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Absztrakt

Szakdolgozatomban az adeno-asszocialt virusok biologiai és rendszertani jellemzdinek atfogd
attekintését kdvetden az avian adeno-asszocialt virusok genomjainak dsszehasonlité elemzését
végeztiik el, kiilonos tekintettel a filogenetikai kapcsolatokra €s rekombinacids eseményekre.
A virdlis nukleinsav kivondsa utan teljes genom szekvenalasa Illumina berendezéssel tortént,
majd a szekvenalasi adatok bioinformatikai feldolgozasaval meghataroztuk a kérdéses torzsek
teljes genom szekvencigjat. Ezt kovetden filogenetikai és rekombinacios elemzéseket
végeztiink, ami ravilagitott az egyes torzsek kozti evollcios kapcsolatokra. Végiil, a
rendelkezésiinkre all6 adatok alapjan rovid attekintést készitettiink az avian adeno-asszocialt

virusok és aviadenovirusok egyidejii el6forduldsara vonatkozdan.



Abstract

In my thesis, following a comprehensive review of the biological and taxonomic characteristics
of adeno-associated viruses, we conducted a comparative analysis of the genomes of avian
adeno-associated viruses, with a particular focus on phylogenetic relationships and
recombination events. After viral nucleic acid extraction, whole genome sequencing was
performed using an Illumina platform, and the sequencing data were bioinformatically
processed to determine the complete genome sequences of the strains in question. Subsequently,
phylogenetic and recombination analyses were carried out, shedding light on the evolutionary
relationships between the individual strains. Finally, based on the available data, we provided

a brief overview of the co-occurrence of avian adeno-associated viruses and aviadenoviruses.
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1. Bevezetés

Dolgozatom témajat a Parvoviridae csalad, Parvovirinae alcsaladjanak Dependoparvovirus
nemzetségébe tartozo, sajatos szaporodasi ciklussal rendelkezé adeno-asszocialt virusok
képezik.

Témavalasztdsomat egyrészrol ismeretek hianya motivalta, ugyanis egyetemi tanulményaim
soran csak emlités szintjén volt sz6 az adeno-asszocialt virusokrol, masrészt a molekularis
bioldgia és bioinformatika iranti érdeklédésem jatszott kdzre, melybe munkdm soran nagy
oromomre szolgalt betekintést nyerni.

Vizsgalataink alapjat a vildg minden tajardl szdrmazd, baromfi eredetli mintdk nyujtottak,
melyekbdl eldzetesen tenyésztéses modszerrel és PCR-rel adenovirust mutattak ki. A
beérkezést kovetéen mar metagenomikai modszerekkel volt lehetdségiink vizsgalatokat
végezni. Szakdolgozatomban az azonositott adenovirusokkal egyidejiileg eléforduld adeno-
asszocialt virusokat vizsgaltuk. Munkank céljat az 0 virustorzsek azonositasa, genetikai
valtozatossaganak megismerése, az dket jellemzd evolicids mechanizmusok feltérképezése €s
filogenetikai kapcsolataik megismerése képezte. Ezen feliil a teljes virusgenomok kinyerése

révén a génbanki adatbazis gazdagitasa valt lehetové.



2. Szakirodalmi attekintés
2.1. Parvovirusok rendszertana

A Parvoviridae csaladot 3 alcsalad alkotja, ezek a Parvovirinae, Hamaparvovirinae és
Desnovirinae alcsalad. A Parvovirinae alcsalad képviseléi gerinceseket képesek fertdzni,
allatorvosi jelentdséggel leginkabb ez a taxon rendelkezik. A Desnovirinae alcsalad foként
rovarpatogéneket foglal magaba. Azokat a virusokat melyek gerinces és gerinctelen allatokat is
képesek fertdzni a leghjabb, Hamaparvovirinae alcsaladba soroljak [1]. A Parvovirinae
alcsalad szamos tovabbi nemzetségre oszthatd, melyek az Amdoparvovirus, Aveparvovirus,
Artiparvovirus, Bocaparvovirus, Copiparvovirus, Dependoparvovirus, Erythroparvovirus,

Protoparvovirus, Loriparvovirus, Sandeparvovirus és a Tetraparvovirus genus [2].

== Family: Parvoviridae Order: Piccovirales

=+ Subfamily: Densovirinae Family: Parvoviridae

=+ subfamily: Hamaparvovirinae Family: Parvoviridae

= Subfamily: Parvoviringe Family: Parvoviridae

=+ Genus: Amdoparvovirus  Subfamily: Parvoviringe
=+ Genus: Artiparvovirus  Subfamily: Parvovirinae

<+ Genus: Aveparvovirus  Subfamily: Parvovirinae

=+ Genus: Bocaparvovirus  Subfamily: Parvoviringe
=+ Genus: Copiparvovirus  Subfamily: Parvovirinae

=+ Genus: Dependoparvovirus  Subfamily: Parvoviringe
= Genus: Erythroparvovirus  Subfamily: Parvovirinae
=+ Genus: Loriparvovirus  Subfamily: Parvovirinae

=+ Genus: Protoparvovirus  Subfamily: Parvoviringe
=+ Genus: Sandeparvovirus  Subfamily: Parvovirinage
=+ Genus: Tetraparvovirus Subfamily: Parvovirinae

=+ Genus: Metalloincertoparvovirus  Family: Parvoviridae

1. abra: Parvoviridae taxonomia. /International Committee on Taxonomy of Viruses
(ICTV): https://ictv.global/taxonomy//



2.2. Parvovirinae alcsalad jellemzése
Az utdbbi évek soran tortént virus metagenomikai technikdk fejlédése altal lehetdvé valt a
minden korabbindl nagyobb 1éptékii, 0j parvovirusok azonositisa beteg ¢és egészséges
allatokban egyarant. Az Gjonnan felfedezett parvovirusok koziil sok enyhe tlinetekkel jaro
megbetegedést okoz, vagy nem patogén. Azonban egyes leirasok bizonyos allatfajok esetében
korabban megallapitott megbetegedések etiologiai hatterét tartak fel [3].

Az Amdoparvovirus genus legismertebb tagja a nyércek aleuti betegségét okozd
Amdoparvovirus carnivoran-1, mely leginkabb az aleuti szinvaltozatu nyércekben, hyper-
gammaglobulinaemiat okoz és kovetkezményes glomerulonephritishez, vasculitishez vezet. Az
érintett szinvaltozathoz antigénprezentacids hiba tarsul, mely megakadéalyozza a korokozo
hatékony eliminalasat és IlI-as tipusu hiperszenzitivitasi reakcio kialakulasahoz vezet [4]. 2011
utan egy¢b allatfajok esetében is kimutatasra keriiltek j amdoparvovirusok [5].

Az Aveparvovirus genusba tartozik az Aveparvovirus galliform-1, mely a csirkékben és
pulykakban széles korben el6fordul. Betegségben betoltott szerepe nem tisztazott, bar
Osszefiiggésbe hoztdk brojlerek maladszorpcids szindromajaval, illetve a pulykdkban
megfigyelheté PEMS (poultry enteritis and mortality syndrome) tiinetegyiittessel [6].

A Copiparvovirus genusba tartozé virusokat eddig csak emldsokben azonositottak és
klinikai jelentdségiik a legtobb esetben nem bizonyitott. Eldszor tehenekben €s sertésekben
irtak le, késobb lovakban is azonositottdk. A lovak fulminans, akut majelhalasat eloszor Sir
Arnold Theiler irta le 1918-ban és Theiler-betegségként valt ismertté. Szaz évvel késdbb, 2018-
ban az EqQPV-H-t (Equine parvovirus hepatitis) NGS (next generation sequencing)
technologiaval azonositottdk olyan 16bol, amely Theiler-betegség kovetkeztében elpusztult.
Kés6bb retrospektiv vizsgalatokkal ravilagitottak, hogy a Theiler-betegség els6dleges
korokozojanak tekinthet6 16 parvovirust sikeriilt azonositaniuk [3, 7, 8].

Az Erythroparvovirus genus tagja a human B19 virus, melyet 1974-ben fedeztek fel. Az
erythroid progenitor sejtek lizisét okozva a vérképzés karosodasdhoz vezet. A betegség
sulyosabb formaja leginkabb immunszuprimalt egyéneket érint, illetve terhes ndkben a
magzatot megtamadva a terhesség korai szakaszaban vetélést, késdbb magzatkarosodast
okozhat. A populécio jelentds része szeropozitivitast mutat, a tobbség gyermekkorban atesik a
fert6zésen, enyhe lazas tiinetek és erythematosus kiiitések kiséretében[9].

A Protoparvovirus genusba tartozik a sertések parvovirusa (Protoparvovirus ungulate-
1) El6szér 1965-ben az Amerikai Egyesiilt Allamokban leirt megbetegedés. Sertések
infertilitasat okozd egyik legfontosabb 4gens. Az esetek tobbségében nem okoz klinikai

tiineteket nem vembhes, kifejlett sertésekben [10]. A vemhesség elérehaladottsagatol fiiggden



viszont embriofelszivodast (30 napos korig), késdbb magzatelhalast és mumifikaciot idézhet
eld, 70 napos kor felett pedig a magzati immunvalasz megjelenése utan élo, gyenge vagy
mumifikalt magzatok eléfordulasat okozhatja [11].

A nemzetség masik jelent6s képviseléje a Protoparvovirus carnivoran-1. Az 1900-as
évek elso felében macskakban figyeltek meg enteritissel, panleukopaenidval és cerebellaris
ataxiaval jaro megbetegedést, melyet a macska panleukopaenia virus (FPV) okoz. Néhany
évvel késébb, az 1940-es évek végén hasonlo betegséget figyeltek meg nyércekben. 1978-ban
pedig kutydk 0j virusos megbetegedését azonositottdk, mely enteritist, fiatal egyedekben
myocarditist is okozott. KésObb a mar jol ismert macska panleukopaenia egyik varidnsaként
azonositottak (CPV-2, ma Protoparvovirus carnivoran-1). Az egyes fajokat megbetegitd
virusok k6zott szoros genetikai rokonsag figyelheté meg. Jellemzden sulyos, akut enteritisszel
és egyidejli immunszupresszioval jard korképet okoznak [12].

1960 és 1962 kozo6tt adenovirus preparatumokat vizsgaltak elektronmikroszkop alatt és
a sejteken adenovirusokkal egyidejiileg jelenlévd egyéb virust sikeriilt azonositani.
Megfigyelték, hogy ezek csak adenovirus jelenlétében replikalodnak, ezért adeno-asszocialt
virusnak (AAV) nevezték el Oket [13]. Késébb filogenetikai vizsgalatok alapjan a ludak,
kacsak, mosuszkacsdk €s barbarikacsék parvovirusat is ehhez a nemzetséghez soroltak, bar ezek
nem igényelnek egyéb virust a sikeres replikacidhoz. Ma egységesen a Dependoparvovirus
genusba tartoznak. A genus eddigi egyetlen patogén virusa a Dependoparvovirus anseriform-
1, mely ludakban és pézsmakacsakban el6forduld Derzsy-betegség korokozdja, ehhez a fajhoz
a goose parvovirus (GPV) és a kacsakban hasonld korképet okozd duck parvovirus (DPV)
tartozik. A nemzettség tovabbi tagjaitdl eltéréen autonom parvovirusok. Ludakban a Derzsy-
betegség néhany hetes €letkorban leginkabb érfalkarosodassal, maj- €s szivizomgyulladassal, a
hasiiregben savo-felhalmozodassal jar6 korképet okoz. Késébbi életkorban torténd
fert6z0désnél hasmenés, tollfejlddési rendellenességek figyelhetdk meg. A nagyiizemi
allattartassal vilagszerte endémiassa valt. Kacsakban a DPV fert6zés esetében az idegrendszeri
tiinetek, valamint a csér és tollfejlodési rendellenességek meghatarozobbak [11]. A genus
tovabbi tagjai kozott megtalalhatok féemldsok (Dependoparvovirus primate 1), emlésok
(Dependoparvovirus mammalian 1), husevok (Dependoparvovirus carnivoran 1), madarak
(Dependoparvovirus avian 1-2), denevérek (Dependoparvovirus chiropteran 1-2), hiillok
(Dependoparvovirus squamate 1-2), fokak (Dependoparvovirus pinniped 1) és ragcsalok
(Dependoparvovirus rondent 1-2) dependoparvovirusai [14].



2.3. Parvoviridae csalad biolégiai tulajdonsagai
A Parvoviridae csaladba tartozé virusok kisméretli, linearis, egyszala DNS
(dezoxiribonuklinsav) genommal rendelkeznek, mely jellemzéen 4-6 kilobazis hossziisagu.
Neviikbdl addéddan kisméretliek, ikozaéder szimmetriaji kapszidjuk 21-26 nm atmérdjli, mely
60 masolatban tartalmazza a haromféle kapszid-proteint, ezek a VP1, VP2, VP3. Burokkal nem

rendelkeznek, ellenallo képességiik nagy.

2. dbra: Az avian adeno-asszocialt virus kapszid strukturaja.
https://doi.org/10.2210/pdb8tex/pdb

Az 56 Celsius fokot 1 oran at elviselik és pH 3-9 kozott is stabilak. Beszaradt valadékokban
akar 4-5 honapig is fertézOképesek maradnak. A csalad képvisel6i stenoxen korokozok,
tobbnyire csak adott fajt, illetve azok kozeli rokonait fertézik [15]. Képesek vordsvértestek
abszorpcidjara és azokat haemagglutinaljdk is. A parvovirusok &ltal kivaltott immunvalasz
tartés, neutralizaldé ellenanyagok képzddésével jar. Jellemzden az osztdédd sejteket nagy
szamban tartalmazo szovetekben szaporodnak, ilyen a lymphoreticularis szovet, bélham crypta
sejtek, fejlodé magzat, fiatal allatok myocardiuma. A horizontalis fert6zdés jellemzden oralis
felvétellel torténik, és bélsarral, vizelettel, nyallal, ondoval egyarant {iriilnek a fert6zott allat
szervezetébdl. Vertikélis atvitel is jellemzd a viruscsaladra, madarak esetében pedig
meghataroz6 a germinativ at [11].

A parvovirusok autonomitasa azok multiplikacios stratégiajatol fligg. Kisméretii genomjuk nem

kodol virdlis polimeraz enzimet, ebbdl kifolyolag kizarolag olyan sejtekben képesek
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sokszorozodni, amelyek tartalmaznak aktiv celluldris polimerdzt. Ez a gazdasejt S-fazisat
jelenti, amikor is az aktiv cellularis polimeraz a gazdasejt DNS-e mellett a viralis DNS-t is

képes felépiteni. Ez a szoveti tropizmusuk magyarazata [11].

2.4. Adeno-asszocialt virusok biologiai tulajdonsagai
Az adeno-asszocialt virusok legfébb biologiai tulajdonsagai megegyeznek a fent emlitettekkel.
Genomjuk 4,8 kb hosszisagh linearis szimplaszalt DNS, melyet pozitiv és negativ
iranyultsagban egyarant tartalmaz kapszidjuk. Szaporodasukat tekintve a Parvoviridae csalad
tobbi tagjatol is redukaltabbak. Produktiv fert6zést leginkabb akkor képesek eldidézni, ha a
fert6zott sejtben jelen van egy adeno- vagy herpeszvirus, esetleg mindketté. Ezeket esetiikben
Osszefoglaldban helper virusnak nevezziikk. A tobbi parvovirustol eltéréen széles
gazdaspektrummal rendelkezd, euryxen virusok [15]. Természetes gazdakoriik magaba foglalja
a gerinces él6lények tobbségét, szamos szovetféleségbol kimutathatok [16]. Eletciklusuk
kiemelkedd jellemzdje a latens fert6zés kialakitasa a sejtgenomba vald integracié révén.
Amennyiben az AAV olyan sejtet fertdz, amelyikben nincsen jelen helpervirus, a viralis genom
kromoszomalis integracioval, vagy episzomalis DNS kialakitasaval képes fennmaradni és
hosszantart6 latenciat elérni, igy novelve a helper virussal valo taldlkozas esélyét. A széles
gazdaspektrum, illetve a kromoszomalis integracioval 1étrehozott latens fert6zés a széleskorii
elterjedésiik kulcsa. Az extrakromoszomalis vagy integralt latencia funkcionalisan
egyenértékiinek tekinthetd, amennyiben a sejt nem osztodik, osztdodds utdn ugyanis az
episzomalis DNS nem keriil at mindkét utddsejtbe [15]. Sejttenyészeten genotoxikus
koriilményeket alkalmazva (gazdasejtet ért stresszt imitalva), mint az ultraibolya besugarzas,
az 10nizalo sugarzas és a cikloheximid alkalmazédsa megfigyelhetd bizonyos korlatozott AAV

replikacio helper virus hianyaban is [15, 17].

2.5. Adenovirusok jellemzdi
Az adenovirusok, nem burkos, 60-90 nm atmérdjii ikozaéder szimmetriajii kapsziddal
rendelkeznek. A virion 252 kapszomerbdl all, melyet 240 hexon 12 penton alkot és mindegyik
pentonbol egy vagy két 9-77,5 nm hosszusagu fiber all ki, mely a sejthez valé kotodésért felel.
26-48 kb hosszusagli dsDNS genommal rendelkez6 virusok. A legtobb adenovirus stenoxen,
azonban a Mastadenovirus canidae fajon beliil a kutya 1-es adenovirusa, a Rubarth-kor okozoja
rokékban (roka encephalitis), medvékben, farkasokban és prérifarkasokban is képes betegséget
okozni. Szdmos adenovirus kiilonb6zd sulyossdga akut léguti vagy gyomor-bélrendszeri

betegséget okoz [18]. Csaladon beliil 6 nemzetséget kiilonboztetiink meg, melyek az Aviadeno-,
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Barthadeno-, Ichtadeno-, Mastadeno-, Siadeno-, Testadenovirus genus. Szakdolgozati
témamhoz szorosan kapcsolodva Aviadenovirus genuson beliil az Aviadenovirus gallinae,
Aviadenovirus hepatitidis, Aviadenovirus hydropericardii, Aviadenovirus quintum és
Aviadenovirus ventriculi keriil emlitésre [14]. Széles korben el6fordulo, tiinetmentes allatokbol
is gyakorta kimutathat6 virusok. Féleg hajlamosito hatds érvényesiilése esetén, ritkan 6nalléan
képesek klinikai formaban manifesztalédé megbetegedést okozni. Stenoxen virusok,
leggyakrabban hazitytikban fordulnak eld, de sok egyéb mas madarfajnak is megvan a sajat
adenovirusa. Sz¢leskori elterjedtségiik miatt 4 hetes kor alatt a szikimmunitas védelmet nyu;jt
a fert6zodés ellen. Leggyakrabban 4-12 hetes csirkébdl izolalhatok. Horizontalis és germinativ
uton is fertdznek, bélsarral hetekig iiriilnek. Kortani hatasuk jelentés mértékben fligg az
¢letkortol és a tarsfertézésektdl (leggyakrabban CAV, IBV), amennyiben megbetegedést
idéznek el6 megfigyelhetiink 1égzdszervi tiineteket, ztzdgyomor-gyulladast, pancreatitist,

hydropericardium szindromat és sejtzarvanyos hepatitist is [11].
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2.6. Adeno-asszocialt virusok virus-sejt kapcsolata
Az AAV virusok kapszidjat alkot6 3-féle fehérje, a VP1, VP2, VP3 eltér6 mértékben
foszforilalt. A legtobb parvovirusra jellemzd, hogy VP1 fehérjéhez kotddik kalcium fiiggd
foszfolipdz A2 (PLA2) enzimaktivitas, mely a hatékony virusfertdzéshez sziikséges. A
penetraciohoz jellemzdOen a heparan-szulfat proteoglikan cellularis receptort hasznaljak [19]. A
megfeleld sejtfelszini receptorhoz vald kotédés utan klatrin medialta endocitézis révén
endoszoémaba keriilnek, ahol a felvételt kdvetden tobb oran at detektalhatéak. A citoszolba jutas
folyamata még nem tisztazott teljesen, de a VP1 fehérje PLA2 aktivitasa képes fokozni a
kapszidok felszabadulasat a citoplazmaba [20]. Vizsgalatok azt mutatjak, hogy az AAV-0k
sejtmaghoz jutasahoz ép mikrotubulus és mikrofilamentum architektura sziikséges [21]. A

sejtmagba valdsziniileg a nuklearis poruskomplexumon keresztiil jutnak be [15].

2.7. Adeno-asszocialt virusok genom szerkezete és replikacidja

Genomjuk 3 gént tartalmaz; melyek a rep (replikacio), cap (kapszid), és aap (assembly) gének.
A rep gén a virus replikacidjahoz, a cap a kapszid felépitéséhez és az aap a kapszomerek
Osszeallitasahoz sziikséges elemeket kodoljak. A genom mindkét végén 145 bp hosszasagi ITR
(inverted terminal repeat) szekvencia talalhato, mely igy a genom 3’ és 5° végén is nyitott
leolvasasi keretet (ORF) formal. ITR-en beliil az elsé 125 nukleotid palindrom szekvenciat
alkot, a maradék 20 bp hosszusagli szakaszt D-szekvencianak nevezik, melyek CRE (cis-
regulatory element) tartalmuk révén fontos szabalyozo funkcioval birnak, a szomszédos gének
aktivitasanak szabalyozasaval [15].

A bal oldali ORF tartalmazza a rep gént, mely négy, molekulatomeg alapjan megkiilonboztetett
Rep proteint termel; ezek a Rep78, Rep68, Rep52, és Rep40. A rep gén altal termelt fehérjék a

replikacioban, illetve latencia létrehozasaban toltenek be fontos szerepet. A Rep68, 78 protein

ITR ITR
rep cop
Poly A
p5 p40
Rep78 5]
Rep68 w2
pl9
RepS2 e
Repd0 AAP

3. abra: Az adeno-asszocialt virusok genom struktaraja a rep és cap génekkel, ITR-ekkel

a genom két végén, tovabbd még az egyes promoterek altal képzett leolvasasi keretekbol
szintetizalhato fehérjék. https://doi.org/10.1186/s43141-023-00518-5
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a transzkripcid sordn a p5-0s promotert hasznélva johet 1étre, a Rep52 ¢és Rep40 a pl9-es
promoter hasznalataval irodnak at RNS-re. A jobb ORF a cap gént tartalmazza, mely a p40-es
promoter segitségével a transzkripcid soran a 3 kapszid proteint hozza 1étre. Ezek a VP1, VP2,
és a VP3. Osszesen 60 masolatban 1:1:10 (VP1:VP2:VP3) részaranyban épitik fel az ikozaéder
szimmetriaju kapszidot. Az aap gén kodolja az assembly activating proteint, ez egy alternativ
leolvasasi keretben talalhat6 a cap gén altal fedve, mely a virion Gsszeépiilését segiti eld [22].
Az AAV-ok nem kodolnak virdlis polimerazt, sem pedig ssDNS kotd fehérjét, a
sziikséges faktorokat a helper virus €és a gazdasejt biztositja szamukra. A replikacio egyszalas
lanceltolodassal kezd6dik, a 3° végen 1évé ITR hajtliszerlien visszakanyarodik egy rovid
dsDNS-t kialakitva, mely primerként szolgal a replikacidé megindulasahoz. Ezt koveti az
elongacid, majd a komplementer szal a 3° végen Osszekodttetésben marad a templat szallal. A
kapcsolatot a Rep68, vagy Rep78 protein kotédése oldja, melyek az RBS (rep binding site) és
TRS (terminal resolution site) szekvencidkhoz kotddnek. A transzkripcid a citoplazmaban
zajlik, majd a kapszidfehérjék visszajutnak a sejtmagba, ahol az assembly activating protein
iranyitasa alatt kialakitjak az AAV-ra jellemz6 kapszid-szerkezetet [15]. Bar a leginkabb az
adenovirusokrol koztudott, hogy képesek segiteni replikacidjukban, valdjaban tobb virusrol
bebizonyitottak, hogy a replikacid befejezéséhez sziikséges faktorokat tudnak szolgaltatni az
AAV-ok részére. A Herpesviridae csalad tobb virusa képes a replikacio segitésére, ugy, mint a
huméan cytomegalovirus, human herpeszvirus 2 €s 6, varicella-zoster virus, papillomavirusok
koziil a HPV-16, bar ez nem képes teljes helper funkcid betoltésére Onalloan, illetve a
legujabban ide sorolhatd virus a human bocavirus-1, mely egy autondm parvovirus [23]. A
helper virusok szerepét tekintve megallapitottdk, hogy az adenovirusok esetében nem az
adenovirus eredetli DNS polimerazt hasznaljak a replikacio soran, hanem a cellularis polimeraz
D-t, viszont az adenovirus eredetli ssDNS kot6 fehérje fokozza az AAV-ok replikacidjat.
Herpeszvirusok esetében igénybe veszik azok sajat DNS polimerazat, helikaz-primaz
komplexumat €s ssDNS kot fehérjéjét. A gazdasejt eredeti HMG1 és FK506 proteinek
esetében bizonyitottdk, hogy a Rep protein kotédésének befolyasoldsaval, vagy az ITR

crer

erdsithetik, vagy éppen gatolhatjak azt [15].
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2.8. Latencia kialakitasa
Természetes human AAV-2 fertdzés esetén megfigyelték, hogy az AAV oOrokitéanyaga
javarészt episzomalis DNS formdjdban marad fenn ¢és csak ritkan integralodik a gazdasejt
genomjaba. Az AAV transzkripcidja az intracellularis kornyezettdl fiigg. Fiziologias
koriilmények kozott a sejtben gatlodik a transzkripeios és replikacios képesség, azonban ekkor
egy limitalt Rep expresszio lehetdvé teszi a latencia kialakitasat [24]. A latens fert6zés lehetové
teszi a genom fennmaradasat mindaddig, amig a feltételek kedvezdek lesznek a produktiv
virusszaporodashoz. Az RBS és a TRS nem csak a replikéacidban jatszik fontos szerepet, hanem
a Rep altal kozvetitett kromoszomalis integracioban is. Ez a human esetben pontosan
meghatarozott, a 19-es kromoszoma (19913.42) régidjaba torténik, melyet AAVS1-nek (adeno-
associated integration site-1) neveznek [25]. Az AAV genom hosszt ideig fennmaradhat
extrakromoszomalis elemként is, és igy Rep expresszid hidnyédban is képes kifejezddni. Ez

azonban a gazdasejt osztodasakor nem keriil at mindkét utddsejtbe [15].

2.9. Az adeno-asszocialt virusok patogenitasa

Az AAV-ok széles korben elterjedtek, a human populdciot tesztelve széleskorii
szeropozitivitast figyeltek meg [26]. Jelenleg semmilyen ismert megbetegedés nem kothetd
hozzajuk. Allatokbdl is széles korben kimutathatok, patogenitasban betdltott szerepiik nem
igazolt.

hepatitis megjelenését. A megbetegedettek korében egy esetben sem tudtak kimutatni ismert
akut human hepatitist okoz6 virust (hepatitis A-E). Ev végéig emelkedett az esetszam és tobb
esetben majtranszplantaciora volt sziikség [27]. Késébb metagenomikai vizsgalatokkal
majszovetbl herpeszvirust, human adenovirust és AAV-2-t is sikeriilt azonositani [28, 29].
Jelenleg aktiv kutatdsok iranyulnak a pontos etiologiai hattér feltérképezésére. Korabban
rAAV-t tartalmazd génterdpias kezelések esetén mar ismert mellékhatas volt a fulminans
hepatitis, amely megelézésére eldzetesen alkalmazott szteroidos kezelés szolgal. Ugy
feltételezik, hogy az AAV2 fert6zés altal kivaltott CD4+ T-helper sejt kozvetitette
immunpatologiai valasz allhat fenn, ami 6sszhangban van az érintett gyermekekben az MHC
II. osztalya HLA-DRBI104:01 allél jelentésen megnovekedett gyakorisagaval [30].
Feltételezhetéen AAV-2, valamely ismert helper virusa, példdul az esetek jO részében
kimutatott HHV-6/7, illetve HAdV kozti interakcio, illetve immunpatologias valaszreakcio

bonyolult kapcsolata allthat az esetek mogott.
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3. Metagenomika

3.1. Metagenomika definicidja, valtozatai

A metagenomika kifejezés egy adott mintdban talalhat6 6sszes nukleinsav elemzését jelenti,
lehetévé téve a mikroorganizmus-kozdsségek teljes feltdrasat anélkiil, hogy sziikség lenne az
egyes fajok izoladlasara, tenyésztésére. Ezenkiviil nem igényel eldzetes informéciokat a
vizsgalanddé genomokrdl. Ez az 0j tudomanyag a biologia egyik leggyorsabban fejlédo
tertiletévé valt, amely boviti a mikrobialis vilag sokféleségérol, 6koldgidjarol, evoluciojardl és
miikddésérdl alkotott ismereteinket, valamint hozzajarul az 0j alkalmazasok megjelenéséhez
szamos kiilonbozo teriileten [31].
Metagenomikai elemzés két legjellemzébb modszere az amplikon és a shotgun (teljes genom)
szekvenalas. Elobbi esetén csak bizonyos szekvencidkat szaporitanak fel egy eldzetes
amplifikacid soran. F6 markergének kozé tartoznak a prokariotak esetében a 16S riboszomalis
DNS, ecukariotdk esetében a 18S riboszomalis DNS, mivel ezek a taxondmiailag
leginformativabb lokuszok. A kivalasztott markergén sokszorositasa eldzetes PCR-rel torténik,
majd az ezt koveto szekvenalas révén hatékony és gyors lehetéséget kinal komplex filogenetikali
vizsgalatok végzésére [32].

Shotgun szekvenalassal 1ényegesen tobb informacié nyerhetd ki a vizsgalni kivant
mintakbol, ezzel egyiitt ennek adat-, memoria igénye is nagyobb és koltségesebb folyamatrol
van sz6. A mintdban jelen 1évdé genomokat aprd darabokra tordelik, majd az egészet
szekvenalasnak vetik al4d. Ennek eredménye egy olyan rovid leolvasas (read) halmaz lesz mely
mindenféle, a mintaban jelenlévd nukleinsavbol szarmazo szekvencidkat tartalmaz dmlesztve.
A minta tipusatol fiiggden egyarant megtalalhaté benne ndveényi, mikrobidlis, gazdatest eredetii
szekvencia is [32]. A shotgun metagenomika egy népszerli és széles korben hasznalt

megkozelités a viruskdzosségek leirasara, anélkiil, hogy elézetes virus izolalasra lenne sziikség

[33].

3.2. Viralis metagenomika lépései
A virdlis metagenomika négy alapvetd 1épésre bonthatd; melyek a virus dusitas, a viralis
nukleinsavak amplifikacioja, a szekvenalas és a kapott adatok bioinformatikai elemzése [33].
1. Virus dusitas az eukaridta €s prokariota nukleinsavak minimalizélasa érdekében torténik,
ezaltal novelhetd a viralis nukleinsavak relativ aranya. A minta homogenizélésa és sziirése 0,22-

0,45 mikrométer poérusi membranon at torténik, majd viruskoncentralas koveti. A
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viruspartikuldkat izolalopuffer segitségével feloldjak, majd a nukleinsavakat folyadék-
folyadék, vagy folyadék-szilard extrakcio révén kinyerik [33].

2. A kivont nukleinsavak mennyisége a legtobbszor tul alacsony a szekvenalashoz, igy ezek
sokszorositasa megkeriilhetetlen 1épés. Erre a célra tobb modszer is rendelkezésre all, ilyen a
random PCR és a SISPA is. A random PCR soran véletlenszerii szekvenciakat alkalmaznak,
melyek a DNS barmely szakaszara kotddhetnek, mig a SISPA restrikcids endonukledzos
emésztést kovetden univerzalis adaptert ligal a cél DNS végéhez, majd az ezt kvetd PCR-rel
amplifikalasra keriilnek a viralis nukleinsavak [34]. Utobbit eredetileg azért fejlesztették ki,
hogy humén genomikai vizsgalatokhoz az alacsony kdpiaszamu nukleinsavakat amplifikaljak
vele [35].

3. DNS szekvenalas alatt azt a folyamatot értjiik, amikor egy adott DNS molekula nukleotid
sorrendje keriil meghatarozasra [36]. Az els6 kereskedelmi forgalomban kaphat6 0j generacios
szekvenalasi rendszerek a 2000-es évek elején jelentek meg. Azokat a modszerek soroljuk ide,
amelyek képesek egyszerre tobb mintat parhuzamosan szekvenalni. Elsésorban metagenomika,
genomok ¢és transzkriptomok elemzése soran alkalmazzak Oket [33]. Hatranyuk, hogy
hasznalatukhoz nagy szamitogép-kapacitas sziikséges, tobb hibat ejtenek és viszonylag révid
leolvasasokat (néhany szaz bazis) képeznek, ellenben akar tobb milliard DNS darabot is
képesek egyszerre szekvenalni [36].

4. Bioinformatikai elemzés. Az NGS-moddszerek altal szolgaltatott nyers adatok jelentds
szamitogépes munkat igényelnek ahhoz, hogy rdvid leolvasdsokbol genom szintli
szekvencidkat alkossanak. A sziikséges programok tobbsége grafmodellekre épiil, mint az
atfedési (OLC) és a de Bruijn grafok [37].

A nukleotidszekvencia-elemzés tobblépéses folyamat. Els6 a szekvenalasi futas lehivasa, majd
pedig a mindség-ellendrzés kovetkezik. A leolvasott szekvencidk (readek) FASTQ f4jlban vagy
a szekvendld eszkéz és az ahhoz tartozo fedélzeti szoftverek altal hasznélt nyers
adatformatumokban tarolodnak. A mdasodik lépés a readek mindség-ellendrzése, szekvencia
hibak keresése, mint példaul a duplikalt leolvasasok, elézetes PCR indukalta leolvasasi hibak,
illetve az adott szekvenald berendezésre jellemz6 hibaprofil azonositasa és javitasa, majd a
trimmelés (adapterek, primerek eltavolitasa) és a kontigok illesztése és Gsszeallitasa (assembly)
referencia genom alapjan, vagy de novo. A de novo assembly soran nem all rendelkezésre
referencia szekvencia az illesztéshez. Harmadik 1épés a genom azonositasa és annotalasa,
vagyis biologiai funkcidinak és taxonomiai jelentdségének azonositdsa. Az utobbi években

szamos Uj program jelent meg a bioinformatikai elemzések megkonnyitésére, melyek lehetové
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crer

teszik a virusgenomok hatékonyabb észlelését, Osszeépitését és taxondmiai klasszifikaciojat

[33].
4. Az adeno-asszocialt virusok biotechnologiai alkalmazasa

A humdn génterapia jelenlegi definicidja az FDA (Cellular & Gene Therapy Guidances, 2018.
julius 20.) és az EU Bizottsag (2001/83/EK iranyelv, 1. melléklet IV. rész) szerint
Osszefoglalhatd 1gy, mint egy bioldgiai gyogyszerkészitmény, amely rekombinans
nukleinsavat tartalmaz, és amelyet emberben hasznalnak vagy embernek adnak be genetikai
szekvencia szabdlyozasa, javitasa, cseréje, hozziadasa vagy torlése céljabol betegségek
kezelése vagy gyogyitasa érdekében [38].

Az utdbbi évtizedre a génterdpia az egyik legaktivabban kutatott teriiletté valt, és mara tobb
génterapids szer keriilt engedélyezésre. A génterapia megvaldsitasaban az egyik legkritikusabb
1épés a megfeleld vektor kivalasztasa. A vektorok lehetnek virusvektorok, ez a leggyakoribb,
illetve alkalmazhatnak nem virus vektorokat, ezek f6 eldnye a bioldgiai biztonsag, de szallitasi
hatékonysaguk elmarad a virusokétol [39]. Virusvektorok alkalmazasa esetén a f6 nehézséget
azok immunogenitdsa és citotoxicitasa jelenti. Tovabbi veszélyt jelenthet a transzgén ektopias
kromoszomalis integracidja, mely aktivdlhat tumor onkogéneket, vagy pedig a
szupresszorgének expressziojanak megvaltoztatisa révén képes daganatos megbetegedést
indukalni. Vadvirusokbdl rekombinans virusvektor eldallitasa soran eltavolitjdk a betegséget
okoz6 géneket és helyettesitik a megfeleld terapias génekkel és az azok expresszidjat
szabalyozd szekvencidkkal, mikdzben a sejtbe jutdshoz sziikséges kapszidot megtartjak.
Vektorként hasznalt virusok a DNS virusok koziil a herpeszvirusok, adenovirusok ¢és adeno-
asszocialt virusok, RNS virusok koziil pedig a retrovirusok [40].

A rekombinans AAV vektorok kiilondsen a kozponti idegrendszeri betegségek kezelési
stratégiaiban bizonyultak igazan hasznosnak. Sokoldalti vektorok, mind az osztddasban 1évd,
mind a nem osztddo sejtekben kifejezédnek [38]. Jelenleg 14 AAV szerotipust kiilonbdztetnek
meg, ezek az AAV1-9, AAV6.2, AAVrh8, AAVrhl0, AAVrh39 és AAVrh43. Ezek jorészt
human eredetiiek, illetve human szovetek transzdukciodjara alkalmas féemlds virusok, melyeket
a kapszidszerkezet, a kivaltott immunreakcio €és szoveti tropizmus alapjan soroltak kiilonb6zd
szerotipusokba [41]. Tualnyomoérészt szimplaszali vagy duplaszala episzomalis DNS
formajaban maradnak fenn. Bar egy résziikk integralodhat a gazdasejt genomjaba, a
kromoszomalis integracié rendkiviil ritka és rekombinans AAV vektorok esetében nem fordul

eld. Genomialis felépités alapjan az egyes szerotipusokat A vagy B csoportba soroljak [42]. Az
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AAV-alapu vektorok hosszi tdvl transzgén kifejezést biztositanak. Jelenleg a legkevésbé
immunogén vektoroknak tartjak és kevesebb vektorral dsszefliggd toxicitassal rendelkezének
tekintik, ami miatt sok kozponti idegrendszeri betegség esetében eldnyben részesitik dket [38].
Jelenleg hét AAV vektor alapii génterapias biologiai készitmény kapott forgalomba hozatali
engedélyt. A Glybera, mely egy AAV1 vektor, amelyet az Eurdpai Gyodgyszeriigynokség
(EMA) hagyott jova a lipoprotein lipaz hiany kezelésére. A Luxturna, egy AAV2 vektor,
amelyet a Food and Drug Administration (FDA) és az EMA is engedélyezett Leber-féle
velesziiletett amaurosis kezelésére. A Zolgensma AAV9 vektor, amit az FDA és az EMA is
jovahagyott a gerincveldi izomsorvadas 1-es tipusanak kezelésére. Az Upstaza egy AAV2
vektor, amelyet az EMA hagyott jova az aromas L-amino-sav dekarboxilaz hiany kezelésére.
A Roctavian AAVS5 vektor, amit az EMA hagyott jova hemofilia A kezelésére. A Hemgenix
egy AAVS5 vektor, amit az FDA hagyott jova hemofilia B kezelésére és az Elevidys: egy
AAVrh74 vektor (rhesus majombol izolalt), amelyet az FDA hagyott jova Duchenne-féle
izomsorvadas kezelésére [43].

Az AAV-ok klinikai alkalmazésat nehezitd tényezo a mar jelenlévo neutralizald ellenanyagok
jelenléte, mely széles korben eléfordul a human populacié kérében. A preformalt ellenanyagok
a vektorok kapszidjat célozzék, igy a kezelés hatékonysdganak csokkenéséhez, vagy akar a
vektorok inaktivalédasahoz vezethet. Ennek kikiiszobolésére az egyik lehetséges stratégia
olyan AAV-ok alkalmazéasa, melyek természetes koriilmények kozott nem keringenek
féemldsok korében, vagy nem reaktivak human szérummal. Erre a célra egy igéretes jeldlt az
avian adeno-asszocialt virus (AAAV), mivel jelentds szekvencialis eltérések figyelhetok meg
az AAAV Kkapszid és a féemlds alapi AAV-0k kozott €s varhatéan nem, vagy alacsony

mértékben reagalnak human szérummal [44].
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5. Célkituzések

Munkank soran az alabbi célokat tuztik ki:

A rendelkezésiinkre 4all6 Gallus gallus domesticus eredetli mintakbol adeno-

asszocialt virusok el6fordulasanak vizsgalata €s azonositasa.

- Ugyanezen mintdkban az adeno-asszocialt virusokkal egyidejlileg eléforduld

adenovirusok attekintd vizsgalata.

- Az azonositott virustorzsek teljes genomszekvencidjdnak meghatarozdsa, a

genomok szerkezeti elemzése.

- Az Ujonnan azonositott torzsek evoluciés kapcsolatainak feltérképezése,

filogenetikai modellezése, rekombinacios mechanizmusaik vizsgalata.
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6. Modszer

A felhasznalt mintdkat a CEVA-Phylaxia Oltéanyagtermeld Zrt. bocsatotta rendelkezésiinkre
szovettenyészet formajaban. A mintdk a vilag minden tajardl szarmaznak ¢€s javarészt telepi

survillance program keretein beliil gytjtotték oket.

6.1. Viralis nukleinsav kivonas

A mintédkat elészor egy laboratériumi centrifuga segitségével {ilepitettik le, 8000 X g
fordulatszamon 5 percig. Ezt kovetden a feliiliszot egy 0,45 um-es fecskenddsziirével
megtisztitottuk a baktériumoktdl és mas sejtes tormelékektdl, hogy a viruspartikulumokat
feldusitsuk. A megmaradt szennyezd nukleinsavakat egy DNaz-t és RNaz-t tartalmazo
keverékkel tavolitottuk el. A szoveti feliiliszobdl a nukleinsavat ZiXpress-32 Automata
Nukleinsav Tisztité Miiszer (Automated Nucleic Acid Purification Instrument) és Zixpress-32
Virus Nukleinsav Kivond Készlet (Viral Nucleic Acid Extraction Kit, Zinexts Life Science
Corp., New Taipei City, Tajvan) segitségével izolaltuk a gyartoéi protokollnak megfelelden,
majd a kapott nukleinsavat az extrakcios kit altal biztositott 100 ul pufferben elualtuk.

6.2. Illumina teljes genom szekvenalas

A teljes genom szekvenalasa az Illumina NextSeq 500 Gjgeneracios, nagy ateresztoképességii
szekvendlod berendezéssel tortént. A DNS konyvtarak készitéséhez az Illumina® Nextera XT
DNA Library Preparation Kit (Illumina, San Dieago, USA) készletet vettiik igénybe. A DNS
fragmentek egyedi jelolése a Nextera XT Index Kit v2 Set A (Illumina, San Dieago, USA)
indexek hasznalataval tortént.

A munkafolyamat els6 1épéseként a mintdban taldlhatd nukleinsavat amplifikaltuk, majd a
cDNS mintdkat 2,5 pl végtérfogatban 0,2 ng/ul koncentracidra higitottuk. Ezt kovette a
tagmentalo reakcid, amely a konyvtarkészités kezdeti [épéseként a még nem fragmentalt DNS-
t megfeleld méretiire hasitja és jeloli. Ehhez 5 pul Tagment DNA pufferrel, valamint 2,5 pl
AmpliconTagment Mix reagenssel kevertiik 6ssze a mintankat és 55°C-on 6 percig inkubaltuk
GeneAmp PCR System 9700 (Applied Biosystems, Waltham, USA) késziilékben majd pedig
10°C-ra hiitottiik. A tovabbiakban hozzdadasra keriilt 2,5 pl Neutralize Tagment puffer és
tovabbi 5 percig szobahdmeérsékleten inkubaltuk. Kovetkezd lépésként a DNS konyvtar

készitéséhez sziikséges reagensek keriiltek hozzdadasra, ehhez 7,5 ul Nextera PCR Master
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mixet dsszekevertiink 2,5-2,5 ul 15 és 17 index primerrel, és hozzaadtuk a tagmentalt DNS
mintdhoz. Ezt egy PCR-es amplifikalo 1épés kovette, ami 95°C 30 mp kezdeti denaturaciot
kovetden 12 ciklusbol allt. A végsé 72°C-os 5 percig tartd elongécios 1€pést kovetden a mintat
10 °C-ra hiitottiik. Ezaltal megkaptuk a szekvenalashoz sziikséges indexalt DNS konyvtarat és
ezt a Gel/PCR DNA Fragments Extraction kittel (Geneaid Biotech, Hszinpej, Tajvan)
tisztitottuk, majd alavetettiik egy fluorometrids mennyiségi meghatarozasnak a Qubit® dsDNA
HS Assay kit (Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA) felhasznalasaval. Az indexalt DNS
konyvtarat a gyartdi ajanlasnak megfelelé koncentracidra higitottuk és poolozas utan
denaturaltuk, majd 1,5 pM végsé koncentracidban NextSeq 500/550 Mid Output flowcell-re

(Illumina, San Dieago, USA) toltottiik és a szekvenalast elvégeztiik.

6.3. Szekvenalasi adatok elemzése és annotalasa

Az Illumina NextSeq 500 futasa utan nyert leolvasasok mindség-ellendrzésen estek at. A tul
rovid szekvencia-readek, primerek és adapterek levagasra keriiltek és a FASTQ formatumu
szoveges dokumentum alapjan értékelt leolvasdsi mindsitésnek megfelelden az alacsony
mindségli leolvasasokat a Trimmomatic programmal sziirtiik. Gyors taxondmiai klasszifikacio
érdekében Taxonomer webszoftvert és a Kaiju programot hasznaltuk, amely alapjan
kigytjtottik azokat a mintdkat, melyek tartalmaztak Aviadenovirus genusba ¢és
Dependoparvovirus genusba sorolt szekvenciakat.

A tovéabbiakban a Geneious Prime szoftverrel dolgoztunk. Els6é koérben, de novo assemblyt
végeztiink Tadpole assembler segitségével. A program gyors futdsi teljesitménnyel képes
contigokat létrehozni readekbdl de Bruijn graf alapjan miikodd algoritmusaval, ezaltal
lehetdséget biztosit a késdbbi referenciagenom gyors keresésére. Referenciagenom keresése a

Genbank adatbazisaban tortént BLASTn algoritmus (https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi)

hasznalataval. Az igy talalt referenciagenomok segitségével referencia alapu assemblyt
végeztliink a Geneious Prime beépitett mappere segitségével. Ezaltal a virustérzsek teljes
genomjat sikeriilt meghatarozni. Ezt kovetden a kapott konszenzus szekvencidkat manuélisan

javitottuk és annotaltuk.
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6.4. Evolucios és filogenetikai elemzések

A tobbszoros szekvencia illesztéseket a Geneious Prime szofverrel végeztik MAFFT
algoritmus hasznalataval. Els6 korben a Dependoparvovirus genus fajaival készitettiink teljes
genom alapu filogenetikai elemzést a MEGAX szoftvercsomag segitségével, melynek soran a
nukleotid szubsztitiicids folyamatok modellezése a GTR + G + | komplex modell segitségével
késziilt. A fa rekonstrukciojat Maximum Likelihood valoszinliségi keretrendszer segitségével
végezte a MEGAX szoftvercsomag, a csomopontok megbizhatosaganak becslésére pedig 1000-
es bootstrap értéket alkalmaztunk. Sajat torzseink leszarmazasi vizsgalataihoz készitett
filogenetikai elemzést szintén a MEGAX szoftvercsomag végezte Maximum Likelihood
valoszinliségi keretrendszer segitségével, de GTR+G modellel és szintén 1000-es bootrstrap
beallitassal. A VP1 fehérje aminosav szekvencidjan alapuld evolicids fahoz szintén MAFFT
algoritmussal késziilt a VP1 gén alapt nukleotid illesztés, mely a TranslatorX szoftverrel keriilt
aminosav forditasra. A PHYLM szoftver Maximum Likelihood valészinliségi keretrendszer
segitségével végezte a fa rekonstrukciot. A Dependoparvovirus genusra készitett filogenetikai
fa esetében az aminosav szubsztittcids folyamatok modellezésére Qpfam +R+F valdszintiségi
eljarast, a sajat torzsek leszarmazasi vizsgalatahoz pedig MtArt +R+F modellt alkalmaztunk. A
csomopontok megbizhatésaganak becslésére ebben az esetben is 1000-es bootstrap értéket
allitottunk be.

Rekombinacios eseményeket az RDPS szoftver RDP, Bootscan, Geneconv, Chimaera, MaxChi,
SiScan és 3Seq algoritmusainak segitségével azonositottuk a legmagasabb elfogadott P-
értek=0,05 beallitassal. Kizarolag azokat a rekombinacios eseményeket vizsgaltuk tovabb, ahol

legalabb 3 algoritmus jelezte a rekombinacids eseményt.
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7. Eredmények

7.1. AAAYV torzsek azonositasa

Az 06sszesen 209 db minta javarészt brojlerallomanybdl keriilt bekiildésre, melyekbdl
elézetesen PCR-rel kiilonb6z6 Aviadenovirus genushoz tartozo adenovirust mutattak ki. A
teljes genom szekvenalasa soran 2,377x10° read keriilt generalasra. A FASTQ fijlok mindség-
ellendrzése utan gyors taxonomiai klasszifikdciot végeztiink a mintdban taldlhato
mikroorganizmusok azonositasara és rendszerezésére. Bar ezek korlatozott mélységi
taxonoémiai azonositasi lehetdséget nyujtanak, gyorsan elvégezhetdk €s atfogd képet adnak a

mintaban talalhaté szamunkra érdekes vagy relevans szekvenciak tovabbi elemzéséhez.

Bakterialis

Ismeretlen

Virdlis

4. abra: A D1845/4/12/BG megnevezésii minta eldzetes eredménye a Taxonomer program
futdsa utan. Lathato, hogy a vizsgalt readek nagysagrendileg milyen mennyiségben
keriiltek klasszifikalasra az egyes taxonomiai egységekhez.

Munkénk soran virus metagenom elemzést végeztiink és az elokésziileti 1épésekkel noveltiik a
virus DNS relativ mennyiségét. Ez magyarazza, hogy a taxonomiailag virushoz sorolt readek
relativ ardnya ilyen magas a baktérium eredetli readekhez képest. Ezenfeliil mi kizarolag DNS
virusok meghatarozasat végeztikk, mivel nem tortént reverz tanszkriptazos kezelés. Igy a

Taxonomer program altal virusra klasszifikalt readek nem tartalmaznak RNS virust.
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5. dbra: Szintén a D1845/4/12/BG nevii minta Taxonomer futasi eredménye lathatd, mely
mar kizardlag a virusok koz¢, a megfeleld genusokba sorolt readek relativ mennyiségét
vizualizalja.
Lathato, hogy a D1845/4/12/BG mintaban adenovirust €s adeno-asszocialt virust azonositott az
altalunk hasznalt Taxonomer szoftver és a mintaban az avian adeno-asszocialt virushoz tartozo
readek dominaltak. Ezaltal konnyen lehetdvé valt szamunkra, hogy a 209 db mintabol
kivalogassuk azokat, amelyekben feltételezhetéen megtalalhatok avian adeno-asszocialt

virusokhoz tartozé readek, €és ezekkel folytassuk a genomok felépitéséhez sziikséges tovabbi

I1épéseket.
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30 minta esetén jelzett a Taxonomer szoftver feltételezhetéen Dependoparvovirus genusba
tartozo virushoz sorolhato readeket, a 30 mintara 6sszesen 330 066 898 read keriilt leolvasasra

teljes genom szekvenalas soran. A késobbiekben kizarolag ezekkel dolgoztunk tovabb.

- Magyarorszag
25 Bulgaria
42 Argentina
36 Malajzia

- Fiilop-szigetek
28 Peru
28 Peru
42  |Elefantcsontpart

- USA

- USA

- USA

- USA
32 Nigéria

- Peru
36 Peru
35 Peru
39 Peru

- USA
26 Franciaorszig

- Gordgorszag
35 Romaénia
36 Marokké
17 Oroszorszag

- USA

- USA

- Svédorszag

- Svédorszag
45 Gordgorszag

- USA

- Peru

6. abra: A 30 db feltételezetten AAAV genomot tartalmazd minta azonositoi, az allatfaj,
amelybdl a mintak szarmaznak, az életkor azokban az esetekben ahol rendelkezésiinkre
allt az informacio, emellett leolvashato a szarmazasi orszag is.
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7.2. Teljes genom meghatarozas

A tovabbiakban a Geneious Prime szoftverrel végzett de novo assembly soran generalt
contigokhoz BLASTn algoritmus segitségével tortént referencia genomok keresése, mely 70-
90% lefedettségi és 87-99% azonossagi értékek kozott hozott talalatot. A D2342/2/7/13/US
azonositdji minta esetében nem sikeriilt igazolni a Taxonomer altal feltételezett adeno-
asszocialt virus jelenlétét. A referenciagenom keresését egy referencia alapu assembly kovette.
A referenciagenomra illeszthet6 readek mennyisége atlagosan 345 238 volt (minimum 36 390,
maximum 1 050 183). A teljes genomra szamitott atlagos lefedettség 11 981x volt. Ezt
manualis javitas kovette és a kész genomokat annotaltuk, ennek szemléltetésére szolgal a 7.

abra.

1200 60 80 1000 1200 1400 1600 1800 2000 2200 2400 2600 2800 3000 3200 3400 3600 380 4000 4200 4400 4600 4800 5000 5200 5400 5600 5800 6000 6200 6415
Consensus e Rep CDS Y Cap CDS a

16 25 3w 571 753 9y 1102 1289 1463 1646 1821 2008 2193 2373 2559 2708 287 3068 3209  34% 360 381 392 4168 4357 453 4700
e MN727393 [ ) Rep CDS = CapCDS
1 00 40 &0 M0 100 120 140 1600 1800 2000 2200 2400 2600 2800 3000 3200 3400 3600 380 4000 4200 4400 4600  4B00 5000 5200 SADD 560 5800 6000 6200 6400 66
Consensus — 0 rep protein CDS 1 capsid protein CDS
overage
0.
1 W 23 4B eM 7 S0 low 191 130 4% e V7B 19 2123 2250 248 255 2722 2am 304 3200 33 3500 33 sl 40 41 436 44 Aem
Ce AY620583 [, — rep protein CDS e S capsid protein CDS. —re..
1 20 40 60 0 100 138 140 160 1S 2000 220 2400 260 280 300 3200 3400 3600 30 400 420 440 460 4800 5000 520 SAN 560 580 600 620 64W 6se3
Consensus e rep protein CDS ( capsid protein CDS S
Y
22354
Coverage
0.
T 10 25 am @b 7e w8 103 12 1AM L L3 188 205 220 235 254 275 28M  29% 3069 39 347 36 387 39 413 430 446 dem
Ce KF937794 (e, — rep protein CDS A capsid protein CDS e
1 20 40 &0 mo 100 120 140 160 180 200 2200 2400 2600 280 300 320 340 3600 380 4000 420 4400 450 480 500 5178
Consensus — 11 rep protein CDS | capsid protein CDS. Vire,, s
e A e e S e i,
overage
0.
T w @ o B6  tolo  T1e i1 1sm 7 ise 21 2ws 2543 273 29 30 336 350 a5 38w oM 4z 44 4w
Ce AY629583 ([0 — rep protein CDS. A capsid protein CDS —re.

7. abra: A 4 kiilonboz6 referenciagenom alapjan 1étrehozott assembly szemléltetése 1athato.
A contigokbol mély lefedettséggel sikertilt felépiteni a konszenzus szekvencidkat. A
lefedettség a terminalis szakaszokon, ahol az ITR szekvencidk talalhatok jelentésen

csokken.
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Az ITR szekvencidk gyenge lefedettsége miatt hidnyos vagy nagyon hibds termindlis
konszenzus szakaszok sziilettek. Mivel ezek palindrom szekvenciak a genom elején talalhato
ITR forward irdnybdl olvasva teljes egészében megegyezik a genom végén talalhaté ITR
reverse iranyu olvasasaval. Ezen feliil ezek konzervativ régiok is, aminek koszonhetden a
valtozékonysag az egyes torzsek kozott alacsony. Ennek kdszonhetden a 142 bp hosszusaga
ITR szekvencidkat a megfeleld iranyultsagban egymas ala helyezve lehetdség nyilt a pontos

javitasukra, ahol a széli részek gyenge lefedettsége miatt bizonytalan volt a nukleotidok

azonossaga. Végiil 29 db teljes genomot sikertiilt felépiteniink.

8. abra: Itt lathato az AliView programban megjelenitett, javitott ITR szekvencidk a
genomok elejérol és végérol megfeleld iranyultsagban egymas ala rendezve.

A teljes genomok Osszeallitasa utan a kapott konszenzus szekvencidkat BLASTn algoritmussal
futtattuk szekvencia homologia keresése céljabol. Ennek segitségével talaltunk egy 0j varianst,
mely a D1648/2/11/HU azonositokodot viseli. Ez a referenciagenomnak hasznalt térzzsel
minddssze 83%-0s azonossagot mutatott teljes genom lefedettség mellett. A D4316/14/18/SE
azonositoju torzs esetén a referenciagenommal mutatott azonossag 89% volt teljes genom

lefedettség mellett. A tobbi genom esetében ez az érték 93-97% kozott mozgott.
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7.3. Teljes genom alapui rekombinicié elemzés

Virusok esetén a rekombinacio az egyik legfontosabb genetikai folyamat, amely lehetvé teszi
a gyors alkalmazkodast kiilonb6z6 kornyezeti tényezokhdz, igy jelentds hatast gyakorol a
virusok evolicidjara. Munkank soran az RDPS5 szoftverrel végeztiink rekombinécio elemzést
az altalunk azonositott torzsek és 4 db génbanki adatbazisbol letoltott referencianak hasznalt

virustorzs kozotti genetikai variansok azonositasara. Az RDPS szoftver tobb kiilonb6z6

Overview

Event Found Recomb Mapor Minor Detection methods
number in parent parent R G MCST
1 1 D4318/14/18/SE Unknown D4811/1/15US + + 3% 4
3 1 D1848/2/11/HU D1845/4/128G Unknown + o+ + + + +
4 1 D1848/2/11/HU D4318/8/18/SE Unknown + o+ $ o= b
5 1 D1848/2/11/HU D2058/44/10/PE D24878/13PE + o+ + o+ o+
7 1 D2831/2/1/14/RU Unknown D3150/9/15/US - - o
g 4 D2342728/13/US D2345/11/2/13/NG Unknown + - + + + &
9 1 D2334/872/131C D4318/8/18/SE D2342/2/8/13/US + - + o+
12 1 D2510/2/213FR Unknown D2148/12/13PE + + & I #
13 1 D1845/4/12/8G D25S182/213FR D4g11/119/US + o+ + + o+
15 1 D2487/8/13/PE Unknown D21488/13/PE + o+ S
18 1 D1845/4/12/8G D2342/2/8/13/US Unknown -+ = o g
18 2 D1958/2/3112AR D2487TR/13PE D2342/2/513/US + - ‘s s .
15 1 D4318/8/18/SE D2058/44/10/PE D2805/14/RO + 4 + &
20 1 AY 188158 Avian adeno KF337794 Avian adeno Unknown + - + o+ o+ s
21 1 D2058/44/10/PE D2358/7,8.9213/PE D3150/9/15/US + - + s oo
2 1 D2008/1/12MY Unknown D2342/2/8/13/US - - P
23 1 D4318/14/18/SE D2828/1/TI4NA Unknown + + + + + +
24 1 D1845/4/12/8G D2487/10113PE Unknown + - TS e
25 1 D2805/14/RO D2415/3/13/GR Unknown + o+ + & b *
1 D21488/13/PE D3150/9/15/US Unknown - + v e e
27 1 D3150/8/15/US D24153/13/GR Unknown + + b b
23 1 D2487/10113PE D2487/4/13PE Unknown + o+ T & -
20 1 D3150/9/15US D3150/10/15/US Unknown - O
31 1 D2415/3/13/GR Unknown D2342/2/8/13/US - - S
33 1 D2828/1/7/14/MA D2487/4/13PE Unknown + o+ = - =
4 3 D2342/2/5/13/US D2488/3/13/US D4811/1/19/US + - . +
a7 1 D2487/4/13PE D2358/7 8 SV2/13/PE D3150/10M18/US . - .- & o+ &
40 1 D2008/1/12MY D2148/12/13PE Unknown + o+ FREC TS S
42 1 D3150/10/15/US Unknown D2488/3/13/US . - A

43 1 D1848/:2/11/HU D1958/2/3/12/AR Unknown . - + + 0+
44 1 D008/ 1/ 12MY Unknown D2415/3/13GR - - P s
45 18 D24878/13FPE Unknown D4318/8/18/SE + o+ P TR S
L) 1 D3150/10/15/US Unknown D2148/12113PE + o+ + + + 4
52 1 D1958/2/3/12/AR D203V/50/12/PH D2334/872131C + - + -+ &
57 1 D4318/14/18/SE Unknown D2487/4/13PE + - - .+
82 1 D2487/4/13PE D2148/1213/PE D1953/2/3/12AR + o+ e
63 1 D2415/3/13/GR Unknown D2518/272/13FR + o+ $% -
85 1 D2334/872/13/1C D2148/12113/PE D2828/1/7T/14MA - - . - .
) 1 D2563/4/14/GR D4316/8/18/SE D2342/2/8/13/US + - & i @

1

75

D2028/1/7/14/MA

D2342/20/13US

D2148/12/13PE

9. dbra: Attekinté az RDPS5 altal azonositott rekombinaciés eseményekrdl a vizsgalt
torzsek kozott.

algoritmust is integral, ezaltal lehetdvé valik a rekombinacios események pontosabb
detektalasa. A beépitett algoritmusok kozott megtalalhato az RDP, Bootscan, MaxChi,
Chimaera, SiScan, 3Seq, ¢s a GENECONYV, amelyek kiilonféle statisztikai és graf-alapu

modszereket hasznalnak a rekombinacids események feltarasara. Tobb algoritmus hasznalata
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noveli a detektalt rekombinacio pontossagat. Dolgozatomban azok a rekombinacios események
keriiltek elfogadasra, amelyeket legalabb 3 beépitett algoritmus is érzékelt.

A 9. dbrdn az els6 oszlopban a torzsek azonositoi lathatok, a masodik oszlop found in értéke
arra utal, hogy az adott rekombinacié milyen gyakran fordult el6 a teljes szekvenciahalmazban.
A harmadik oszlopban taldlhatok a rekombinans torzsek. A negyedik és 6tddik oszlop a minor
€s major parentet ado tdrzsek azonositdit tartalmazza. Az abra bal oldalan lathato oszlop azt
részletezi, hogy az egyes algoritmusok koziill melyik érzékelte az adott rekombinacids
eseményt. RDPS5 szoftverrel 6sszesen 40 rekombindcios eseményt azonositottunk.

Szakirodalmi adatok alapjan a rekombinacié az AAV-ok korében altalanos jelenség [42].

P
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10. abra: Breakpont distribution plot — Téréspont eloszlasi abra
A sotét és vilagos sziirke szint teriiletek a véletlenszertien bekdvetkezé rekombinacios
események 95 és 99%-0s konfidencia intervallumai.

A 10. dbra az azonositott rekombinacids téréspontok atfogd abrazolasara szolgal. Pirossal
jeloltiik a lokalis forro pontokat (hot-spot). Ezek olyan genomi régiok, ahol a rekombinacid
gyakrabban kovetkezik be a virusgenomban. Ezen feliil azonosithato egy rekombinacios hideg
pont (cold-spot), ahol a bekovetkezé rekombindcid valdsziniisége kisebb a tobbi genomi
régiohoz képest. Lathatd tovabba, hogy a bekovetkezett rekombinacios toréspontok mind a cap
megerdsitésére, mely kordbban az egyik elsdédleges mddszere volt a rekombindns torzsek

azonositasanak.
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UPGMA of regions derived from major parent (1 - 2951 and 5431 - 6254)
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11. abra: Az RDPS altal generdlt filogenetikai fakat figyelhetjiik meg a D4316/14/18/SE
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UPGMA of region derived from minor parent (2952 - S430)
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azonositoju torzs esetén feltételezett rekombinacios esemény igazolasara.

-

A 11. abran jol kivehetd miszerint a bal oldali leszarmazasi fan a potencialis rekombinans

D4316/14/18/SE azonositdju térzs és a minor parentként azonositott D4811/1/19/US torzs a

genom 1-2951 és 5431-6254 nukleotid kozotti szakaszat vizsgalva egymastdl jelentOs

filogenetikai tavolsagot mutat. A jobb oldali fan a 2952-es ¢és 5430-as pozicid kozotti régiot

vizsgalva azonban mar k6zds csomopontbol 1épnek ki, ami igazolja, hogy az adott szakasz

koz0s Osre vezethetd vissza.
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UPGMA of regions derived from major parent (1 - S10 and 2952 - 6254) 3 | UPGMA of region derived from minor parent (511 - 2951) 0
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12. abra: A D1648/2/11/HU azonositdju torzs rekombinacidjanak igazolasara szolgalod
fa nem az elvart képet mutatja.

A D1648/2/11/HU azonositoju 11j varians esetében az RDPS5 szoftver altal készitett fa mast
mutat, ez egyértelmiien nem igazolja a rekombinacio 1étrejottét. A /2. abran lathatd, hogy a
korabban felvazolt rekombinéacios eseménynél megfigyelhetd ugras nincs jelen. Ennek ellenére
mivel tobb program is stabilan jelzi a rekombinaciot, és a toréspont eloszlasa is hasonld lefutast
mutat az altalunk megfigyelt tovabbi esetekhez képest, ezért azt feltételezziik, hogy valds
rekombinacids eseményt jelezhetett a program a D1648/2/11/HU torzs esetében is, azonban ez

a rendelkezéstlinkre allo 29 torzs szekvenciaadatai alapjan nem kovethetd vissza egyértelmien.
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7.4. Filogenetikai elemzések

A vizsgalt torzsek filogenetikai besoroldsa elsddlegesen a teljes genom szekvencia alapjan
tortént. Az elkésziilt filogenetikai fa atfogd képet nyajt a Dependoparvovirus genuson beliili
evolucids kapcsolatok szerkezetérdl, mivel azon a genushoz tartoz6 madar- és nem madarfajok
egyarant megtalalhatok. Ezéltal mélyebb ralatast kapunk a sajat torzsek és egyéb taxonok

kozotti filogenetikai viszonyokra.

? Dependoparvovirus avian 1

13. abra: Az abran lathato teljes genom alapu filogenetikai fa MEGAX programmal
késziilt, Maximum Likelihood modszerrel, GTR + G + I modellel és 1000-es bootstrap
beallitassal.



A Dependoparvovirus genushoz tartozé fajok kivalasztasanal arra torekedtiink, hogy a korabbi
rendszertan szerinti kiilonallo fajok genomjai is reprezentalva legyenek az 0j rendszertani
felosztas egyes taxonjain beliil. A 13. dbrdn a génbanki azonositok felett 1athaté szimbolumok
a jelenlegi rendszertan szerinti megnevezést tiikrozik, amely a kovetkezd fajokat jeldli:
Dependoparvovirus carnivoran 1 — macska, Dependoparvovirus chiropteran 1-2 — denevér,
Dependoparvovirus squamate 1-2 — géte, Dependoparvovirus anseriform 1 — Kkacsa,
Dependoparvovirus avian 1 — csirke, Dependoparvovirus avian 2 — ragadozomadar,
Dependoparvovirus rodent 1-2 — patkany, Dependoparvovirus pinniped 1 — foka,
Dependoparvovirus mammalian 1 — szarvasmarha, valamint Dependoparvovirus primate 1 —
ember.

A 13. dbrardl leolvashatd, hogy a Dependoparvovirus chiropteran 2 (MG745677) és
Dependoparvovirus chiropteran 1 (GU22697) eltéréen csoportosultak. Elébbi a husevék
dependoparvovirusaval alkot egy kladot, mig utobbi a ragcsalok dependoparvovirusaival.

A Dependoparvovirus avian 2 (MN175614) kiilonallo agat képez és az altalam abrazolt
taxononok egyikével sem csoportosul. A Dependoparvovirus avian 1 alacsony bootstrap
értékkel, de kozelebbi kapcsolatot mutat a Dependoparvovirus primate 1-gyel és a
Dependoparvovirus mammalian 1-gyel. Ezen a kladon beliil talalhat6 a 3 referenciagenom
mellett a 29 db sajat torzsiink is.

A Dependoparvovirus avian 1 fajon beliil, a fa alapjan 3 nagyobb csomopont talalhat6, ahol
tobb torzs is divergal, alcsoportokat alkotva. A fa jobb oldalan a csomopont kozelében az agak

diverzifikalodasa figyelhetd meg.
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A VPI fehérje aminosav sorrendje alapjan is készitettiink egy filogenetikai fat, hogy meglassuk
a genotipusos kiilonbségek fenotipusosan hogyan abrazolodnak. A 14. abran lathatd taxonok
jelolése megegyezik az 13. abrdn hasznalt szisztematikaval. FObb kiilonbségek, hogy a
Dependoparvovirus mammalian 1 harom térzse az AF085716, Y18065, DQ335246 kozvetleniil
gyokrébdl kilépve a negyedik torzstdl AY388617 elkiiloniil.

‘ Dependoparvovirus avian 1

14. abra: VP1 fehérje alapjan PHYLM webszoftverrel készitett filogenetikai fa, melyhez,
Maximum Likelihood médszert, Qpfam +R+F modellt és 1000-es bootstrap beallitast
hasznaltunk.
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A Dependoparvovirus primate 1 faj 12 vizsgalt térzse az aminosav alapu filogenetikai
elemzések alapjan 2 kiilonallo kladra oszlik. Az AY631966, U89790, DQ813647 azonositdju
torzsek kozelebbi rokonsagot mutatnak a Dependoparvovirus mammalian 1 kiilonallo
AY388617 azonositoju térzsével, mint a tobbi Dependoparvovirus primate 1-gyel. Fenotipusos
tulajdonsagok alapjan a madarak adeno-asszocialt virusai kozelebbi kapcsolatot mutatnak
egymassal, mint genotipusosan vizsgalva. A Dependoparvovirus avian 2 kozelebb csoportosul
a Dependoparvovirus anseriform 1-hez, mint a Dependoparvovirus avian 1-hez. Sajat torzseink
fenotipusosan is mind a Dependoparvovirus avian 1-gyel alkotnak egy csoportot, a 3 nagy klad
hasonldéan megfigyelhetd. A taglalt kiilonbségekhez mind magas bootstrap értékek tarsultak,
am az abra korlatolt mérete miatt ezek til aprok voltak, ezért nem tiintettem fel az egyes
értekeket. A megfigyelt genotipus €s fenotipus alapt leszdrmazasi kiilonbozdéségek hatterében
gyakran allhat, hogy a fenotipusos tulajdonsagok evolucios szempontb6l mas utakon alakultak
ki, vagy a genotipusos divergencia ellenére erds szelekcid hat a fenotipusos hasonlosagok

megOrzésére.
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15. abra: Teljes genom alapt filogenetikai fa MEGAX programmal késziilt, Maximum
Likelihood modszerrel, GTR + G modellel és 1000-es bootstrap beallitassal. A
méretvonal 0,1 szubsztitucionak felel meg bazisparonként.
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Az altalunk azonositott 29 térzzsel €s a génbanki adatbazisbol letoltott 3 referenciatorzzsel
készitett teljes genom alapu filogenetikai fa lathaté a 15. dbran. Az dgak hossza az evolucios
tavolsag reprezentalasara szolgal. Lathat6 az azonos foldrajzi régiorol szarmazo torzsek kozeli
csoportosulasa. A fa aljan 3 torzs jelentésen elkiiloniil a tobbitél, a legnagyobb genetikai
tavolsadgot az 0j varidnsként azonositott magyar térzs adja. Az RDP5 szoftverrel korabban
tapasztalt bizonytalansag a MEGAX szoftverrel készitett teljes genom alapt fan is abrazolodik,
a csomopontok megbizhatosaganak becslése ebben az esetben nem dabrazolddik, mert az
algoritmus ezt nem tudta biztosan megbecsiilni a térzs nem egyértelmi{i taxondémiaja, vagy a
koztes torzsek hianya miatt. Mivel a legtobb helyen magas bootstrap értékek szerepelnek és a
fa szabalyos lefutast kovet, feltételezhetd, hogy még hianyoznak egyes taxonok a vizsgalatbol,

amelyekre a csomopontok magasabb beazonosithatosagahoz sziikség lenne.
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16. abra: VP1 fehérje alapu filogenetikai fa PHYLM szoftverrel, Maximum Likelihood
modszerrel, MtArt +R+F modellel és 1000-es bootstrap beallitassal.

A 16. dbran lathaté VPI1 fehérje alapti leszarmazasi fa nagyban hasonl6 lefutast mutat a teljes
genom alapjan készitett filogenetikai fahoz képest. Feltételezhetd, hogy a genomot érintd

valtozasok, mint a rekombinacio, gyakran megjelennek fenotipusosan is.
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7.5. Avian adeno-asszocialt virusok egyiittes eléfordulisa adenovirusokkal

csirkékben

A rendelkezéslinkre all6 adatok alapjan készitettlink egy révid elemzést az AAAV-ok és
aviadenovirusok egyideji eléforduldsarol. A hozzank beérkezett 209 db mintabdl 88 esetben
tarsitott a bekiild6 allatorvos megfigyelt tiineteket, korbonctani elvaltozasokat, melyek mind
beleillenek a PEMS tiinetegyiittes képébe ugy, mint a gastroenteritis, perihepatitis,

sejtzarvanyos hepatitis, hepatitis-hidropericardium szindroma.

| Azonosité Faj Szerotip. Hivataos elnevezés
D1648/2/11/HU - - -
D1845/4/12/BG D FAdV-2 Aviadenovirus gallinae
D1959/2/3/12/AR E FAdV-8 | Aviadenovirus hepatitidis
D2008/1/12/MY D FAdV-2 Aviadenovirus gallinae
D2033/50/12/PH D FAdV-2 Aviadenovirus gallinae
D2148/6/13/PE A FAdV-1 Aviadenovirus ventriculi
D2148/12/13/PE E FAdV-8 | Aviadenovirus hepatitidis
D2334/8/2/13/IC D FAdV-2 Aviadenovirus gallinae
D2342/2/5/13/US D FAdV-2 Aviadenovirus gallinae
D2342/2/6/13/US E FAdV-8 | Auviadenovirus hepatitidis
D2342/2/8/13/US D FAdV-2 Aviadenovirus gallinae
D2345/11/2/13/NG D FAdV-2 Aviadenovirus gallinae
D2358/7,8,9/2/13/PE E FAdV-8 | Aviadenovirus hepatitidis
D2467/4/13/PE E FAdV-8 | Aviadenovirus hepatitidis
D2467/6/13/PE D FAdV-2 Aviadenovirus gallinae
D2467/10/13/PE A FAdV-1 Aviadenovirus ventriculi
D2486/3/13/US E FAdV-8 | Aviadenovirus hepatitidis
D2516/2/2/13/FR D FAdV-2 Aviadenovirus gallinae
D2563/4/14/GR A FAdV-1 Aviadenovirus ventriculi
D2605/14/RO B FAdV-5 Aviadenovirus quintum
D2628/1/7/14/MA D FAdV-2 Aviadenovirus gallinae
D2861/2/1/14/RU D FAdV-2 Aviadenovirus gallinae
D3150/9/15/US A FAdV-1 Aviadenovirus ventriculi
D3150/10/15/US A FAdV-1 Aviadenovirus ventriculi
D4316/8/18/SE D FAdV-2 Aviadenovirus gallinae
D4316/14/18/SE D FAdV-2 Aviadenovirus gallinae
D2415/3/13/GR D FAdV-2 Aviadenovirus gallinae
D4811/1/19/ US E FAdV-8 | Aviadenovirus hepatitidis
D2058/44/10/PE D FAdV-2 Aviadenovirus gallinae

17. abra: Az éltalunk azonositott torzsek és a mintaban veliik egyidejlileg kimutatott
aviadenovirus fajok lathatok az aktualis és a korabbi nevezéktannak megfeleléen
feltiintetve.

Ezek alapjan az esetek 42,1%-dban volt megfigyelhetd a felsoroltak koziil valamelyik

elvaltozas. Osszesen 29 mintébol sikeriilt AAAV genomot kimutatni és felépiteni, ami az
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Osszmintaszam 13,9%-a, ezekbdl 2 esetben jelentettek elvaltozasokat, az egyik esetben
gastroenteritist, masik esetben perihepatitist. Ez az AAAV tartalmi mintak 6.9%-a.

A rendelkezésiinkre all6 adatok alapjan kijelenthetd, hogy az altalunk megfigyelt esetben sem
torténhetett virulencia fokozodas az AAAV ¢és aviadenovirusok egyideju jelenléte esetén, sot

az AAAV-t nem tartalmaz6é mintak esetében tobb volt a megfigyelhetd elvaltozas.
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8. Megbeszélés

A munkank keretében 29 avian adeno-asszocialt virus teljes genomjat allitottuk 6ssze. Ezek
elemzése hozzajarul a virusgenomok diverzitasanak és evolucids folyamatainak megértéséhez,
mely az avian adeno-asszocialt virusok esetén korlatozott szamban all rendelkezésre az
adatbazisokban. Tovabbi vizsgalataink soran egy Uj varianst is sikeriilt azonositanunk, amely
tovabb boviti az AAAV-ok ismert genetikai spektrumat. A virusgenomok diverzitasanak
vizsgalatara tobb filogenetikai fat készitettliink nukleinsav és aminosav alapjan egyarant, ezaltal
betekintést kaptunk milyen kiilonbségek abrazolodnak, ha fehérje alapon is megvizsgaljuk a
virustorzsek szervezddését. Eredményeink aldtdmasztjak, hogy az AAAV-ok, hasonldan a
human adeno-asszocialt virusokhoz a human populacido korében, nem okoznak klinikai
tiinetekben megnyilvanuld betegséget csirkékben, ezen tilmenden az adenovirusokkal vald
egyidejli jelenlétébdl sem szarmazik virulencia fokozodas [23]. Végeztiink rekombinacios
események beazonositasara iranyuld vizsgalatokat. Sok mas DNS (és RNS) virushoz hasonldan
a rekombindciodra vald hajlam a parvovirusok korében is jellemz6 tulajdonsag. A kutydk CPV-
2, CPV-2s, CPV-2b torzsei kozott is bizonyitottan 1étrejottek rekombinansok. Tobb f6emlésbol
izolalt adeno-asszocialt virus esetében figyelték meg rekombinacio jeleit a cap génekben [42].
Altalunk is megerdsitést nyert az AAAV-ok esetében is a cap gént érintd gyakori rekombinacid
egyik meghatarozo elemét képezik és hozzajarulnak a genomvariaciok létrejottéhez, jobb
adaptacios képességek megszerzéséhez.

Ezen talmenden eredményeink ravildgitanak a bioinformatikai elemzések kiemelkedd
szerepére a virologiai kutatdsokban. Ezek a modszerek nemcsak az egyes viruscsoportok,
példaul az AAAV-ok taxondmidjanak pontositdsdhoz jarulhatnak hozza, hanem szélesebb
értelemben segitenek feltarni a virusok evolucids folyamatait, genetikai valtozatossagat és
gazdaspecifitasat. A bioinformatika lehetové teszi az Osszetett adathalmazok feldolgozasat, a
virusok genetikai tulajdonsagainak részletes vizsgalatat, valamint azok terapias és diagnosztikai

potencialjanak feltérképezését.
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9. Osszefoglalas

Kisméretii, ssSDNS genommal rendelkez6, autonom multiplikacidban gatolt parvovirusok kozé
sorolhatjuk a dependoparvovirusokat, amelyeket el6szor adenovirus izolatumon detektaltak,
ezért leggyakrabban adeno-asszocialt virusként hivatkoznak rajuk.

Human monogénes neuromuscularis rendszert érintd megbetegedések igéretes és egyediili
gyogymodjat jelenthetik, beleértve az allatok adeno-asszocialt virusait, melyekre egyre
nagyobb figyelem iranyul.

Munkédnk soran 209 db madarbol szdrmazd adenovirust tartalmazd mintdbdl sikerdilt
metagenomikai modszerekkel 29 mintaban detektalni avian adeno-asszocialt virust, és a
tovabbiakban ezek teljes genom nukleotid sorrendjének meghatirozasa is sikeres volt, koztiik
egy Uj varianst is azonositottunk.

Azonositott torzseinkkel filogenetikai elemzéseket végeztiink, kivétel nélkiil mind a
Dependoparvovirus avian 1 fajjal mutatnak leszarmazasi kapcsolatot. Az elvégzett
rekombinacios elemzések alapjan a gyakori rekombinacié eléfordulasa az adeno-asszocialt

virusok korében megerdsitést nyert.
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