, Ilétezését nem
valdszinUsitjik. Az egyedili FAdV tipusok, ahol az ORF1C nem mutathaté ki, a FAdV-
C fajba sorolt minddssze két tipus a FAdV-4 és -10. Erdekes médon a részleges hexon
szekvencian alapuld toérzsfarekonstrukcién (6. abra) a TAdV-1 ezzel a két FAdV
tipussal monofiletikusnak mutatkozik, méghozza magas bootstrap értékkel tamogatva,
és a masik két térzsfan is kdzel helyez6dnek egymashoz.

A GoAdV-1 genomja még jobban eltér a tyuk-adenovirusokétdl ebben a
régidban. Nem talalhaté meg az / szalon az ORFO, ORF1A, ORF1B, az r szalon pedig
az ORF13, ORF14 sem. Ez azonban nem meglepd, ha figyelembe vesszik a liba-

adenovirus filogenetikai tavolsagat a tyuk- és pulyka-adenovirusoktol.
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6.3.3. Jobb genomvég

A genomok jobb termindlis régidjaban a legmeg6rzdttebb gének az
Aviadenovirus génuszban az / szalon talalhato ORF19, ORF20, ORF20A és OR22. Az
ORF19 egy lipaz enzimet kodol, amely homolégiat mutat a Marek-betegség virusanak
(Alphaherpesvirinae alcsalad) lipaz génjével (Davison et al., 2003; Ojki¢ és Nagy,
2000). A GoAdV-1 lipaz génjeinek szarmaztatott termékében meg is talalhaté a lipaz
domén (InterPro: IPR000734, ORF19a: 53-109. aminosav, ORF19b: 472-627.
aminosav), és ezen belil a GXSXG konszenzusmotivum, mely még az emlésok
hasnyalmirigy lipazaban is megtalalhaté (Corredor et al., 2008; Schrag és Cygler,
1997). Bar a GXSXG motivum kétszer is szerepel a TAdV-1 ORF19
aminosavtermékében (116—120. aminosav: GGSVG, 338-342. aminosav: GGSDG),
lipazdomént nem detektaltunk a szekvenciaban. Ezt a 13-125 aminosav hosszu
inszerciok és delécidk okozhatjak, melyek a mas aviadenovirus lipazokban
megtalalhato, jol konzervalt régiokat felszabdaljak, eltlintetik. Feltételezhetjik tehat,
hogy a fehérjének nincs mar lipazaktivitasa, a gén divergens evolucién ment at, és
terméke mar Uj szerepet tOlt be. Feltételezhetbéen azonban még mindig
lipidmembranhoz kététten, mert harom transzmembran domeén talalhaté benne. A
GoAdV-1 lipazaiban csak egy-egy transzmembran régié talalhaté.

Az aviadenovirus genomok jobb termindlis régidjaban gyakoriak az
immunglobulin doménnel rendelkezé fehérjéket kodold gének, ilyen domén talalhato a
FAdV-1 ORF9, ORF10, ORF11, FAdV-2 ORF11a, FAdV-8 ORF23 és FAdV-9 ORF11,
ORF23 génjeinek szarmaztatott fehérjetermékében. Ezzel dsszhangban talaltunk ilyen
géneket a TAdV-1 és GoAdV-1 genomjaban is. Ezek termékei egy aviadenovirus
fehérjecsalad tagjai, mely fehérjék valdszinlileg befolyasolni képesek a gazdaallat
immunrendszerét (Corredor et al., 2008; Davison et al., 2003; Le Goff et al., 2005).
Ezek az ORF-ek a tyuk-adenovirusokban és a TAdV-1 genomjaban is az ORF19
(lipaz) géntdl jobbra talalhatéak, azonban a GoAdV-1 genomjaban az ORF20 és
ORF19a kozoétt, azaz a lipaz géntél balra talaltuk meg az immunglobulin domént
tartalmazo fehérje génjét, mely egyébként nem mutatott homoldgiat az eddig
aviadenovirusokbdl ismert, hasonlé domént tartalmazé fehérjéket kddold génekkel.

A TAdV-1 genomjaban a 39.935-40.117. bazisparok kozt (stop kodontél stop
kodonig szamolva) levé ORF hasonlit a FAdV-8 (CA térzs) ORF28 génjére. De ha
elfogadjuk a legels6é lehetséges startkodont, a szarmaztatott fehérje minddéssze 27
aminosav lenne (génje: 40.034—40.117. nukleotid), és ezzel elvesztenénk hét

meg6rzott aminosavat a fehérjéb6l, mely a FAdV-8 ORF28 szarmaztatott
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aminosavszekvencidjaban megtalalhaté. Ezért ezen ORF létezését nem
valoszindsitjuk.

Megemlitendd, hogy az ignoralt ORF28 homologtol balra talalhaté a TAdV-1
genomjaban a nyolc darab ismétl6dé szekvenciavariacio. Ismétlédéseket tartalmazo
régiot talaltak mar a FAdV-4, -8, -9 és -10 genomjanak hasonlé régidjaban is, 45-135
bp hosszu ismétlédé egysegekkel (Cao et al., 1998; Corredor et al., 2008; Ojki¢ és
Nagy, 2000). Az ismétlédések varialédé szekvenciaja, és a csdkevényes ORF28
alapjan feltételezhetjik, hogy a TAdV-1 genomjanak ezen régidja evolucios valtozason
megy keresztll.

A GoAdV-1 genomjaban harom ismétliédéseket tartalmazé régid talalhato;
kozvetlenll a masodik elétt egy szekvenciavarialodas is felfedezhet6. A régiébdl
szarmazo (a genom 42.029-42.057. nukleotidjai k6zott) 19 szekvencia két varians
kozott oszlik meg, a két varians 6 nukleotidban tér el egymastél. 15 alkalommal
szerepel a konszenzusban szerepl6 varians, és négy alkalommal egy masik, ahol
hianyzik a régiéba esé stop kodon. Ha tehat ezt a variaciét fogadjuk el, az ORF54 31
aminosavval lesz hosszabb.

A GoAdV-1 genomjaban a 3. ismétlédéseket tartalmazé régiétdl jobbra talalhato
egy ORF (43.158-43.289. nukleotidjai kdzott), mely nem rendelkezik startkodonnal,
viszont splice-fogadd hellyel igen. A 3. ismétlédéseket tartalmazé régié minden
egységeben megtalalhatd egy splice-donor hely, bar startkodon ezekhez sem tartozik,
kivéve a legelsét. Ebben az elsé egységben talalhatd splice-donor helynek megfelelé
ORF (42.643—-42.738. nukleotidok kozo6tt a splice-donor helyig szamolva) a 2.
ismétlédéseket tartalmazd régid 4. egységében kezdédik. A két ORF tehat esetleg
kifejez6dhet egyltt, s6t ha a 3. ismétiédéseket tartalmazé régidoban esetleg mutacioval
startkodonok alakulnak ki a megfelel6 leolvasasi keretben, a virus eltérd
aminosavszekvenciaval kezd6d6, de azonos végl fehérjevariacidkat is kifejezhet a
splice-helyek alkalmazasaval. Azaz ez a genomszerkezet bizonyos kérilmények kdzott
lehetévé teszi Uj gének kialakitasat a megvaltozott kérnyezethez alkalmazkodva. Az
ismétlédéseket tartalmazo régiokba esé ORF-eket azonban feltételezheté atmeneti
jellegik miatt nem fogadtuk el. Valészinlsithetjik tovabba, hogy az ismétlédéseket
tartalmazo régiok a vad virusban még nem szerepeltek, csak a mesterséges

sejttenyészeten torténd passzalas kdvetkezményei (Davison et al., 2000).

6.3.4.ITR

Az adenovirusok genomjaban az ITR-eknek nagyon fontos szerepuk van a
replikacid beinditasaban, kulénbdzd szabalyozéfaktoroknak biztositanak kétéhelyet

(Liu et al., 2003), és mivel megegyez6 szekvenciaval rendelkeznek a két genomvégen
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(Dan et al., 2001), mindkét iranybdl biztositjak ezeket. Az eddig ismert aviadenovirus
ITR-ek kdzlul a FAdV-1 tipusé volt e legrévidebb (54 bp), de a GoAdV-1 tipusé még
ennél is rovidebb (39 bp), a leghosszabbnak pedig a FAdV-2 és -9 tipusét talaltak (72
bp), de a TAdV-1 ITR-e még ennél is hosszabb: 95 bp, bar egy nukleotid eltérés (egy

C-T tranzicid) talalhat6 az 53. pozicidban.

6.3.5. Splicing

Az mRNS-splicing mechanizmusat adenovirusok vizsgalata soran fedezték ol
(Berk és Sharp, 1977; Chow et al., 1977), és alternativ splice-helyeket irtak le a human
adenovirus 2 és 5 esetében (Davison et al.,, 2003). Mint minden adenovirus
genomjaban, a TAdV-1 és GoAdV-1 genomjaban is a 22K és 33K géneknek kozos
kezdetik van, mely a stop kodonig folytatddik a 22K gén esetében, a 33K esetében
pedig splicing kapcsolja a kézds kezdd szakaszt a 33K gén masodik exonjahoz. A
DNS-kété fehérje (DBP) splicinggal torténé kédolasat is leirtak mar FAdV-1 és -9
esetében (Davison et al.,, 2003), és a GoAdV-1 genomjaban ezzel megegyez6
elrendez6dést talaltunk, de a TAdV-1 genomjaban nem talaltunk erre utalo jelet. Az
ORF11 és ORF26 is tobb exonnal rendelkezik a FAdV-1 és -9 genomjaban, de a
TAdV-1 esetében, bar ezen ORF-ek homoldgjai megtalalhatbak a genomban,
splicingra utalo jelet nem talaltunk.

Aviadenovirusok egyik megdrzoétt tulajdonsaga, hogy a pTP, és a Va2 génjétdl
balra talalhatd6 ORF12, ORF13, ORF14, ORF24 géncsalad egy rovid (2-3 aminosav
hosszusagu) kézoés exonnal kezdédik, mely a pllla és penton bazis (Ill) génjei kdozott
talalhaté az / szalon. Ehhez az exonhoz kapcsolja a splicing mechanizmusa az emlitett
gének masodik, jéval hosszabb exonjat. Hasonléan kdzds kezd6 exonnal rendelkezik
az ORF20 és ORF20A is (Davison et al., 2003). Mindkét esetben ezekkel megegyezd
elrendezést tapasztaltunk a TAdV-1 és a GoAdV-1 genomjaban is.

Az ORFO esetében még nem irtak le splicingot, de a TAdV-1 esetében mégis
feltételezzik. A gén mindkét exonja homoldgiat mutat mas aviadenovirusok ORFO-
javal, a hosszabbik, masodik exon nem rendelkezik startkodonnal, és talaltunk
megfeleld splice-donor és -fogadd helyeket.

Minden splicinggal kapcsolatos predikcionk csak bioinformatikai elemzésen
alapszik, a splice-helyek létezésének és lokalizacidéjanak megerdsitéséhez sziikség
lenne a virusfert6zott sejttenyészetbél izolalt mRNS-ek szekvenalasara. Ugyanakkor
egyes megtalalt helyek egész csaladban, mig masok Aviadenovirus génuszban valo

megOlrzottsége valdszinlsiti, hogy feltételezéseink helytalloak.
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6.3.6. Proteaz vagasi szignalok

Elmondhatd, hogy a proteaz vagasi szignalok a vizsgalt két genomban tulnyomo
tobbségben meg6rzottek voltak az Aviadenovirus génuszban, a 47 talalt vagasi
szignalbol mindossze 5 olyat talaltunk, mely masik aviadenovirusban nem volt

kimutathaté a megfeleld relativ pozicioban.

6.3.7. A pulyka-adenovirus 1 és 3, valamint a liba-adenovirus 1
és a kacsa-adenovirus 1 osszehasonlitasa

Vizsgalataink soran egyetlen olyan ORF-et sem talaltunk a TAdV-1 genomjaban,
mely a TAdV-3 (THEV) génuszspecifikus ORF-jeinek barmelyikével homoldgiat
mutatott volna, de ugyanez mondhaté el a GoAdV-1 és a kacsa-adenovirus 1 (EDS
virusa) kapcsolatarél is, pedig utobbit libabdl is tébbszér kimutattak (Bartha et al.,
1982; Ivanics et al., 2001; Zsak et al., 1982). A TAdV-3 a Siadenovirus génusz tagja,
mely génusz virusai a legrévidebb genommal rendelkeznek. Mindbssze 6t-hat
génuszspecifikus ORF talalhatd genomjukban, kett6-harom mindkét genomvégen, és
egy az E3 régioban a pVIII és a fiber génje kdzott (Kovacs és Benkd, 2011). A kacsa-
adenovirus 1 pedig az Atadenovirus génusz tagja. A TAdV-1 és GoAdV-1 genom
terminalis régidiban aviadenovirus- vagy tipusspecifikus géneket talaltunk, nem volt
kimutathaté egyetlen ,pulyka- vagy liba-specifikus” ORF sem. Bar a k6zds gazdafaj, az
esetlegesen hasznalt kézds receptorok és megfert6zott sejttipusok miatt esetleg
felmerilhetne, hogy ,pulyka- vagy liba-specifikus” ORF-et keressiink, nem szabad
elfelejtentink, hogy a virusok ugyanabban a gazdafajban eltéré tlineteket idéznek eld.
A TAdV-1 tipust léguti tineteket mutaté pulykakbdl izolaltak, mig a TAdV-3 vérzéses
bélgyulladast okoz a pulykaban. A GoAdV-1 libakban feltételezhetéen apatogén, ahogy
altalaban a kacsa-adenovirus 1 is (Zsak et al., 1982), bar akut léguti megbetegedést
okozhat néha kislibakban (lvanics et al., 2001). Ugyanakkor a kacsa-adenovirus 1
(EDSV) nemcsak képes atlépni a fajbarriert és tyukokat is megfertézni (amire a liba-

adenovirus nem képes), de az EDSV a tyukokban erésen patogén is.

6.4. A pulyka- és liba-adenovirus 1 tipus
filogenetikaja

A TAdV-1 és GoAdV-1 filogenetikai helyét tobbféle elemzéssel vizsgaltuk, szét
kell valasztanunk az inter- és az intragenerikus elemzést. Mivel a hexon gén teljes
szekvenciaja még nem ismert az 6sszes tyuk-adenovirusbodl (jollehet mas génuszok

sok tagjabol rendelkezésre all), ezért leginkabb csak a génuszba sorolasra alkalmas
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(5. abra). A részleges polimeraz szekvencia (Wellehan et al., 2004) mar joval tobb
adenovirus tipusbdl, munkank eredményeként mar az 06sszes prototipus tyuk-
adenovirusbol rendelkezésre all (7. abra), ezért alkalmas lehet intragenerikus
Osszehasonlitasra is. A szekvencia rovidsége azonban nem biztosit megfelel6
feloldoképességet (Id. kés6bb, a 6.5 fejezetben targyalva). Az alkalmazott részleges
hexon szekvencianak pedig ugyan meg lehetne talalni homolégjat az Osszes
adenovirusban, de mivel a PCR modszer (Meulemans et al., 2001), amivel a
szekvenciak tébbségét kinyertlik, aviadenovirusokra, még inkabb legtébbszor csak a
tyuk-adenovirusokra specifikus, ezért mas génusz tagjait nem vontuk be ebbe a
torzsfarekonstrukcios elemzésbe (6. abra). A két vizsgalt virus pontos filogenetikai
helyének megallapitasara tehat a haromféle torzsfarekonstrukcidos vizsgalat
eredményét egyesitenink kell, és igy levonni kdvetkeztetéseinket.

A harom elvégzett elemzés kozil kettd vonultat fél szekvenciakat mind az 6t
elfogadott génuszbdl, és megallapithatjuk, hogy a kilénb6z6 génuszok ezeken jol
elkilénilnek egymastdl, amit a magas bootstrap értékek is alatamasztanak. Azt mar
egyéb eredményeink (genomszervezédés, homoldg gének, splice-helyek, proteaz
vagasi szignalok, gazdafaj) alapjan is elmondhatjuk, hogy a két vizsgalt virus az
Aviadenovirus génuszba tartozik, és ezt mindharom torzsfarekonstrukcidos elemzés
alatamasztja. Ugyanakkor mindkét virus olyannyira elkilénil a mar elfogadott
aviadenovirus fajoktdl, hogy Uj fajként valé elfogadasuk megalapozottnak tekinthetd.
Az egyik legfontosabb kritériuma a faj kategéridjanak az Aviadenovirus génuszban,
hogy a feltételezett Uj faj a DNS-polimeraz gén szarmaztatott aminosavszekvenciaja
alapjan min. 5-15%-ban kilénb6zz6n mas fajok tipusaitdl (Harrach et al., 2011). A
rendelkezésunkre allo részleges polimeraz szekvenciak alapjan szamitott hasonlésagi
értékek szerint a TAdV-1 a FAdV-1-re hasonlit leginkabb, 81%-ban azonosak, a
GoAdV-1 pedig ebben a régidban leginkabb a belfasti TAdV-2 tipussal (77%
azonossag), az elfogadott fajok kézul pedig a FAdV-D tipusaival (75% azonossag)
mutat hasonlésagot.

Mindkét faj esetében megfeleld tavolsagot mutatnak a virusok az uj fajként vald
elfogadashoz, ezért javasoljuk a TAdV-1 elfogadasat Turkey adenovirus B fajként. A
GoAdV-1 esetében pedig a P29 térzs elfogadasat GoAdV-1 prototipusként, hiszen az
eredeti GoAdV-1 térzs nem all rendelkezésre, és semmilyen szekvenciainformacio
nem ismert bel6le, ahogy a szintén Goose adenovirus fajpba sorolt GoAdV-2 és -3
tipusokbdl sem. Ha a P29-es torzs helyettesitheti az eredeti GoAdV-1 tipust, a faj
szekvenciadllomanya rogtéon egy teljes genommal gazdagodik és a szamitott

hasonlésagi értékek alatamasztjak a faj elkilonitését.
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A TAdV-1 a torzsfarekonstrukcios elemzéseken a tyuk-adenovirusok kozé
osztalyozodik, a FAdV-1 (FAdV-A faj) tipussal vagy/és a FAdV-C faj tagjaival (FAdV-4
és -10) monofiletikus. Ezt a genomszervez6dés elemzése is alatamasztja, hiszen a
TAdV-1 terminalis régidja nagy hasonlésagot mutat a FAdV-1, -4 és -10 tipusok
megfelel6 régidjaval. Ezen vizsgalatok alapjan feltételezhetjik, hogy ezen tyuk-
adenovirusok elsédleges gazdafaja nem a hazityuk, és csak azért ebben a fajban
talaltak meg, mert a tyukok vizsgalata tulreprezentalt gazdasagi értékik miatt. Ezt az is
alatamaszthatja, hogy a TAdV-1 a legpatogénebb fajokkal (FAdV-A és -C)
monofiletikus. A gazdafajjal hosszabb ideje egyutt fejl6dd, koevolvaldédéd virusrél pedig
feltételezziik, hogy kevésbé patogén, mig a nagyobb patogenitas nemrég lezajlott
gazdavaltasra utalhat (Benkd és Harrach, 2003).

A  GoAdV-1 viszont elklilénlil a tyudk-adenovirusoktdl, azoknal &sibb
leagazasokon szerepel a toérzsfarekonstrukcios elemzéseken. A részleges hexon (6.
abra) és polimeraz (7. abra) génen alapuld elemzéskor mas liba-adenovirusokkal
monofiletikus kladot képez. A polimeraz gén vizsgalt szakaszan annyira megérzoétt az
aminosavszekvencia, hogy nem talalunk eltérést négy torzs kozétt (7. abra).

El6zetes eredmények, melyek a hexon gén részleges szekvenciajan alapultak
(Papp et al., 2003), azt mutattak, hogy a ludalaki madarak adenovirusai elkilonilnek a
tyukalakuakétdl. Feltételeztik tehat, hogy a torzsfa topolégigja alatamasztja az
adenovirusok és gazdaik koevolucidjara vonatkozd elméletiinket. A galliform és
anseriform madarak az 6si Galloanserae kladbdl valtak ketté, ezért ha virusaik velik
egyutt fejlédtek, az adenovirusok térzsfajan a két madarvirus klad is monofiletikus.

Ujabb eredményeink, melyek mar mas rendbdl szarmazé madarak adenovirusait
is magukban foglaltak, megkérddjelezik az elmélet alkalmazhatésagat a tyuk- és
ludalaku madarak esetében. Ugyanis a soélyom-adenovirus 1 és a tyuk-adenovirusok
kozott ugyanakkora tavolsagot figyelhetiink meg a térzsfan (5. abra), mint GoAdV-1 és
a tyuk-adenovirusok kozott, pedig a solyomalakuak rendje joval tavolabb all a
tyukalakuakétél, mint a ludalakuaké. De az is elképzelhet6, hogy esetleg gazdavaltas
kovetkeztében alakult ki ez a jelenlegi helyzet.

Mint azt mar leirtam, az eredeti belfasti TAdV-1 prototipus térzsérdl kiderilt, hogy
mai leszarmazottja a FAdV-8a tipusnak felel meg (6. abra, 7. abra). Mivel korabbi
vizsgalatok szerint szeroldgiailag elkilénithetd volt a tyuk-adenovirusoktol (Scott és
McFerran, 1972), feltételezhetjlik, hogy az eredeti izolatum a sorozatos passzalasok
soran kontaminalddhatott a FAdV-8a tipussal. Ugyanakkor a TAdV-2 tipus minden
torzsfarekonstrukcidos elemzésiinkdn elkllonilé agat alkot (6. abra, 7. abra). A még
szeroldgiai modszerekkel tortént elkllonitésével és jelolésével tehat egyetértunk, sét,

feltehet6leg egy Uj faj Iétrehozasa is indokolt lehet szamara.
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6.5. A tyuk-adenovirus referencia torzsek
filogenetikaja; polimeraz gén alapu PCR a diag-
nosztikai kimutatasukra

Adenovirusok  kimutatédsara, diagnosztikdjara tobb kulféldi és hazai
laboratériumban, igy az MGSzH ADI-ban is alkalmazzak a Wellehan és mtsai (2004)
altal kifejlesztett kétkorés PCR moddszert, mely az adenovirusok DNS-fliggé DNS-
polimerazanak egy szakaszat erGsiti fel. A madarbdl és féleg tyukokbdl szarmazé
mintak azonositasa azonban nehézségekbe Utkdz6tt eddig, mivel a tyuk-adenovirus
tipusok tobbségének szekvencidja nem volt ismert ebbdl a régiobdl. igy az
eredményeket csak a FAdV-1 (Chiocca et al., 1996) és FAdV-9 (Ojki¢ és Nagy, 2000)
tipusok szekvenciaihoz lehetett hasonlitani. Ezért készitettik el a szekvenciapanelt az
O0sszes olyan tyuk-adenovirus tipusbol (FAdV-2-8b, FAdV-10, FAdV-11), melybél
ennek a régidnak a szekvenciaja nem volt ismert.

A torzsfarekonstrukcidés elemzés szerint a tizenkét tyuk-adenovirus tipus 6t f6
kladba sorolédik (7. abra), melyek megfelelnek a tyuk-adenovirusok o6t elfogadott
fajanak (Benkd et al., 2005). Ez a rendszertan korabbi RFLP elemzéseken alapult
(Zsak és Kisary, 1984b), melyet késébbi filogenetikai elemzések is alatamasztottak
(Meulemans et al., 2004; Raue és Hess, 1998).

Az alkalmazott PCR-md&dszer er6sen degeneralt, konszenzus primereket
alkalmaz, hogy minél szélesebb céltartomannyal rendelkezzen, mely nagy
valoszinliséggel az 6sszes adenovirust magaban foglalja. Ez a fokozott érzékenység
azonban ohatatlanul a modszer specifikussaganak csokkenését okozza. Ezért a PCR-
termékek nukleotidszekvencigjanak meghatarozasa elengedhetetlen a hamis pozitiv
eredmények kizarasara.

Mégis ez az elsé olyan PCR, mely ugy képes kimutatni a tyukokat fert6z6 avi-, at-
és sziadenovirusokat, hogy primereit nemcsak a tyuk-adenovirusok, a THEV (TAdV-3)
és az EDS virusa (kacsa-adenovirus 1) alapjan tervezték, ezért uj, eddig nem ismert
adenovirusok, esetleg Uj tyuk-adenovirusok kimutatasara is alkalmas lehet.
Hasznalataval irtak is mar le vadmadarakat fertéz6 0j adenovirusokat (Kovacs et al.,
2010; Wellehan et al., 2005; Zsivanovits et al., 2006).

A PCR a DNS-figgd DNS-polimeraz gén legkonzervaltabb szakaszat célozza
meg, mely annyira megérzott, hogy altalaban csak el6zetes, génusz- és fajszinti
besorolast tesz lehetévé az eredmény. Fajon bellli, tipusszintl elkllonitésre egyéb
gének szekvenciaja, példaul hexonszekvencia szlkségeltetik, melyre a tyuk-

adenovirusok esetében a Meulemans-féle PCR (2001) a legalkalmasabb (6. abra).
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A szekvenciapanel szikségességét a diagnosztikai munkaban egy konkrét
esettel is alatdmaszthatjuk. Hanson és mtsai (2006) az altaluk kifejlesztett PCR-t egy
tyuk-adenoviruson tesztelték, de a kinyert szekvenciat (GenBank Nucleotide:
DQ159938) nem tudtak hasonlitani megfelel§ szekvenciak hianyaban, ezért tipizalni se
tudtak. Szekvenciapanelink segitségével megallapitottuk, hogy a kérdéses virus a
FAdV-5 tipusnak (FAdV-B faj) felel meg.

6.6. Egyeb madar-adenovirus mintak PCR-es
szlrése; Uj virusok filogenetikaja

A vizsgalt tyuk-adenovirus mintak tdbbsége a FAdV-D és -E fajba sorolédott,
hasonléan masok vizsgalataihoz (Ojki¢ et al., 2008a; Ojki¢ et al., 2008b). Ezen fajok
tipusai okozzdk a tyukok leggyakoribb adenovirusos korképét, a sejtzarvanyos
majgyulladast (inclusion body hepatitis). De a FAdV-1 tipust is sikerult kimutatnunk. Ezt
egy esetben a patoldgiahoz is kétni tudtuk, a Lengyelorszagbdl szarmazoé mintakat (az
abran: tyuk lengyel) ugyanis egy zuzégyomorfekélyes tyukallomanybdl kaptuk (6.
abra).

Mind a FAdV-B, mind a FAdV-C faj képvisel6jét (6. abra: tyluk 8844, 7. abra: tyuk
6474) minddssze egyszer sikerilt kimutatnunk. A FAdV-B fajba sorolhaté tdérzset
korabban még nem mutattak ki hazankban, igy ez volt az elsé hazai izolalasa és
tipizalasa. A virust a tyukok Achilles-inabdl izolaltak, ami adenovirusok esetében ritka,
de nem elé6zmények nélkiili lokalizacié (Jones és Georgiou, 1984a). Erdekes lenne
tovabbi vizsgalatokat végezni a térzs patogenitasaval kapcsolatban, de irodalmi adatok
alapjan kisérleti allatoltastél sem feltétlentl varhaté egyértelml eredmény (Jones és
Georgiou, 1984b).

Egy majgyulladast és hydropericardium szindromat mutatd liba allomanybol
sikerllt kimutatnunk egy liba-adenovirus jelenlétét (D1036). Bar a vizsgalt polimeraz
szakasz aminosavszekvencigjaban nem talaltunk eltérést a liba-adenovirus torzsek
kdzott (7. abra), a részleges hexon szekvenciak mar nagyobb varianciat mutattak, és
az ezen a szakaszon is vizsgalt két torzs itt jol elkulondilt (6. abra). A teljes genomjaban
szekvenalt P29 torzs és a D1036-os torzs nukleotidszekvenciaja kozott a vizsgalt
szakaszon minddssze 60%-0s a hasonlosag. Ezek alapjan feltételezhetjik, hogy a
vizsgalt négy GoAdV torzs egy fajt, de legalabb két tipust alkot.

Erdekes eredmény, hogy a két karvalybdl szarmazé minta (7. abra: 5695 és
6438) a tyuk-adenovirusok kdzé sorolodott be, a Meulemans-féle PCR (2001) mégis
negativ eredményt hozott. Az aviadenovirus mintakrél még az mondhaté el, hogy a

vadmadar mintak altalaban elkllénllnek a tulnyomo tébbségben 1évd baromfimintaktol.
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Néhany madar-adenovirus a Siadenovirus génuszba sorolédott (7. abra), de ez
az ott megtaldlhaté madar-adenovirusok szamanak ndévekedésével (Kovacs et al.,
2010; Kovacs és Benkd, 2011; Wellehan et al., 2009) talan nem is meglepd. Az altalam
vizsgalt madar mintakbol az Atadenovirus génuszba meég tdbb madar-adenovirus
osztalyozodott, az egyik mintabdl rogton két elkiléndld térzs, melyeket tavolsaguk
alapjan biztosan kuilén fajba sorolhatunk (7. abra: veréb 1505). A mintak tébbsége, egy
kivételével, egy kulon leagazast képvisel az atadenovirusok kézott, mely csak madar-
atadenovirusokat tartalmaz. Ezen virusok gazdafaja szinte minden esetben a
verébalakuak rendjébe sorolhaté madar, az egyetlen kivétel a kladon belil a kacsa-
adenovirus 1 (EDS virus). Hat hazi veréb mintabdl is ki tudtunk mutatni atadenovirust,
ezekbdl 6t valdszinlileg egy fajt alkot, mert a részleges polimeraz aminosavszekvencia
alapjan alig kalonllnek el egymastdl (7. abra: veréb 1488, 1498, 1504, 1505/95, 1514).
Feltételezhetjik tehat, hogy a verébalaki madarakkal hosszabb ideje egyuitt
fejlédhetnek az atadenovirusok, és jelenlétik e madarakban feltehetéen egy 6si

gazdavaltas kévetkezménye.
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7. Uj tudomanyos eredmények

A vilagon el6szoér hataroztunk meg teljes genomszekvenciat nem tyuk eredeti
baromfi-adenovirusokbdl. Egy pulyka- és egy liba-adenovirus elemzésével

megallapitottuk, hogy mindketté az Aviadenovirus nemzetség tagja.

Meghataroztuk a viralis DNS-flgg6 DNS-polimeraz gén részleges
nukleotidsorrendjét a tyuk-adenovirusok (FAdV-ok) tiz olyan tipusanak
referenciatorzsébdl, melybdl ez eddig nem volt elérhetd. A génszakaszt rendkivl
érzékeny, kétkéros PCR segitségével megbizhatdan lehet felsokszorozni. Ezzel a
PCR modszer allategészségugyi diagnosztikai célra valé hasznalhatosagat

jelentésen fokoztuk.

Elészor allapitottuk meg Magyarorszagon egy FAdV-B fajba sorolhatd torzs

jelenlétét molekularis médszerrel.

Kulénféle baromfi- és vadmadarfajokbdl szarmazé mintak PCR-es szlirése soran

korabban ismert FAdV tipusokat és uj adenovirusokat mutattunk Ki.

Megallapitottuk, hogy hazankban, illetve a kérnyez8 orszagokban a leggyakoribb
tyuk-adenovirusok a FAdV-D és -E, valamint ritkdbban a FAdV-A fajokba

sorolhatok.

Megallapitottuk, hogy a vadmadarakbdl kimutatott, Uj adenovirusok altalaban az
Aviadenovirus génuszba tartoznak, de énekesmadarakban (Passeriformes) masik

két (At- és Siadenovirus) nemzetségbe tartozé virusok is gyakoriak.
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