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Osszefoglalas

PhD munkam célja az 6sibb gerincesekben el6fordulé adeno- és parvovirusok
sokféleségének feltarasa és filogenetikai viszonyaik megismerése volt. Ehhez kezdetben
PCR-es szlrdvizsgalatokat végeztem allatkereskedésekbdl és allatkertekbél szarmazo,
elhullott allatok mintain, de gydjtéttiink anyagot vadon él6 hilldkbél és kétéltliekbdl is. Az
adenovirusok (AdV-ok) jelenlétére vizsgalt 314 hillé mintabdl 41 bizonyult pozitivnak, mig a
207 kétélti mintabdl csupan hét. A PCR termékek szekvenciajanak elemzése alapjan ujnak
latsz6 AdV-t mutattunk ki harom olyan hilléfaj egyedeiben, melyekben AdV-t nem irtak le
eddig. A tobbi pozitiv mintaban korabban mar kimutatott, és szekvencia adatokkal is
jellemzett AdV-okat talaltunk. Hazai tenyésztésii egyedekben megtalaltuk a mar régéta
ismert agama AdV-t. Az l-es és 2-es tipusu kigyo-AdV valtozatait eddig nem vizsgalt
fajokhoz tartoz6 kigyokban mutattuk ki. A szakallas agamak és torpekaméleonok
fert6zottsége kiemelkedéen magasnak (88,88% ill. 88,46%) bizonyult, és virusaiknak tébb
genotipusat is medfigyeltik. A kétéltliekbdl szarmazé pozitiv mintdkban egy a tudomany
szamara Uj atadenovirust talaltunk. Az ujonnan felfedezett atadenovirusok genomjabdl minél
tobb tovabbi szakasz PCR-es felerfsitését és szekvenalasat kiséreltuk meg. Munkam
tovabbi részében két, Németorszagban izolalt gyik-AdV teljes genom-szekvenalasaban
vettem részt. Megallapitottuk, hogy mindkét virusban két fiber gén van. A rovidebb fiber
fehérjékbdl egy, mig a hosszabbakbdl harom figyelheté meg a virionok csucsan talalhato
pentonbazisba agyazva. llyen strukturat korabban nem mutattak ki AdV-okban. A torzsfa-
rekonstrukciok vilagosan mutattak, hogy mindegyik virus az Atadenovirus genus tagja. A
parvovirusok (PV-ok) kimutatasara altalam kidolgozott PCR segitségével 165 hillé mintat
vizsgaltam, és hetet talaltam pozitivhak, mig a 60 kétéltii negativnak bizonyult. A tudomany
szamara uj PV-t mutattunk ki négy szakallas agamaban, valamint egy-egy gabonasikiéban,
rovidfarku torpekaméleonban és asogyikban. Ez utébbi allatcsoportban eddig semmilyen
virus el6fordulasat nem irtdk le. Az egyik szakallas agamaban és az asoégyikban
nagyméreti DNS-virus jelenlétét nem tudtuk kimutatni, ezért feltételezzik, hogy hasonldéan
a madarakhoz, hillékben is eléfordulnak 6nallé replikaciéra képes dependoparvovirusok. A
szakallas agama-PV teljes genom-szekvencigjat meghataroztuk és elemeztik. A sikléban és
a térpekaméleonban talalt virusok DNS-ének kb. felét sikerilt szekvenalnunk. Mindharom
virus — hasonléan az 1-es tipusu kigyd parvovirushoz — a toérzsfa-rekonstrukcié soran a
Dependoparvovirus genus legfsibb ledgazasan helyezkedett el. Eredményeim tovabb
er8sitik az AdV-ok és gerinces gazdaik koevolucidjara, valamint a dependoparvovirusok

diapsida eredetére vonatkozo feltételezést.



1. Bevezetés

PhD munkam el6zményei a szakdolgozatom elkészitéséig nyulnak vissza, amikor
hallék és kétéltliek adenovirusaival kezdtem el foglalkozni. A kutatdmunkat egy olyan
laboratériumban végeztem, ahol évtizedek ota folytatnak legfébbképpen az adeno- és
herpeszvirusok genetikai jellemzésére, hatékony kimutatdsara és rendszertanuk
tisztazasara iranyuld vizsgalatokat. Az AdV-ok sziik gazdaspektrummal rendelkez6 dsDNS-
virusok, melyeknek el6fordulasat a gerincesek (Vertebrata) altérzsében szinte minden
jelentésebb osztaly képvisel6jében kimutattdk mar (Harrach et al.,, 2011). Az AdV-ok
kutatasa tdbb mint hat évtizedes multtal rendelkezik, azonban sokaig csak az ember és a
fontosabb gazdasagi haszonallatok fert6zottségét vizsgaltak. Az AdV-ok egyéb allatokban
valé el6fordulasara kezdetben f6leg csak szeroldgiai felmérések és fény- vagy
elektronmikroszképos (EM) vizsgalatok nyoman lehetett kdvetkeztetni.

A PCR széleskori elterjedése és a DNS nt-sorrendjének meghatarozasara, azaz a
szekvenalasra kidolgozott modszerek egyszeriisodése lehetbvé tette, hogy a kutatasok az
emldsok és madarak mellett kiterjedjenek a tobbi gerinces osztaly képvisel6ire is. Egyben
lehetbség nyilt a virusok izolalasa nélkll is a genom vizsgalatara, és ebbdl taxondmiai és
filogenetikai kovetkeztetéseket lehetett levonni. Munkam kezdetekor hillékbdl mar létezett
néhany AdV toérzs (Benké et al., 2002; Wellehan et al., 2004; Farkas et al., 2008; Papp et al.,
2009), mig kétéltiekbdl csupan egyetlen egy izolatum volt ismert, melynek szamara (a
pulykak vérzéses bélgyulladasat okozé virussal egyltt) a teljes genom szekvenciajanak
elemzése alapjan megalapitottak a Siadenovirus nemzetséget (Davison et al., 2000). Hull6k
AdV-ai kézll az egyetlen teljes genom-szekvenciat egy kigyo-AdV-bdl hataroztak meg, és
megallapitottak, hogy az Atadenovirus nemzetség tagja (Farkas et al., 2002; Farkas et al.,
2008). Akarcsak az 1-es tipusu Kkigyé-AdV, a pikkelyes hullékben (Squamata) a
tovabbiakban kimutatott valamennyi AdV atadenovirusnak bizonyult (Wellehan et al., 2004).

Parvovirusokat (PV-okat) a '60-as években mutattak ki el6sz6r. A Parvoviridae csalad
két alcsaladja kozul a Densovirinae eddigi képviselbit izeltldbuakban (Bergoin és Tijssen,
2000; Tijssen et al., 2011), a Parvovirinae képvisel6it gerincesekben, ezen belll
emlésokben, madarakban és hill6kben mutattak ki (Zadori et al., 1995; Brown és Young,
2000; Farkas et al., 2004; Palade et al., 2011). Eddig hullékben az 6sszes PV-t AdV-okkal
egyutt figyelték meg, ezért dependoparvovirusnak feltételezték 6ket. Molekularis alapu
vizsgalati médszerekkel azonban ezt csak két kigyofaj esetében allapitottak meg, melyeket
AdV-os fert6zottség mellett irtak le (Farkas et al.,, 2004; Farkas és Gal, 2008). A
Dependoparvovirus nemzetség legtdbb tagjanak replikacidjahoz helper virus (leginkabb AdV

vagy herpeszvirus) jelenléte szlikséges. Kivételt képeznek a vizi szarnyasok



dependoparvovirusai (Anseriform dependoparvovirus 1) melyek 6nalld replikaciora képesek
(Le Gall-Reculé és Jestin, 1994; Brown et al., 1995; Zadori et al., 1995). A
Dependoparvovirus genust a diapsidakkal (pikkelyes hllékkel, krokodilokkal és madarakkal)
els6dlegesen egyltt fejl6ddtt nemzetségnek vélik, és feltételezik, hogy gazdavaltasa az
emlésokre viszonylag uj keletll lehet (Zadori et al., 1995; Farkas et al., 2004). Ezt tamasztja
ala, hogy autondm dependoparvovirusokat eddig csak madarakban mutattak ki. A pikkelyes
hallék  dependoparvovirusainak replikaciés tulajdonsagairél azonban nincs adat.
Kétéltlekben napjainkig nem mutattak ki PV-t.

Részben a kétéltlek PV-aival és AdV-aival kapcsolatos informaciok csekély
mennyisége miatt, részben pedig az Atadenovirus nemzetség pikkelyes hull6 eredetére
vonatkozé tovabbi bizonyitékok reményében fogtunk e két gerinces osztalyba sorolhaté
allatok virusainak vizsgalataba. Cél volt még a hilléket fert6zé PV-ok evollcidjanak és
replikacios tulajdonsagainak vizsgalata is, akarcsak a szintén csekély szamban reprezentalt
hallé-PV-ok mennyiségének gyarapitasa. A két viruscsalad sokféleségét egyrészt Uj virusok
kimutatasaval terveztlk vizsgalni, masrészt azok részleges analizise is a céljaink kozott
szerepelt. Ezen kivil két, Németorszagban izolalt gyik-AdV genomjanak szekvenalasat és
annotalasat terveztik elvégezni, melyeket gilakban és mexikdi viperagyikokban mutattak ki
elészor. Két, a szlrbvizsgalataim soran talalt nyilméreg béka-AdV genomjabdl tébb
genomszakasz szekvenciajat meghataroztuk. Ez nem volt kdnny( feladat, mivel izolalt virus
vagy nagy mennyiségu, tiszta DNS nem allt rendelkezéstinkre. A PCR-es szlrdvizsgalatok
soran talalt uj hallé virusokbdl is sikerult felerésiteni rovidebb genom- és génszakaszokat.
Az uUjonnan talalt hall6-PV-ok kdzll egy szakallas agama PV teljes genomszekvenciajat
sikerllt meghatarozni a virus izolalasa nélkil. Tovabbi részleges genom analizist is sikerult
véghezvinni egyéb ujonnan kimutatott gyik és kigyd PV-ok esetén. A PCR és/vagy klonozas
segitségével nyert részleges szekvenciakkal készitett torzsfa-rekonstrukcidk és a genomok
Osszehasonlitd elemzése alapjan Ujabb kdvetkeztetések vonhatdk le az Atadenovirus és
Dependoparvovirus nemzetségek evoluciojara vonatkozélag. A mintak szimultdn PCR-es
vizsgalata PV-okra és nagyméretl DNS-virusokra pedig informacidval szolgalhat a hull6ket

fert6zd PV-ok replikacios tulajdonsagait illetéen.



2. Irodalmi attekintés

2.1 Adenovirusok

2.1.1 Az adenovirusok bioldgiai jelentdsége

Az AdV-okat el6szor 1953-ban irtak le, amikor mitétileg eltavolitott mirigyszovetekbdl
(pl. garatmandulakbal) készitett sejtkulturak spontan degeneracidjat figyelték meg (Rowe et
al., 1953). Az adenovirus elnevezés innen ered. Az AdV-ok felfedezéséhez az amerikai
katonai Ujoncok kozott rendszeresen jelentkez6, lazzal jard, heveny felsé léguti
megbetegedések okanak célzott vizsgalata vezetett. A virusneutralizaciés prébaval
elkilonitheté human AdV (HAdV) szerotipusok szama ma 50 felett jar. Ezek nagyobb része
a légzbszerveket fertézi, és gyakran évekig perzisztal tlinetmentes virushordozokban.
Egyes szerotipusok (pl. a HAdV-40 és -41) gastroenteritist és esetenként sulyos hasmenést
okoznak féként gyermekekben (Richmond et al., 1979; Uhnoo et al., 1984). Szamos HAdV
tipust (pl. HAdV-42-16] -51-ig) a HIV megjelenése utan az AlIDS-es betegekbdl izolaltak.
Nagyon jelentések a hugyuti szervekben el6fordulé tipusok is (pl. a HAdV-11, -34 és -35),
melyek veseatiltetés soran okozhatnak fatalis kimeneteli fertézést az immunszupressziv
kezelésben részesitett recipiensben. Az AdV-sal fert6zétt donorokbdl szarmazéd egyéb
szervek (pl. csontveld) is meghiusithatjak a transzplantacios beavatkozasok sikerét.

Az AdV-ok eléfordulasat lényegében az 6sszes nagyobb allatcsoport képvisel&iben
kimutattak mar (Russell és Benkd, 1999; Harrach, 2014;
http://www.vmri.hu/~harrach/ADENOSEQ.HTM). Kezdetben féleg a gazdasagi
haszonallatokbdl, igy szarvasmarhabdl, 16bdl, kecskébél, sertésbdl és juhbdl izolaltak egyre
tébb 0j AdV-t. A kutyak egyik legjelentésebb virusos betegségének, a Rubarth-kérnak a
kérokozéja az 1-es tipusu canin AdV (CAdV-1). A sulyos hepatitist és/vagy vasculitist okozo
fert6zés ellen a kutyakat CAdV-2-bdl késziilt vakcinaval lehet védeni. A CAdV-2 egy sokkal
enyhébb lefolyasu multifaktorialis betegség, az un. kennel-k6hdgés kialakitasaban szerepet
jatszd egyik patogén (Marusyk et al., 1970). Baromfiban szintén gyakori az AdV-os fert6zés.
Fontos megemliteni a tyukallomanyokban 1976 ota vilagszerte tojashozam-csokkenés
szindromat (EDS) okozé kacsa-AdV-1-et (DAdV-1) (Bartha, 1984). A virust tdbbek kozott
hazi ludbdl, pulykabdl és furjbdl (Coturnix coturnix japonica) is kimutattak (Das és Pradhan,
1992; Ivanics et al., 2001; Bidin et al., 2007). A masik, sulyosabb lefolyasu megbetegedést,
a pulykak vérzéses bélgyulladasat a THEV okozza, azaz a pulyka-AdV-- 3 (TAdV-3) (Tolin
és Domermuth, 1970).



Az egyes AdV szerotipusok altalaban szlk gazdaspektrummal rendelkeznek, és a
kdzeli fajok egyedeit is csak ritkan fertézik. igy valésziniisithetd, hogy a legtébb gerinces
fajnak lehet egy vagy tobb sajat AdV tipusa. Emiatt az AdV-ok gazda-parazita koevolucios
vizsgalatokhoz kulonésen alkalmas modellek (Benkdé és Harrach 2003). Feltételezik
azonban, hogy esetenként el6fordulhat tavolabbi fajok k6zotti gazdavaltas is, és ez fokozott
patogenitasban nyilvanulhat meg (Davison et al., 2003).

Az AdV-ok génkifejezd vektorként torténd alkalmazasa egyre tobb kutatas témajat
képezi. Valoszinlsithetd, hogy jelentéséguk vakcinaként vagy génterapias eszkozként a
jovében még tovabb ndvekszik mind a human, mind pedig az allatgyégyaszatban (Arnberg,
2012).

2.1.2 Az adenovirusok morfoldgigja és strukturalis jellemzéi

Az AdV-ok linearis, duplaszald DNS genommal rendelkezé, burok nélkili virusok. Az
ikozaéder alaku virionok atméréje 70-90 nm. Az AdV virion sematikus szerkezetét és EM
képét mutatja be az 1. szamu abra. A kapszidot alkotd f6 fehérje a hexon, melybél 240
alegység van egy virionban. Az ikozaéder csucsain talalhaté 12 (vertex) kapszomer neve
penton. Ezeket a pentonbazis és az abbdl kiallo, jellegzetes fehérjenyulvany, a fiber alkotja.
A fiberek szama pentonbazisonként az emlésdk adenovirusaiban egy, mig a madarak egyes
adenovirusaiban kettd lehet. Az AdV-ok jellegzetes megjelenését biztositd, antennaszeri
fiberek hosszat 9 és 77,5 nm kdzottinek talaltak (Harrach et al., 2011).

A hexon fehérje homotrimer, azaz harom egyforma polipeptid egységbdl tevédik
Ossze (van Ostrum et al., 1987). Ezekben két antiparallel hordé (P1 és P2) valamint 4 hurok
(11-4) struktura talalhato. Szerolégiai szempontbdl az 11, 12 és 14 fontos, mivel ezek a hurkok
a virion felszinére nyulnak, és felelések a virus immunogén hatasaért. Ennek megfeleléen —
ellentétben a hexon tobbi, alapvetéen konzervativ aminosav (as) sorrendl részétél — ezek a
régiok variabilisak vagy hipervariabilisak is lehetnek (Roberts et al., 1986a; Dan et al., 1998).
Az immunolégiai szempontbdl fontos masik fehérje a mar emlitett fiber, ugyanis ez felelés a
virion gazdasejt-receptorhoz valé kotédésért. A fiber szintén harom alegységbdl felépuld
homotrimer, amelynek szerkezetileg is harom régioja kuldnbdztetheté meg. A pentonbazisba
agyazodo farok, a tipusonként eltéré hosszusagu szar, valamint a sejtfelszini receptorokhoz
valé kapcsolédast kozvetité fejecske (knob). A legtébb HAdV receptora a CAR
(Coxsackievirus Adenovirus Receptor), de bizonyos HAdV-ok egyéb membranfehérjéket
(CD46, desmoglein-2, szialsav, stb.) is igénybe vesznek. Az allati AdV-ok receptor-
hasznalatara vonatkozoan igen kevés ismerettel rendelkezink. Tudott viszont, hogy
bizonyos AdV-ok (pl. EDS virus) hemagglutinaciot okozé képességéért is a fiber fehérje a

felelés. Az AdV-ok szeroldgiai jellemzéshez a hemagglutinacié gatlasi (HAG) prdoba is

10



hasznos lehet. Az ikozaéder 12 csucsan talalhaté pentonbazis homopentomer szerkezetd.
Az ezek korll elhelyezkedd hexonokat peripentonalis hexonnak nevezzik (Harrach et al.,
2011).

A kapszidot alkoté tovabbi fehérjék (llla, VI, VIII) szerepe még nem teljesen
tisztazott. Ugy tiinik, hogy a llla fehérje a peripentonalis hexonokat veszi koriil hidat képezve
a pentonbazissal (San Martin et al., 2008). A VI és VIl szerkezeti fehérjék az eddigi
vizsgalatok alapjan a core és a kapszid Osszekapcsolasaban jatszanak fontos szerepet
(Mangel et al., 2003).

Az V-06s, Vll-es és X-es fehériék a belsd, azaz core-proteinek. A Vll-es fehérje,
hasonléan az eukariotak hiszton fehérjéihez, bazikus aminosavakban meglehetésen
gazdag, és képes a DNS-hez kotédni akovalens mdédon. A TP (Un. terminalis protein) a
genomialis DNS mindkét szalanak 5 végéhez kotédik kovalensen, és a virus DNS
replikacidja soran mintegy primerként mikodik (Smart és Stillman, 1982; Tamanoi és
Stillman, 1983).

A mastadenovirus virion sematikus szerkezete

1. abra Az adenovirus virion szerkezete. A jobb oldali képen a human adenovirus 36

elektronmikroszképos képe lathatéd. Forras: http://www.microbiologybook.org, www.virology.ws. A
rémai szamok a poliakrilamid gélelektroforézis soran kapott polipeptid frakciok méret szerinti szamat
jelélik. (TP — terminalis protein, DNA — DNS)
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2.1.3 Az adenovirusok genomszervezddése és replikacioja

Az eddig megismert AdV-ok genomjanak mérete meglehetésen széles skalan, 26
163 és 48 395 bp kozott mozog. A genomok G+C tartalma hasonléan tag hatarok kozott
valtozik, az eddigi teljes genomok alapjan 33,6% és 67,6% kozotti (Harrach, 2014). A virus
DNS végén hosszabb-révidebb, megegyezé szekvencigju, forditott veg-ismétlédések
(inverted terminal repeat, ITR) vannak, melyeknek hossza az Adenoviridae csaladban
genusonkeént jellemzé. Az AdV-ok DNS-ének mindkét szala kédol. A genom ko6zépsé része
az egész viruscsaladon belul megdrzott. Itt talalhato a jobbra atirddo, r (right) szalon, az un.
L (late = Kkésdi) transzkripciés egység, amely féként a szerkezeti fehérjék génjeit
tartalmazza. Ezt két oldalrdl az un. E2A és E2B régié génjei hataroljak az | (left, vagyis balra
atirédo) szalon. Az innen keletkezd fehérijék a DNS-replikacioban és enkapszidacidban
jatszanak fontos szerepet. A genom jobb- és bal vége mind méretében, mind
Osszetételében nemzetségenként, illetve szerotipusonként is igen nagy valtozatossagot
mutat (Ursu et al., 2004). Altalaban a korai gének talalhatok itt, melyek a virus replikaciés
ciklusanak kezdeti szakaszaban a legaktivabbak.

Az AdV-ok replikaciéjara vonatkozé ismereteink alapvetéen a HAdV-2
tanulmanyozasabol szarmaznak (Harrach et al., 2011.). A sejtbe endocitézis uUtjan bejut a
virion, majd a klatrinnal bélelt endoszomakban kezdddik a dekapszidacié (uncoating), és a
kiszabadulé genom a sejtmagba jut. A HAdV-2 transzkripcidja harom fazisra bonthato, és
végig a gazdasejt RNS-polimeraz Il enzimjének kdzremiikbdését igényli. A korai (early = E)
prométerekrdl indul meg a transzkripcio. Az E1A, E1B, E2, E3, E4, E5 régidk fehérje
termékei a gazdasejt fehérjeszintézisét leallitjak, és a virus DNS replikaciéjanak, valamit a
virionok termel8désének optimalis feltételeit teremtik meg. Ezutan két intermedier prométer
(Iva2, IX), majd a kés6i prométerek (MLP = major late promoter) kapcsolédnak be.
Megjegyzendd, hogy a splicing (RNS-atszabas) jelenségét a HAdV-2 mRNS-einek
tanulmanyozasa soran fedezték fel (Chow et al., 1979), tehat az AdV-ok az eukaritta
génkifejez8dés modelljeként is fontos szerepet toltottek be.

Az MLP altal vezérelt transzkriptumokban az un. haromosztatu leaderrél a késé
(strukturalis) fehériék egy része prekurzorként fejezddik ki, és az adenoviralis proteaz
hasitdsa utan éri el aktiv formajat (Ding et al., 1996). Az AdV-oknal elfogadott nomenklatura
szerint a prekurzor fehérjéket ,p” jeldli. A virus genomjaban kédolt proteaz aktivitasa
esszencialis a fert6z6képes virionok kialakulasahoz (Weber, 1995). Az egyes prekurzor
fehérjéken a protedz hasitasi helyek konszenzus szekvencigjuk alapjan a kodvetkezdk
lehetnek: 1-es tipus ((M/L/)XGG'X) és 2-es tipus (M/L/I/IN/Q)XGX'G) (Ruzindana-
Umunyana et al., 2002; Davison et al., 2003).
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Az emlbs allatok AdV-ainak genom-szervezddése alapvetéen a HAdV-okéhoz
hasonlé. Ezzel szemben a néhany kér6dz8ben, madarakban és &sibb gerincesekben
el6forduld AdV-ok genomveégein talalhatd gének nagy részének funkcidja ismeretlen, igy
joggal feltételezhetd, hogy e virusok replikacidjanak korai szakaszaban a
mastadenovirusokétol jelentésen eltérd folyamatok zajlanak. Ezekre vonatkozdan jelenleg

még nagyon kevés ismerettel rendelkezink.

2.1.4 Az adenovirusok rendszertana és evolucigja;

adenovirusok hullékben és kétéltiekben

Az Adenoviridae csaladot az egyes AdV csoportok filogenetikai megoszlasa és
jellegzetes genom-szervezdédése (2. abra) alapjan jelenleg 6t nemzetségre osztjak (Harrach
et al., 2011). Egy-egy nemzetségen belll virusfajokat kuldnitink el alapjaban a gazdafaj
szerint. Az azonos fajba sorolt virustipusok homoldg génjei kd6zo6tt a szekvencia eltérés nem
haladja meg az 5-15%-ot. Tehat a gazdaeredet az AdV fajok elkilénitésének csak egyik
kritériuma. Ritkan el6fordul, hogy tébb gazdafajbdl is kimutathaté egy adott virusfaj tagja, am
ilyen esetekben altalaban a gazdak rendszertanilag kézel esnek egymashoz (Benk§ et al.,
2000; Harrach et al.,, 2011). A Mastadenovirus genust irtak le els6ként, és ide csak
eml&sokben eléforduld AdV-ok tartoznak. Az eddig tanulmanyozott genomok mérete 30 288
és 37 860 bp kozé esik. Atlagos G+C tartalmuk 43,6 és 63,9% kozotti, az ITR-ek hossza
93-371 bp (Harrach et al., 2014). A Mastadenovirus tekintheté a legalaposabban
tanulmanyozott nemzetségnek, mivel ide tartoznak a HAdV-ok is. A felismert szerotipusok
nagy szama miatt az utébbi id6kben a szeroldgiai probak helyett részleges vagy teljes
genom-szekvenciak alapjan tipizaljak az uj izolatumokat. Egyes szerz6k a nyilvanvaldéan
rekombinans HAdV-okat is Uj tipus szammal latjak el, de ez a gyakorlat nincs hivatalosan
elfogadva (Walsh et al., 2010).

A masik régéta elismert nemzetség az Aviadenovirus, amely kizarélag madarak AdV-
ait tartalmazza. Az ide sorolt virusok genomjanak mérete 42 940 és 45 781 bp kozatti,
altaldban magas (44,7-67,6%) G+C tartalommal (Kajan et al., 2012; Harrach, 2014; Marek et
al., 2014). A viszonylag nagy genom-méretet az annak két végén talalhaté nagyszamu, a
nemzetségre vagy egyes virusfajokra, tipusokra jellemzd gének eredményezik (2. abra). Az
ITR-ek hossza 39-118 bp. Aviadenovirusokat kezdetben csak baromfibdl izolaltak, de

mostanra szamos egyéb madarfaj képviselSinek specifikus AdV-a ismert mar.
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2. abra Az els6 négy elfogadott AdV nemzetség genomtérképének dsszehasonlitasa. Az egyes

nemzetségben egységesen megd8rzott gének. A szirke nyilak altal jelltek egynél tébb, de nem

minden nemzetségben is eléfordulnak. A kilénb6z8 szinekkel jeldlt gének és ORF-ek az egyes
nemzetségekre vagy virustipusokra jellemz&ek (Harrach et al., 2011).

A nemrégiben alapitott Ichtadenovirus nemzetségnek egyelére mindéssze egyetlen

tagja van, melyet fehér tokbdl (Acipenser transmontanus) izolaltak. Ennek az AdV-nak a

genomja az eddigi leghosszabbnak (48 395 bp) bizonyult meglehetésen alacsony G+C

tartalommal (42,7%), mely 6sszhangban van a gazdaszervezet genomjanak G+C aranyaval

(Doszpoly, 2011). Az ITR szekvenciak hossza 126 bp. Feltételezhetd, hogy a halak AdV-ai

mind ebbe a csoportba illenek majd, de célzott vizsgalatok ellenére sem sikerilt mindeddig

mas halfajban AdV-t kimutatni (Harrach, 2014).

Két tovabbi genus, a Siadenovirus és az Atadenovirus gazdaeredet szempontjabdl

nagy valtozatossagot mutat, amennyiben mindketté tobb gerinces osztaly képvisel6iben
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eléfordulhat. A maig is egyetlen ismert béka-AdV (FrAdV-1) genom-szint(i vizsgalata
kideritette, hogy az a korabban az Aviadenovirus nemzetségbe sorolt, de kivételesnek tartott
TAdV-3-mal alkot monofiletikus csoportot (Pitcovski et al., 1998; Davison et al., 2000).
Mindkét virus genomjanak bal végén talalhaté egy, a bakteridlis szialidaz enzimekével
homoldg gén, amely csak ezekre az AdV-okra jellemz6 (2. abra). Innen ered a Siadenovirus
elnevezés. A nemzetségnek sokaig csak ez a két tagja volt, de ujabban szamos tovabbi
siadenovirus tipus el6fordulasat irtak le, tdbbek kdzott ragadozé madarakban (Kovacs és
Benkd, 2009), széncinegében (Kovacs et al., 2010), papagajokban (Katoh et al., 2009;
Wellehan et al., 2009), délsarki halfarkasban (Stercorarius maccormicki) (Park et al., 2012)
és pintyekben (Joseph et al., 2014). Egy érdekes esetben elkobzott tekndsdk témeges
megbetegedése és elhullasa kapcsan is egy Uj siadenovirus tipust mutattak ki (Rivera et al.,
2009). A siadenovirusok genomja az eddig ismert legkisebb méretli (mindéssze 26 163-26
340 bp), alacsony (34,2-38,5%) G+C tartalommal és rovid (29-39 bp) ITR-ekkel. Az egész
Adenoviridae csaladban megdrzott génkészleten kivil mindoéssze 6t olyan gént
tartalmaznak, mely a genusra jellemz8. Ezek kdzul 2-2 gén a genom bal és jobb oldalan,
mig egy a mastadenovirusok E3 régidjanak helyén talalhaté (2. abra). Noha kezdetben
feltételezték, hogy ez a kétéltliekkel egyutt fejl6dott leszarmazasi vonal (Benkd and Harrach,
2003; Davison et al.,, 2003), a siadenovirusok gerinces gazda eredetét, az el6z6ekben
ismertetett masik harom nemzetséggel szemben, pillanatnyilag tisztazatlannak tekintjuk
(Kovacs és Benkd, 2011). A gazdavaltast tAmasztja ala a genusba tartozé virusok erésen
patogén volta. Ezek ugyanis sulyos megbetegedéseket okozhathak mind madarakban
(Pitcovski et al., 1998; Joseph et al., 2014), mind pedig teknéstkbens (Rivera et al., 2009;
Schumacher et al., 2012).

A masik, vegyes gazdaeredetl nemzetség az Atadenovirus. Ennek a genusnak a
hivatalos elfogadtatasa tébb mint 30 évet vett igénybe. Az ide sorolt virusokat mar a '60-as
években izolaltdk szarvasmarhabdl hazankban (Bartha, 1969). A genus els§ tagjait
kordbban az Aviadenovirus, illetve a Mastadenovirus nemzetség, mint kivételeket
tartalmazta. Csak a molekularis alapu torzsfa-rekonstrukciés modszerek alkalmazasanak
elindulasakor sikerult bebizonyitani, hogy valdjaban egy jol elkilénulé csoportrol van szo
(Harrach et al.,, 1997; Dan et al., 1998; Harrach és Benkd 1998). Mivel e nemzetség
kezdetben felismert tagjainak genomjaban magas A+T arany volt megdfigyelhetd (G+C
tartalmuk minddssze 33,6-43%), az Atadenovirus nevet kapta. Feltételezték, hogy ez a
csoport a hullékkel egyutt fejlédott AdV leszarmazasi vonalnak felel meg (Harrach, 2000).
Erre a gabonasiklébdl (Pantherophis guttatus) izolalt AdV genomjanak elemzése szolgaltatta
az els6 bizonyitékot (Benké et al., 2002; Farkas et al., 2002, Farkas et al., 2008). Meglep6
modon, a kigyé-AdV-1 (snake adenovirus 1, SnAdV-1) 27 751 bp méreti genomja
kiegyensulyozott (50,21%) G+C arannyal rendelkezett. A viszonylag révid (27 751-33 213
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bp) genom-méret és jellegzetes szervez6dés a nemzetség valamennyi tagjaira jellemzd (2.
abra). Az ITR-ek szintén révidek, az eddig ismertek mérete 42 és 59 bp kodzott van (kivétel:
SnAdV-1, 118 bp) (Both, 2011). A mastadenovirusokban talalhaté E1A és E3 régiod, valamint
az V-0s és a IX-es szerkezeti fehérjét kodolo gén hianyzik. Az E1A régio helyén, de az |
szalon, a csak erre a nemzetségre jellemzd, p32K szerkezeti fehérje génje van. Ettdl jobbra,
az r szalon az E1B régio LH1— génjei talalhaték. A genom jobb végéhez kézel elhelyezkedd
E4 régio az Atadenovirus genuson belul is jelentds kilonbségeket tartalmazhat. A genom e
szakaszaban a leggyakoribbak a duplikaciés és inzerciés események (Farkas et al., 2008).

Tovabbi, Uj atadenovirusokat mutattak ki kilénb6z6 gyikfajok képvisel8iben is PCR-
rel (Wellehan et al.,, 2004; Papp et al., 2009). A hillékbél nyert, révid (kb. 300 bp)
szekvenciak G+C aranya szintén inkabb kiegyensulyozottnak (45-57%) mutatkozott a nem-
hallé gazdafajok atadenovirusaiban megfigyelheté 36-40%-kal szemben. A filogenetikai
szamitasok és a nemzetségre jellemzd gének megléte alapjan eddig minden pikkelyes
hallébél atadenovirust lehetett kimutatni. Ez megerdsiti azt a feltételezést, hogy az
atadenovirusok hullékben alakultak ki, és kés6bb valtottak gazdat, legalabb haromszor
evolucidjuk soran. Ezek a gazdavaltasok kérédz6ket (Harrach, 2000), erszényeseket
(Thomson et al., 2002) és madarakat (Harrach et al., 2008) érintettek.

Az AdV-ok el6fordulasat hillékben el8szér egy elhullott nilusi krokodil (Crocodylus
niloticus) szerveiben (Jacobson et al., 1984), kés6bb pusztai varanuszban EM vizsgalattal
mutattak ki (Jacobson és Kollias, 1986). Ezeket a virusokat azonban sem izolalni, sem
molekularis modszerekkel vizsgalni még nem sikerult. Az elsé hull6-AdV izolatum
gabonasiklébdl (Pantherophis guttatus) szarmazik (Juhasz és Ahne, 1992) és genomjanak
teljes szekvenalasa utan a SnAdV-1 elnevezést kapta. A SnAdV-1-et sikerilt még izolalni a
vorosfarku boabdl (Boa constrictor) és kiralypitonbdl (Python regius) is (Ogawa et al., 1992).
AdV-ok jelenlétét tovabbi kigyofajokban is leirtak az alabb felsoroltak szerint: vordosfarku boa
(Jacobson et al., 1985, Ramis et al., 2000), rézsaboa (Lichanura trivirgata) (Schumacher et
al., 1994), hondurasi palmavipera (Bothriechis marchi) (Raymond et al.,, 2002), 6ves
kiralysiklo (Lampropeltis zonata) (Raymond et al., 2003), homoki vipera (Vipera aspis aspis)
(Papp et al., 2009), kaliforniai kiralysiklé (Lampropeltis getula californiae), sarga bikasiklo
(Pituophis catenifer) (Garner et al., 2008), Hagen Uregi vipera (Parias hageni) (Farkas és
Gal, 2008). Kulonféle gyikfajok egyedeiben megfigyelt AdV-okrél szintén szamos kézlemény
szuletett: pusztai varanusz (Varanus exanthematicus) (Jacobson és Kollias, 1986), Jackson
haromszarvi kaméleon (Chameleo jacksonii) (Jacobson et al., 1990), belféldi szakallas
agama (Pogona vitticeps) (Jacobson et al., 1996; Kim et al., 2002; Wellehan et al., 2004;
Parkin et al.,, 2009), hegyi kaméleon (Chameleo montinum) (Kinsel et al., 1997),
leopardgekkd (Eublepharis macularis) (Wellehan et al., 2004), tokee gekkd (Gekko gecko),

zsirfarki gekkdé (Hemytheconix caudicinctus), kéknyelvl szkink (Tiliqua scincoides)
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(Wellehan et al., 2004), gila (Heloderma suspectum) (Wellehan et al., 2004, Papp et al.,
2009), smaragd varanusz (Varanus prasinus) (Papp et al.,, 2009) mexikoi viperagyik
(Heloderma horridum) (Papp et al., 2009), Ctenophorus nuchalis, toérpe szakallas agama
(Pogona minor minor) (Hyndman és Shilton, 2011). De gyikokbol AdV-t izolalni elészor és
eddig csak 2008-ban sikerult gilabol és mexikoi viperagyikbol (Papp et al., 2009).

2007-ben az USA-ban és hazankban szinte egy id6ben egy ujabb AdV-t detektaltak
voros- és sargafuli ékszertekndsokben (Trachemis scripta elegans, T. s. scripta). Hasonld
virusokat a Testudinoidea szupercsaladba sorolt tébb tekndsfaj egyedeiben is kimutattak
(Doszpoly et al., 2013). Noha izolalni nem sikerult a virust, tobb genomszakasz
szekvencidjanak elemzése alapjan egyértelm(, hogy egy Uj AdV leszarmazasi vonalrél van
sz0, ami feltehetéleg egy Uj genus (javasolt neve Testadenovirus) kialakitasat teszi majd
szlikségessé (Farkas és Gal, 2009; Doszpoly et al., 2013). Egyelére nem tisztazott, hogy
esetleg milyen tovabbi AdV leszarmazasi vonalak létezhetnek, amelyek a Squamata és
Testudines rendeken kivdili hillék csoportjaival fejlédtek egydtt.

Az AdV-os fert6zottség az Osibb gerincesekben nem okoz tipikus tlneteket.
Leggyakrabban levertség, étvagytalansag és lesovanyodas fordul elé (Marschang, 2011).
Az esetenként megfigyelhetd idegrendszeri tlineteket, opistothomust, instabil mozgast,
gyikok esetében a kloaka és a hasi régidé talajtél valé elemelésének nehézségeit
majkarosodas kovetkezményének tartjak. Ujsziilétt vorosfarki boa SnAdV-1-gyel tértént
kisérleti fertbzése nyoman elhullast tapasztaltak. Koérboncolaskor a legszembedtiébb
elvaltozasokat a majban talaltak, ahol vildgos foltokat okozé elhalasos gocok voltak jelen
(Jacobson et al., 1985). Kérbonctani elvaltozasok eléfordulhatnak a duodénumban is, ahol a
bél-nyalkahartya bévérliisége tlnik fel. Szdvettani vizsgalat soran jellegzetes lelet a basophil
festddésli magzarvanyok megjelenése a maj- és bélsejtekben (Julian és Durham, 1982;
Jacobson et al., 1996).

Hull6k AdV fert6zottségének egyre gyakoribb észlelésével szemben minddssze
egyetlen kétéltiibél szarmazé AdV ismeretes, amelyet 1973-ban leopardbékabdl (Rana
pipiens) izolaltak (Clark et al., 1973).
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2.2 Parvovirusok

2.2.1 A parvovirusok bioldgiai jelentésege

A parvovirusok (PV) mind a gerincesek, mind a gerinctelenek szamos képvisel6jében
el6forduld, valtozatos replikacidés stratégiaval rendelkezd virusok. A cirkovirusok
felfedezéséig a legkisebb méretl allati virusoknak szamitottak. Erre utal elnevezésik is
(latin parvus szo=kicsi). Az allatokat fert6z6 legellenallobb virusok kozé sorolhatok
(Brauniger et al., 2000).

A legels6 gerinces eredetl PV-okat 1965-ben irtak le, amikor AdV-ok izolalasa soran
a sejtkultura kontaminaciojat tapasztaltak (Atchison et al., 1965). Azt is megfigyelték, hogy
csak AdV-sal valé egylttes fert6zés esetén sikerllt izolalni ezeket a kisméretli, DNS-
tartalmu, de az AdV-oktdl eltérd tulajdonsagu partikulumokat. Tehat ezek valdszinlleg
féeml6s dependoparvovirusok lehettek. Az sem volt még nyilvanvald, hogy ezek a virusok
rokonai a hasonléan kisméret(i, viaszmolyban (Galleria mellonella) egy évvel korabban
francia nyelven leirt virusoknak (Meynadier et al., 1964).

Napjainkra az eml6soket fert6z6 PV-okra vonatkozdan all rendelkezésiinkre a
legtobb ismeret. A human fertézések kozil egyértelm(i tlineteket — a vérbanki donor
regisztracios szama alapjan - B19 névre keresztelt virus esetén sikertlt megallapitani. E
virusnak magzatkarosité hatasa jol ismert, amennyiben az un. hydrops fetalis miatt spontan
vetélést okoz (Anand et al., 1987; Enders et al., 2004). Felnéttekben izlleti fajdalmakat is
eléidézhet. Gyermekekben a fertézés altalaban enteritis és az un. ,lepkehiml6é” kérképként
manifesztalodik, ami altalaban enyhe lefolyasu betegség. Haziallataink kézil a PV-os
fertézés sertések esetében bir kiemelkedd jelentéséggel. A porcin parvovirus (PPV) gyakran
allhat a fert6z6 medd&ség hatterében (Joo et al., 1977). A virus a magzatok 55 napos koraig
atjut a placentan, és azok elhalasat, jellegzetes mumifikalédasat okozza (Nielsen et al.,
1991; Wolf et al., 2008). Az allatorvosi gyakorlatban a husevéket ferté6z6 PV-ok is fontosak.
A kutyakat fert6z canine parvovirus (CPV) és a macskak koérokozéja, a feline
panleukopenia virus (FPV) jellegzetes vérzéses enteritis kdrképet okoz kolyokallatokban
(Goddard és Leisewitz, 2010). Mas ragadozékban, igy menyétfélékben (Mustelidae) is
leirtak szamos, betegséget is okozd PV-t, igy a nyércek bélgyulladasat okozé virust. Ez az
aleuti betegséggel hozhatd dsszefliggésbe (Parrish et al, 1984), mely a sz6rmeiparban okoz
karokat. A ragcsalok PV-os megbetegedései leginkabb a laborallat egészségugy
szempontjabdl birnak kiemelkedd jelentéséggel, melyek kialakitdsaban a ,minute virus of
mice” (MVM), a H-1 PV és a ,Kilham rat PV” jatszik szerepet (Jacoby et al., 1996).

Az emlGsOk mellett a hazi szarnyasok korében is jol ismert néhany PV-okozta
megbetegedés. HazityuUkban és pulykaban is megfigyelhetd az un. ED (major enteritic

disease) tuinetegylttes, melynek az egyik legfontosabb kérokozoja vélhetéen a csirke- és
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pulyka-PV (Kisary et al., 1984; Zsak et al., 2008; Palade et al., 2011). Vizi szarnyasok
esetében a hazi lud Derzsy-féle betegségének PV-os oktanat 1967-ben leirtak (Derzsy,
1967; Schetter, 1971). Hasonl6 PV okoz hasonlé betegséget pézsmarécében (Cairina
moschata) (Le Gull-Reculé és Jestin, 1994; Brown et al., 1995; Zadory et al., 1995; Glavits
et al., 2005). A kérkép ugyancsak reprodukcids zavarokban nyilvanulhat meg; altalaban a
fiatal allatok torz fejlédése figyelheté meg. Emellett idegrendszeri tunetek, pl. opisthotonus,
is jellemzbek lehetnek.

A gerincteleneket fert6z6 PV-ok, az un. densovirusok kozul fontos megemliteni
egyes garnélarakok (Penaeus monodon, P. chinensis, P. stylirostis) fert6zottségét; a
.hepatopancreatic virus” (HPV) (Lightner és Redman, 1985; Lightner et al., 1993) a
garnélarakok szaporodasi ratajanak komoly visszaesését okozza. A selyemtermelés
szempontjabdl, fé6leg a miselyem elterjedése el6tt birt még nagy jelentéséggel a
selyemlepkéket fert6z6 Bombyx mori densovirus (Shimizu, 1975).

A PV-ok kérokozo képességén kivil jelentés még esetleges onkolitikus aktivitasuk is
(Tijssen et al., 2011). Ezzel parhuzamosan egyre fontosabb szerep jut nekik a génterapias
alkalmazasokban, kivaltképp a Dependoparvovirus genus tagjainak (Skubis-Zegadlo et al.,
2013). A rendkivil kisméretli genom miatt azonban ezen alkalmazasuk meglehetésen
korlatozott az inzert méretét tekintve. A densovirusok alkalmazasanak rovarkartevok elleni

biolégiai védekezésben juthat szerep (Tal és Attathom, 1993).

2.2.2 A parvovirusok morfolégiaja és strukturalis jellemz6i

A PV-ok kisméretli, szimpla szalu, linearis DNS genommal rendelkezé, burok nélkuili
virusok. A virion atmérgje 21,5-25,5 nm kdzotti, mig a genomméret ismert hatarai 4-6,3 Kb
(Tijssen et al., 2011). A kapszid ikozaéder formaju, és 60 fehérje alegységhdl épil fel. Ezek
az un. f6 kapszidfehérjék (VP), melyek méretuk szerint altalaban harom csoportra
kalonitheték el. Ez alapjan beszélink VP1, VP2 és VP3 fehérjékrél (Kaufmann et al., 2004).
Ez a szam azonban eléggé valtozatos, egyes virionokban csupan 2, mig egyes
brevidensovirusok és pefudensovirusok esetében akar 5 VP is talalhaté (Tijssen et al.,
2011). A kulénb6z6é VP fehérjék altaldban csupan az N-terminalis régié kiterjedésében
kilonbdznek egymastdl. Egy jellegzetes, konzervativ motivum is megtalalhaté a PV
kapszidfehérjéken, ez az un. ,phospholypase A2” (PLA) domén. Ugy tiinik, hogy a PLA2
aktivitasa nélkulozhetetlen ahhoz, hogy a PV genom a kés6i endoszomakbdl a sejtmagba
kerlljon (Zadori et al., 2001). A kapszid klls6é megjelenése is nagyon kuloénbdzd lehet,
egyes esetekben sima (t6bbnyire a densovirusok esetében), de lehet kismértékben (CPV)

vagy nagymértékben ,gylrétt” (adeno-associated virus 1, AAV1) a felszine.
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2.2.3 A parvovirusok genomszervezddése és replikacioja

A PV genom szervez6dése az egész viruscsaladban jol megérzéttnek mondhato,
annak ellenére is, hogy a genom-szekvencia még az azonos funkcioju fehérjéket kédold
gének esetében is nagy valtozatossagot mutathat (Shackelton et al., 2005). A genom
altalaban két {6 ORF-bél all, melyek kozil a rep felelés a nem-strukturalis proteinek (NS)
kodolasaért, mig a cap a kapszidot alkoto, szerkezeti fehérjéket kodolja. A gerincesek PV-
aiban és néhany izeltlabu PV-ban is a két ORF ugyanazon a szalon helyezédik, mig egyes
rovarokat fert6z6 virusok esetében ambiszensz helyzetlek (Tijssen et al., 2011; Pham et al.,
2013). A genom két szélét masodlagos strukturat képzé szekvenciak hatarolhatjak,
melyeknek egy része jellegzetes, hajtl-szerl szerkezetet képez. Ezek szekvencigja lehet
eltéré a genom két végén, de meg is egyezhet, ilyenkor ITR-ekrél beszéllink.

A minddssze két ORF meglehetésen valtozatos méretli és funkcidju fehérjék
kédolasara képes. Ebbdl is kdvetkezik, hogy a PV-ok transzkripcios mechanizmusai
Osszetettek, gyakori az alternativ splicing és az un. ,leaky scanning”, esetleg mindkettd
egyuttes el6fordulasa. A transzkripcios stratégiak genusrél genusra valtoznak, gyakran még
az egyes genusokon belll is tobbfélék lehetnek (pl. Dependoparvovirus). Alternativ splicing
esetén a donor és akceptor helyek lehetnek az altalanos, konzervativ szignaltol teljesen
eltéré, un. alternativ felismerési helyek is. A ,leaky scanning” leginkabb a densovirusokra
jellemzé (Tijssen et al., 2011).

Jelentdés valtozatossagot mutat a transzkripciés szabalyzd elemek szama és
elhelyezkedése is. Az Erythroparvovirus, Amdoparvovirus és Bocaparvovirus nemzetségek
tagjainak genomjaban csak egy promoter régi6 talalhatd, a bal oldali ITR-hez kdzel. Ebben
az esetben minden mddositas poszt-transzkripcionalisan térténik. Mas genusokban eléfordul
két  (Protoparvovirus, Ambidensovirus), esetleg harom (Dependoparvovirus,
Brevidensovirus) prométer is. Az mRNS-ek altalaban poliadenilaltak, am a poliadenilaciés
szignal helye és szama még genuson belul is nagyon kulonb6zé, akarcsak azok eréssége.
Sok esetben alternativ poliadenilacios szignal felelés a folyamatért (Yoto et al., 2006), mely
stop kodonokkal fedhet at.

A PV-ok receptor-medialt endocitézissal jutnak be a gazdasejtbe, am a
dekapszidacié folyamata kevéssé tisztazott. A replikacid6 minden esetben a sejtmagban
zajlik, és csak akkor mehet végbe, ha a sejt S fazisban van. Ez arra enged kdvetkeztetni,
hogy szoros kapcsolat van a virus és a gazdasejt replikacios folyamatai kozott. A
replikaciora jellemzé az un. rolling ,hairpin® mechanizmus, mely nevét a szimpla szalu DNS
replikacidjanak iniciaciéjahoz hasznalt hajti-szerl strukturakrél kapta. A folyamathoz
nélkilozhetetlen az NS1 fehérje aktivitasa (Qiu és Pintell, 2008).
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2.2.4 A parvovirusok rendszertana; parvovirusok hull6kben és

kétéltGekben

A PV-ok rendszertana épp jelentds atalakitason esett at a régi felosztas elavultsaga
és Ujragondolasa miatt. A 2013 oktéberében tett javaslatokat 2014-ben elfogadta a
Nemzetk6zi Virustaxondmiai Bizottsag (International Comittee on Taxonomy of Viruses -
ICTV). Az Uj rendszertannak kdszonhetben az egyes PV-ok besorolhatdéak pusztan a DNS-
szekvencia ismerete alapjan, melyhez azonban mindkét ORF meghatarozasa szikséges
(Cotmore et al.,, 2014). Ezenkivil minden nemzetség nevébe beillesztették a ,parvovirus”
vagy ,densovirus” szavakat azok alcsaladba tartozasa szerint. Szamos, a csalad eddig be
nem sorolhaté tagja is helyet kapott egy-egy uj, esetleg régi genusban. Az 0 definiciok
alapjan egy nemzetségbe tartoznak mindazon PV-ok, melyek rep gén alapjan megallapitott
as szekvenciaja legalabb 30% egyezést mutat. Nem sorolhaték egy nemzetségbe azok a
virusok, amelyeknél ez a szam kisebb, mint 30%. Mind a két ORF egybefliggb
szekvencidjanak az ismeretére pedig azért van szikség, hogy a transzkripcids
tulajdonsagok, melyek — mint feljebb mar emlitettem — meglehetésen karakterisztikusak a
kozel-rokon PV-ok esetében, szintén vizsgalhatdk legyenek taxondmiai besorolaskor. Egyes
izeltlabu PV-ok besorolasakor azonban a genomszervez6dés nagyobb hangsulyt kap az as
sorrendnél, mivel el6bbi — vélhetéen a gazdafajok sokfélesége miatt — meg6rzottebbnek
tinik. Ezen kivll természetesen ugyanugy szamitanak a szerologiai adatok is, de a virusok
genus szintl megbizhaté besorolasahoz mar nincs sziikség azok feltétlen izolalasara.

Hasonléan az AdV-okhoz, a PV-oknal is bevezették a faj fogalmat, mely legalabb
85% azonossagot var el a rep ORF as sorrendjében. Minden faj esetében kett6s
nevezéktant alakitottak ki. Az els6 név vonatkozik a gazdafaj szélesebb taxondmiai
hovatartozasara (angol nyelven), mig a masodik vonatkozik a nemzetségre, ahova az adott
faj tartozik Az egyes virusfajokat arab szamok, esetenként az angol ABC betii kilénboztetik
meg (pl. az egykori mink parvovirus 1 ma mar a Carnivore amdoparvovirus 1 fajba tartozik).

A régi rendszertannak csupan egyetlen aspektusa maradt valtozatlan; a Parvoviridae
csalad két alcsaladra vald szétvalasztasa azok gazdaeredete szerint. igy az izeltlabuakat
fert6z6 PV-ok a Densovirinae, a gerinceseket fertéz6k pedig a Parvovirinae alcsaladba

tartoznak, melyek filogenetikai szamitasokkal is egyértelmden elkulonithetbk.

2.2.4.1 Densovirinae alcsalad

A gerincteleneket fert6z6 PV-ok dsszesen 5 nemzetségbe sorolhatéak be. Ezek
k6zll a Penstyldensovirus, Hepadensovirus és az Ambidensovirus uUjonnan alakitott

nemzetségek. A Penstyldensovirus és Hepadensovirus kizardlag garnélarak PV-okat
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tartalmaznak, melyeket korabban vagy besoroltak a Parvovirus vagy Brevidensovirus
nemzetségbe, vagy sehova nem voltak besorolhatok. A Hepadensovirus tagjainak
meglehetésen nagymeéretl a genomja (>6 Kb), és harom promotert is tartalmaz
(Sukhumsirichart et al., 2006). A Penstyldensovirus tagjainak csupan egyetlen egy tipusu
kapszidproteinje van, mely egyuttal a legkisebb méretli ilyen fehérje a Parvoviridae
csaladban (Kaufmann et al., 2010). Az Ambidensovirus nemzetségre jellemzd, hogy tagjaik
a legkisebb mérték( rokonsagot mutatjak egymassal rep fehérjéjuk as szekvenciaja alapjan,
talan ezért is soroltak 6ket eddig két eltéré6 nemzetségbe is; a megsziint Densovirusba és
Pefudensovirusba. A tavoli filogenetikai rokonsag ellenére azonban ezeket a virusokat
egyértelmiien egyesiti ambiszensz iranyultsagu genomjuk (egyedil az egész csaladban) és
két, jellegzetes médon a genom ITR szekvenciai elétt helyez6d6 promotertik (Cotmore et al.,
2014). A régi rendszertanban is meglévd, és ugyanazon fajokat tartalmazé Iteradensovirus
nemzetséget jellemzi, hogy megegyezé aranyban csomagoldédnak a negativ és pozitiv
iranyu ssDNS genomok a virionokba. Csupan egyetlen promoéterik van mindkét ORF-et
megel6ézve (Tijssen et al., 2011). A Brevidensovirus szintén olyan nemzetség, mely a régi
rendszertanban is létezett. Nevét tagjainak kisméreti (kb. 4 Kb) genomjardl kapta, valamint
arrél, hogy VP4 fehérjéjik a legroévidebb az alcsaladban. ITR szekvencidjuk nincs, a
palindroma méretében és nt sorrendjében is eltér a genom két végén. Azonban mindkét
végen egyarant hajtl-szerl strukturat formaznak.

Az Uj rendszertan elfogadasa utan, 2014-ben a Densovirinae alcsalad még tovabb
bévilt; tengeri sindkbél és tengeri csillagokbdl irtak le egy Uj densovirus agat. Ezek a
legelsd virusok, melyekrél bebizonyosodott, hogy fertéznek tiskésbérieket (Echinodermata)
(Gudenkauf et al., 2014). Egyuttal ezek az elsd olyan densovirusok, melyek nem izeltlabu

eredetiek.

2.2.4.2 Parvovirinae alcsalad

A gerinceseket fert6z6 Parvovirinae alcsalad az 0 rendszertan szerint 8
nemzetségre oszthato fel, melyek kézil harom ;.

A Protoparvovirus nemzetséget a régi Parvovirus genusbdl alakitottdk at. Az
elnevezés arra utal, hogy az ide besorolt PV-okat fedezték fel el6szor (Cotmore et al., 2014).
A nemzetségbe tartozé virusoknak két promoterik van, és az érett virionokba sokkal
nagyobb mértékben csomagolddik a negativ iranyu szal, mint a pozitiv. Az Erythroparvovirus
nemzetség tagjainak egyetlen prométeruk van, és két, eltér6 er6sségl poliadenilacios
szignaljuk. A genom kozepén talalhaté egy alternativ szignal, szekvenciaja nem egyezik
meg az altalanos poli-A konszenzussal (Guan et al., 2011). Az Amdoparvovirus nemzetség

tagjai csak a Carnivora rendbe tartoz6 &llatokat fert6zik, leginkabb kutyaféléket és
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menyétféléket. Az érett virionba kizarélag negativ iranyultsagu DNS kerll, mig
genomszervez6désuk nagyon hasonlit az Erythroparvovirus tagjaiéra. A Bocaparvovirus
genus tagjait eleinte szarvasmarhakbol és kutyafélékbdl izolaltak (Bovin-Canin). A genomot
hatarolo palindrom szekvenciak eltérnek, am mind a kett6 hajti-szer strukturat alakit ki. Az
NS1 proteint kédol6 rep gén C-terminalisaval atfedésben helyezkedik el egy, csak erre a
genusra jellemz6 alternativ ORF, mely az NP1 proteint kédolja. Ugy tiinik, ez a fehérje a
gazdaszervezet immunvalaszanak befolyasolasaban jatszik fontos szerepet, mivel tobb
interferon transzkripcidjanak szabalyozasat végz6 protein gatlasara is képes (Zhang et al.,
2012).

Az ujonnan bevezetett nemzetségek egyike az Aveparvovirus, ahova két olyan
madar PV-t soroltak at, melyek eredetileg a Parvovirus (ma Protoparvovirus) nemzetség
tagjai voltak. Ezek genomja egy vagy tobb, rovid, a két {6 ORF kozott elhelyezkedd, am
azokkal soha nem atfedd alternativ ORF-et is tartalmaz, amely a Protoparvovirus genus
tagjaiban nem fordul el6. Ezen kivil a filogenetikai szamitasok is alatamasztjadk az
Aveparvovirus klad kilon genusként valé elfogadasat (Zsak et al., 2008; Day és Zsak,
2010). Uj genus még a Tetraparvovirus, melynek tagjait korabban egy Uj, Partetravirus névre
keresztelt nemzetségként akartak elfogadtatni. Az () szabalyok alapjan, valamint a Primate
tetravirus 1 egyik tipusa, a human parvovirus 4 utan kapta a nevét (tetra=4) (Cotmore et al.,
2014). Egy alternativ ORF-et tartalmaz a genomjuk, mely a cap ORF-fel van teljes
atfedésben, és a terméke kb. 10 kDa molekulatomegl (Tse et al.,, 2011). A harmadik Uj
nemzetségbe, a Copiparvovirus-ba azokat a porcin PV-okat soroltak be, melyeket csupan
2010-ben irtak le elészor, és egyik korabbi genusba sem lehetett ket besorolni (Cheung et
al., 2010; Wang et al., 2010). Kiderllt, hogy ezek a virusok a legkdzelebbi rokonai egy 2001-
ben, az Egyesiilt Allamokban leirt, sehova be nem sorolhaté bovin PV-nak (Allander et al.,
2001). Itt is leirtak egy alternativ ORF-et a genom kdzéps6 régidjaban, azonban ez — még a
hasonlé elhelyezkedés ellenére sem — mutat semmilyen mértéki homoldgiat a

Tetraparvovirus NP1 szekvenciajaval.

2.2.4.3 Genus Dependoparvovirus; parvovirusok hullékben

A Dependoparvovirus (korabban Dependovirus) az a nemzetség, mely eddig a
legszélesebb gazdaspektrummal bir. Mig az eddig ismertetett genusok kizardlag az emlésék
vagy madarak osztalyanak egy, vagy akar tobb rendjét fertézik, a dependoparvovirusok
el6fordulnak hullékben, madarakban és szamos emldsrendben is, igy féemlésdkben,
ragcsalékban, uszolabuakban, denevérekben és ragadozokban. Neviket onnan kaptak,
hogy genomjuk hatékony replikaciéjahoz a gazdasejt egy un. helper-virussal valo egyideji

fert6zése szukséges (Tijssen et al., 2011). A helper-virus, az eddigi esetek alapjan herpesz-
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vagy AdV, am nincs kizarva, hogy mas nagyméreti DNS-virus — mely rendelkezik a
genomjaban kodolt DNS-polimerazzal és a sejtmagban replikalodik — képes betdlteni ezt a
funkciot. A dependoparvovirusok igy figgetlenek a sejtciklustol, fertézhetnek sejteket az S
fazison kivll is. Abban az esetben, ha a sejtkulturat olyan vegyuletekkel kezelik (pl.
hydroxiurea), mely a sejt DNS-replikaciéjara hat, el6idézhet6 helper-virus jelenléte nélkdl is
a replikacio (Schlehofer et al., 1983; Yakobson et al., 1987). Fizioldgias koriimények kozott
eddig csak az anseriform (vizi szarnyas) dependoparvovirusokrol bizonyosodott be, hogy
autonom replikaciora is képesek, igy a Derzsy-betegség virusa (goose parvovirus) €s a duck
parvovirus (ma mar mindkettd egyetlen fajba, az Anseriform dependoparvovirus 1-be
tartozik) (Le Gall-Reculé és Jestin, 1994; Brown et al., 1995; Zadori et al., 1995).

A nemzetséget a meglehetésen kis genomméret (kb. 4,7 kb) és a genom két végén
Y alaku hajtit formazé ITR-ek jellemzik (Tijssen et al., 2011). A csaladtél szokatlan médon a
cap ORF sokkal meg6rzottebb a genuson belll, mint a tébbi nemzetségben, ahol ez inkabb
a rep ORF-r6l mondhaté el. Noha minden faj esetében 3 promoétert irtak le, a homolég
MRNS-ek méretében, poszt-transzkripcionalis érésben és a poliadenilaciéban is nagy
kilonbségek vannak (Qiu és Pintel, 2008). Az eddig ismert dependoparvovirusok esetében
egyenldé aranyban helyez6édnek a virionba mind a negativ, mind a pozitiv iranyultsagu
genomok. Fontos még megjegyezni azt is, hogy a dependoparvovirusok genomja — helper-
virus jelenlétének hianyaban - integralodik a gazdasejt genomjaba, és ott latens
kérokozéként rejtve marad, amig a sejtet egy potencidlis helper-virus meg nem fert6zi
(Berns és Giraud, 1995). E miatt a tulajdonsaguk miatt iranyul komoly érdeklédés a
dependoparvovirusokra, mint potencidlis vektorokra a génterapiaban (Trabelsi et al; 2014;
Tsang et al., 2014).

A Dependoparvovirus nemzetségben csupan egyetlen hilld PV-t tartalmazéfaj
talalhaté, a Squamate dependoparvovirus 1, melynek egyetlen tipusa a snake adeno-
associated virus (SAAV) (Farkas et al., 2004). Gyikokban PV-os fert6zottséget kizardlag
szakallas agamaban irtak le (Jacobson et al., 1996; Kim et al, 2002), mindig AdV-os
fert6zottség mellett. Molekularis szintli elemzést egyik esetben sem végeztek, igy csupan az
AdV-sal val6 egyduttes jelenlétbél és a partikulumok méretébdl és formajabdl kdvetkeztettek
PV fert6zottségre. Kigyokbdl elészor PV-t elektronmikroszkopos vizsgalatok soran erdei
sikléban (Elaphe longissima) és szalagos sikléban (Elaphe quatuorlineata) fedeztek fol
(Heldstab és Bestetti, 1984). Oves kiralysiklobol is kimutattak AdV mellél ilyen fertézést, am
molekularis elemzés itt sem toértént (Wozniak et al., 2000). Izolalni elészér gabonasiklobol
(Pantherophis guttatus) sikerult kigyé PV-t (Ahne és Scheinert, 1989). Késébb a SnAdV-1-
gyel egyetemben PV-t oriaskigyokbdl (Python regius, Boa constrictor) szaporitottak
szOvettenyészeten sikeresen (Ogawa et al., 1992). Errél a két izolatumrol akkor dertilt ki,

hogy ugyanazt a virust tartalmazza, amikor a teljes genomjat sikerult meghatarozni, ma is
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egyediliként a hillé-PV-ok koézll (Farkas et al., 2004). A masik molekularis adat, mely
jelenleg a GenBankban fellelhetd, Hagen Uregi viperabdl szarmazik, SnAdV-2-vel vald
fert6zottség mellett (Farkas és Gal, 2009). A részleges szekvencia alapjan is feltételezhetd,
hogy ez a SAAV-tdl valoszinlleg eltérd fajba sorolhato virus.

A Dependoparvovirus (korabban Dependovirus) genusrol mar korabban feltételezték,
hogy Diapsida (hull6-madar k6zés 6s) eredetii (Zadori et al. 1995; Farkas et al., 2004). Erre
enged kovetkeztetni, hogy eddig kizarélag madarakat fert6z6 dependoparvovirusokrol
bizonyosodott be, hogy természetes kérlilmények kdzott is képesek autondm replikaciora. A
SAAV replikacios tulajdonsagairdl ugyan nincs adat, am a filogenetikai szamitasok ezt a
virust hozzak ki a genus legbazalisabb tagjanak. Ezen felll egyedil a Diapsida-eredeti
dependoparvovirusok transzkripcidjanak vannak kozos jellemzéi a genusban el6forduld
mindkét masik stratégiaval. Amennyiben a feltételezés igaz, hullékben is elé kell, hogy
forduljanak autoném dependoparvovirusok.

Kétéltlekbdl és halakbdl még soha nem irtak le PV-os fert6zottséget.
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3. Anyag és modszer

3.1 A vizsgalati mintak eredete

A vizsgalati mintak tulnyomé tobbsége egy budapesti, kifejezetten hull6kre
szakosodott allatkereskedésb8l szarmazott, ahova az orszag és Eurdpa kilonbdzé
terlleteirél érkeznek allatok tenyészetekbdl és maganszemélyektdl. Ezen felil még tdbb
maganszemeély is rendelkezésunkre bocsajtotta elhullott allatait, és vizsgaltunk még —
altalaban jarmivek altal eliitétt — szabadban, leginkabb Eszak-Magyarorszagon begydijtott
allatokat is. A 10 csukaorru aligator (Aligator mississipiensis) majminta az Egyesiilt
Allamokbdl szarmazott. Ennek eredményeképpen Osszesen 314 hiilld és 207 kétélt
mintajanak PCR-es vizsgalatat végeztik el AdV-okra, mig ezek kozil 165 hillé és 60 kétéltl
mintat szlrtink PV-okra. A valtozatos forrasokb6l addéddéan — a hidasgyikokat
(Rhyncochephalia) kiveve — az 0Osszes hillé rendbdl keriltek hozzank mintak, mig a
kétéltliek esetében a harombdl két rend (Caudata, Anura) volt képviselve. A mintak
csaladonkénti és fajonkénti megoszlasat szemlélteti az 1. tablazat.

A teljes genom szinten vizsgalt két gyik-AdV-t Papp et al. izolalta (2009). Mindkét
virust leguan sziv sejtvonalon (IgH-2,118 ATCC: CCL-108) és Russell vipera sziv
sejtvonalon (VH-2, ATCC: CCL-140) szaporitottak el. Az izolalast a Hohenheim Egyetemen
végezték, Stuttgartban. A két gyik-AdV egyikét mar 2004-ben leirtak gilabdl (Wellehan et al.,
2004), mig a masikat csak 2008-ban, mexikoi viperagyikokbol (Papp et al., 2009).
Kezdetben a virusok a helodermatid adenovirus 1 és 2 nevet kaptak, de mivel az egyik
virust mas gazdakban is ki lehetett mutatni, célszerlibbnek tiint az altalanosabb gyik AdV
nevet valasztani. A késébbiekben tehat a gila-AdV a gyik- (lizard) AdV-1 (LAdV-1), mig a
viperagyik-AdV a gyik- (lizard) AdV-2 (LAdV-2) nevet kapta.

3.2 A mintak feltarasa és DNS-izolalas

A mintakat a laboratérium szamara gy(jtétték be, igy a hosszas fagyasztéban valo
tarolas, és esetenként a késdi felfedezés miatt fellép6 gyakori autolizis egyarant
ellehetetlenitette azok szOvettani elemzését. A vizsgalatokhoz az elhullott allatok belsé
szerveibél (maj, vese, belek, tid6, gonadok) vontunk ki DNS-t. A mintakbdl a nukleinsav
kivonasat két modszerrel is végeztuk. A nagyobb termeti allatokbol vett mintaknal Dan et al.

(2003) altal leirtakat az alabbiak szerint alkalmaztuk, kis médositassal.

26



1. tablazat A vizsgalt hillé- és kétéltlimintak megoszlasa fajonként és csaladonként.

A minta eredete csal’édok fa;;ok mi|’1ték

Szama Szama Szama
Hiill6k (Reptilia) 22 70 314
Nyakfordito tekndsok (Pleurodira) 2 3 17
Nyakrejté tekn6sok (Cryptodira) S 21 98
Gyikok (Lepidosauria)* 10 27 122
Kigyok (Serpentes) 3 17 66

Asogyikok (Amphisbaenia) 1 1 1

Krokodilok (Crocodilia) 1 1 10
Kétéltiiek (Amphibia) 12 28 207
Farkos kétélttiek (Caudata) 2 5 28
Békak (Anura) 10 23 179

Steril penge és csipesz segitségével kb. 1 g-os darabokat metszettlnk ki, melyeket
biztonsagi zarral ellatott 2 ml-es mikrocentrifuga csévekbe helyeztiink. Ehhez adtunk 1 ml 1x
TE puffert (10 mM Trisz-HCI, 1 mM EDTA, pH 8,0) és csdvenként egy darab, autoklavval
sterilizalt, rozsdamentes acél goly6t. A szervdarabok apritasat a Tissue-lyser LT (Qiagen®,
Hilden, Németorszag) homogenizalé berendezés segitségével végeztik el. Az igy kapott
szervdorzselékbdl 100 pl-t 1,5 ml-es mikrocentrifuga csébe mértink at, majd hozzaadtunk
10 pl 10%-0s Sarcosyl és 4 ul Proteinase K (20 mg/ml) oldatot, és ezt kdvetéen egy
éjszakan at 55°C-on inkubaltuk. Masnap 300 pl guanidin-hidroklorid (8 M) és 20 ul
ammoénium acetat (7,5 M) oldat hozzaadasa utan 1 6ran keresztul szobah6mérsékleten
inkubaltuk a csbveket, 15 percenként megforgatva. A nukleinsavat jéghideg (-20°C) abszolut
etanol hozzaadasaval csaptuk ki, és ezt kovetben 12 percen keresztil centrifugaltuk
Eppendorf 5417C tipusu centrifugaban 13,000 rpm-en (17.900x g). A felllusz6 ledntése
utan a keletkezett csapadékot jéghideg 70%-0s etanollal mostuk, majd az elébbi beallitasok
szerint 5 percig Ujra centrifugaltuk. A megmaradt csapadékot rovid szaritas utan 50 pl steril
Milli-Q vizben szuszpendaltuk.

A kistermetl allatok (pl. kisebb nappali gekkodk, térpegekkdk és nyilméregbékak)

mintainal a DNeasy Blood and Tissue Kit (Qiagen® Hilden, Németorszag) gyari kitet

! Lepidosauria egy monofiletikus csoport, mely a modern hiilléket tartalmazza, tehat valdjaban

magaba foglalja a kigyokat (Serpentes), az asogyikokat (Amphisbaenia) és a hidasgyikokat
(Rhyncocephalia) is. Jelen esetben a koénnyebb attekinthetéség végett az altaldban ,gyik”
megnevezéssel illetett dllatokat gyUjtottik dssze.
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alkalmaztuk, melynek hasznalata a gyarté utasitasai szerint tortént. A DNS-izolalashoz két
protokollt vettiink igénybe. Az allati szerveknél az ,Animal tissue” protokoll szerint jartunk el,

mig a sejtfeltluszo és ultracentrifugalt virus esetén a ,Cell culture” protokollt hasznaltuk.

3.3 Polimeraz lancreakcié (PCR)

A PCR-ekhez szamos hdstabil DNS-polimeraz enzimet kiprobaltunk. Az 1000 bp
méret alatti PCR termék eldallitasahoz a Go Taq® Flexi DNA Polymerase (Promega®,
Fitchburg, WI, USA), AmpliTaq Gold® DNA Polymerase (Life Technologies Corporation®,
Carlsbad, CA, USA) REDTag® ReadyMix™ (Sigma-Aldrich®, Saint Louis, MO, USA), Dream
Taq® DNA Polymerase (ThermoFisher Scientific®, Waltham, MA, USA) enzimet hasznaltuk.
Ha ennél hosszabb PCR terméket vartunk, akkor vagy a Phusion® High-Fidelity DNA
Polymerase (ThermoFisher Scientific®, Waltham, MA, USA), vagy a PrimeSTAR® Max DNA
polymerase (Takara Bio Inc, Kyoto, Japan) enzimet alkalmaztuk. A reakcidkat a gyartd
utasitasa szerint allitottuk 6ssze, mindig 50 ul végtérfogatban (kivéeve az AdV és PV
genomvégek meghatarozasanal, amikor a reakcio-térfogatot a felére csokkentettik). A
hosszabb és nehezen feler6s6dé szakaszoknal hozzaadtunk még 0,5-1 yl 50 mM MgCl,-t is.
A minta DNS mennyisége a diagnosztikai vizsgalatok soran 2 pl volt, mig a teljes
genomanalizisek soran 2-5 ul kozott valtoztattuk a mennyiségeét.

A  kész reakciokbol 10 pl-t agar6z gélen elektroforézissel vizsgaltunk.
Molekulatdmeg-kontrollként Pstl-gyel emésztett A fag DNS-t vagy GeneRuler™ 100 bp DNA
Ladder Plus (ThermoFisher Scientific®, Waltham, MA, USA) markert alkalmaztunk. A DNS-t
a gélhez adott GelRed® (Biotium Inc, Hayward, CA, USA) vagy etidium-bromid festette meg.
A gélekrdl UV fénynél torténd megvilagitassal készitettlink gélfotokat.

A PCR terméket a tovabbi vizsgalatokhoz vagy kdzvetlendl a reakcidelegybél
tisztitottuk, vagy a gélbdl nyertik ki a specifikus fragmentum UV fény alatt torténd kivagasa
utan. A tisztitashoz mindkét esetben a NucleoSpin® Gel and PCR Clean-up kitet hasznaltuk

(Machery-Nagel®, Diiren, Németorszag).

3.3.1 Diagnosztikai szlrés

Az AdV fert6zottség megallapitasahoz a Wellehan et al., (2004) altal leirt, kétkéros
(nested) PCR mddszert alkalmaztuk. Ehhez a PCR-hez az er6sen degeneralt, ugynevezett
konszenzus primereket a virus DNS-polimeraz enzimjét kddol6 génnek az Adenoviridae
csalad valamennyi (akkor) ismert tagjaban meg6rzott aminosav motivumaira tervezték.. A
maodszer lehetdévé teszi a DNS-fuggd DNS-polimeraz génbdl egy kb. 300 bp hosszu szakasz

felsokszorozasat, és eddig minden nemzetség kimutatasaban sikeresnek bizonyult.
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A PV diagnosztikdahoz hasznalt primereket a laboratériumban terveztik (Pénzes és
Benkd, 2014). Ezek a cap ORF egy meg6rzétt szakaszara iranyultak, és egy kb. 600 bp
hosszu fragmentumot erésitettek fel a Dependoparvovirus nemzetség tagjainak genomjabol.

Azokat a mintakat, melyekben PV pozitivitast mutattunk ki, de AdV-t nem, tovabb
vizsgaltuk mas, nagyméretli, a genomjukban sajat DNS-fiiggé DNS-polimeraz enzimet
kodolo DNS-virusok jelenlétére. Az erre fejlesztett PCR (Hanson et al., 2006) azon alapszik,
hogy az iridovirusok, poxvirusok, herpeszvirusok, baculovirusok és AdV-ok polimeraza két
szakaszon is kell6 megdrzottséget mutat primerek tervezéséhez (Ito és Braithwaite, 1991).
Ezenkivil még specifikusan herpeszvirusos fert6zottséget is vizsgaltunk az emlitett
mintakban, egy szintén erre tervezett, konszenzus PCR rendszerrel (VanDevanter et al.,
1996).

3.3.2 Tovabbi viralis gének vizsgalata PCR-rel

Az AdV-ra pozitiv mintakbdl tovabbi génszakaszok kinyeréséhez a Va2 és fiber gén
altal hatarolt konzervativ genomrégiobol valasztottuk ki a célszekvenciat. A felersitendd
fragmentumok hossza 200 és 1000 bp kozott valtozott. Megkiséreltik még a csak az
Atadenovirus nemzetségre jellemz6 p32K gén kimutatasat is. A PV tartalmd mintakbdl két
degeneralt primerpar segitségével prébaltuk meg tovabbi szakaszok felsokszorozasat. Ezek
egyike a rep ORF-bél 250 bp hosszu fragmentumokat erésitett fel, mig a masik kb. 400 bp
hosszuakat. A PCR programok egyes Iépéseit és paramétereit a 2. tablazat foglalja 6ssze. A

3. tablazat a primerek szekvenciait és T, értékiket tartalmazza.

2. tablazat Az 1000 bp hossz alatti PCR termékek felerGsitése soran hasznalt PCR program. A
primerek tapadasi h6mérséklete szerint valtoztattuk a csillaggal jelolt annelacios hdmérsékletet.

94°C 5 perc Kezdeti denaturacié
94°C 0,5-1 perc Denaturacié

46°C* 1 perc 45 ciklus Primer tapadas
72°C 1 perc Szintézis

72°C 3 perc Végso szintézis
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3. tablazat A sziirés soran pozitivnak talélt mintakban 1évé virusok tovabbi vizsgalatara hasznalt
degeneralt, konszenzus primerek szekvenciaja. Az egyes pozicidkban lévé alternativ nukleotidokat az
IUPAC altal ajanlott nevezéktan szerint jel6ltik. A narancssarga hatter( primereket PV-ok esetén
alkalmaztuk, mig a csillaggal jeldlt p32K gén csak az Atadenovirus nemzetségben van jelen az
Adenoviridae csaladon belul.

Primerpar szekvenciaja PCR termék

Gén neve (forward — reverse sorrendben) mérete (bp) Tace)
5-GAANCCNGGGTCRTANGTRATYTG-3'
* -
p32K 5-GACGGNGARGCNGAYMRAGA-3' 250 43
5 TGGRAAGCDCADTGYRYDGAAGG-3'
Va2 5-TCYTTWATRTTHCCTCTRTC-3’ ~300 41
o 5-CARVTNTAYTGGTCDHTBCCW-3'
pentonbazis (rovid) 5-CCGTGATCTGYAAYADARGGDAYAT-3 200 38
. , 5-GCWYCHCTRCAAGAYACMAC-3'
pentonbazis (hossz() 5-CCGTGATCTGYAAYADARGGDAYAT-3' 1000 4
(teﬁ’.‘:tostl’lag': _Xp(\)/L{F 5-AATRTNCCYTHTGTTGCAGATCACG-3' - 1000 "
158 PV €8 P2 - 5'.CCRCARTGSGGNGCTARKC-3'
szekvencia kinyerése)
o 5 ADAATGAHGGDTAYGARGARG-3' 200 2
5 - TCCATNAYATCHARDGACCA-3'
5 TGGCARACNGCMATGGAYAT-3'
100K 5 TTRTARCADGGCATKCKKTGNGG-3 ~500 43
5-GTDAAYTGGACYAAYGMRAAC-3
rep (1) 5. AACATNCKBTCYTSYARNGG-3' =250 39
B 5 TGTGTCARGTMTWTGATGGKAA-3 200 43

5-CAATTCAGGRTAACATTCNRWACA-3’

3.3.3 Teljes genom-analizis

A két LAdV genom szekvenalasat németorszagi kutatdkkal egyuttmikodve végeztik,
mig a két nyilmeéreg-béka-AdV és hull6-PV-ok szekvenalasa kizarolag a laboratériumunkban
folyt. A fent leirt, klilénb6zd adenoviralis génekre tervezett degeneralt primereket hasznaltuk
a kezdeti, rovid szekvenciak kinyeréséhez, mig a PV-oknal el6szor felerdsitettiik a 250 bazis
hosszu szekvenciat a rep ORF-b6l. Specifikus primereket tervezve er@sitettik fel a mar
szekvenalt fragmentumok ko6zott 1évé, hosszabb szakaszokat. A hasznalt programot a 4.
tablazat szemlélteti, ahol az elongacids idét és a primerek tapadasanak hémérsékletét a vart
termék hossza és az oligdk tapadasi hdmérséklete fliggvényében valtoztattuk. A specifikus
oligokat a Primer 2.0 programmal terveztik. Egyes esetekben egykarad PCR-t is
hasznaltunk, a genom szélein lévé szekvenciak felerésitéséhez. A tisztitott, rendszerint
plazmidba ligalt DNS fragmentumok szekvencigjat un. primer walking eljarassal hataroztuk
meg, altalaban mindkét oldalrél. Az AdV genom legvégének nukleotid-sorrendjét terminalis-
transzferaz enzim alkalmazasaval hataroztuk meg 5'/3° RACE kit (Roche®, Basel, Svajc)

hasznalataval. A reakcié soran a genom végére ,poli-A” farok épul. Ezutan olyan PCR-t
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végeztlink, amelyben az egyik primer oligo dT, a masik (kifelé iranyuld) primer pedig
specifikus a virusra. A PCR ciklusainak szamat, a kezdeti denaturacio idejét és a 2 yl 20mM
MgCl,-ot is tartalmazé reakcidelegy térfogatat a felére csdkkentettik.
4. tablazat A hosszabb DNS szakaszok felerdsitésére alkalmazott Phusion polimeraz enzimmel
végzett PCR program.. Az elongacids id6t a vart termék hosszatdl, a tapadasi h6mérsékletet a

primerek G+C aranyatol fliggéen allitottuk be. A zardjeles értékek a genomvégek felsokszorozasahoz
hasznalt beallitasokat jelenitik meg.

98°C (94°C) 5 perc Kezdeti denaturacié

980C (gsoc) 0’5 perC DenaturaCIO

38-60°C 1 perc 44 (25) ciklus Primer tapadas (kihagyva)
72°C (68°C) 1-8 perc Szintézis

72°C (68°C) 10 perc (2 perc) Végso szintézis

3.3.4 A parvovirus végfragmentumok meghatarozasa PCR-rel

A PV ITR-ek szekvenciainak meghatarozasahoz a genom végére az 5’ végen
foszforilalt adaptor szekvenciakat ligaltunk T4 RNS ligaz enzimmel (New England Biolabs,
Ipswich, MA, USA). A genom 1200. pozicidjaba terveztik a specifikus reverz primert, mig a
3111.-be a specifikus ,forward” oligdt. Mindkét primer tartalmazott Clal hasitasi helyet. Ezt
kovetéen —mindkét végen egymastol fuggetlenul — PCR-t futtattunk le, ahol a masik primer
az adapterre tervezett reverz komplementer volt. A reakcidelegy tartalmazott GC enhancert
és — a gyari pufferben megtalalhaté MgCl, megkdtése miatt — 3 pyl 2 mM-os EDTA-t is. A
PCR termékeket pGEMt easy (Promega®, Fitchburg, WI, USA) vektorba klénoztuk be, majd
az insert méretét a plazmid Clal-Pstl enzimes emésztésével ellendriztik. A plazmidot SURE
2 (Stratagene®, LaJolla, CA, USA) kompetens E. coli tdrzsbe elektroporacidval juttattuk be.
A leghosszabb inzerteket a plazmidra specifikus primerekkel szekvenaltuk. A hajtire
tervezett flip- és flop helyzetre specifikus primerekkel PCR-t végezve meghataroztuk a még
hianyz6 szakaszokat. A masodlagos szerkezet megjelenitésére az mFold nevi programot
hasznaltuk (Zuker, 2003).
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3.4 Molekularis kléonozas

El6fordult, hogy a PCR termék feler6sitésében csak az egyik primer (nem
specifikusan, a komplementer DNS szalra is tapadva) vett részt. Az ilyen terméket csak
molekularis klénozas utan lehetett szekvenalni. Hasonloképpen klonozni kellett a hosszabb
genomszakaszokat is, mivel az ilyen PCR termékek mindsége sokszor nem tette lehetévé a
szekvenalast. A harmadik eset, amikor molekularis klénozast alkalmaztunk, egyazon minta
tobb genotipusu virussal valo szimultan fert6zottsége volt.

A klénozasokat a CloneJET™ PCR Cloning Kit (ThermoFisher Scientific®, Waltham,
MA, USA) hasznalataval hajtottuk végre, a gyartd utasitasai szerint. Kompetens sejtként E.
coli TOP10® (iNtRON Biotechnology, Szdéul, Dél-Korea) baktériumtérzset hasznaltuk, a
plazmidot h&sokkos transzformacioval juttattuk be ligalas utdan. A plazmid tisztitdsa a
QlAprep Spin Miniprep Kit (Qiagen®, Hilden, Németorszag) segitségével tortént, a gyartd
utasitasait kovetve. A klénozott fragmentumok szekvenalasahoz a klénozo kit altal biztositott

primereket hasznaltuk.

3.5 DNS szekvenalas

A nukleotid-sorrend meghatarozasat a BigDye™ Terminator v3.1 Cycle Sequencing
Kit (Applied Biosystems/Life Technologies Corporation®, Carlsbad, CA, USA) hasznalataval
végeztuk, a gyartd utasitasaihoz képest csokkentett térfogatban, ami a tisztitott DNS
toménysegeétdl fuggbn 5 vagy 10 pl volt. A termékek szekvencidjat mindkét szalon
meghataroztuk a megfelelé PCR primerek alkalmazasaval. A kész reakciokat automata DNS
szekvenalon toérténd elektroforézisre postan kaldtik el a szolgaltaté laboratériumba,

ahonnan e-mailben kaptuk vissza az elektroforetogramot.

3.6 Az adatok elemzése

A nukleotid-szekvenciakat a BioEdit 7.2.5 programmal jelenitettik meg, valamint a
Staden programcsomag (Staden et al., 1998) Gap4 programjaval illesztettiik Ossze és
javitottuk sziikség szerint. Az Ujonnan meghatarozott szekvenciak specificitasat, vagyis azt,
hogy azok valéban a PCR soran célzott génbél szarmaznak, a BLAST homoldgia keresé
programok on-line hasznalataval erésitettik meg (Altschul et al., 1990). Hasonl6 célokra
hasznaltuk még a BioEdit ,local BLAST” funkciojat is sajat, még nem kozolt szekvencidkat
tartalmazo adatbazisunkkal szemben futtatva.

A hosszabb genom-szekvencidk annotélasat vagy a JavaScript DNA Translator 1.1
interneten elérhet6 program hasznalataval végeztik el (Perry, 2002), vagy az Artemis

Genome Browser ingyenes software-t alkalmaztuk (Rutherford et al., 2000). A splice donor
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és akceptor helyeket vagy manualisan, vagy pedig a Neural Network Splice Site Prediction
program segitségével kerestik (Reese et al., 1997). A manualis keresés alapjan feltételezett
poliadenilaciéos szignalok validitasat a Soft Berry POLYAH program hasznélataval
ellenriztik (Salamov és Solovyev, 1997). Az azonositott fehérjék szarmaztatott as
sorrendjében a kulonbdzd funkcionalis motivumokat és szignalszekvenciakat a SMART
programmal vizsgaltuk (Schultz et al., 1998).

A tobbszoros pozicionalis illesztések (multiple alignment) létrehozasahoz tobbféle
programot is igénybe vettliink. Ezek kézott szerepelt a MultAlin (Corpet, 1988), a Tcoffee
(Notredame et al., 2000) és a Clustal X 2.1-es verzidja (Larkin et al., 2007). Az alignmentek
arnyékolasat a BoxShade (http://embnet.vital-it.ch/software/BOX_form.html) programmal
végeztik.

A filogenetikai szamitasokat — a meglehetésen hosszu tavu evollcié vizsgalata miatt
— kizardlag as alapon végeztuk. A modellszelekciét a ProtTest programmal hajtottuk végre
(Darriba et al., 2011) és a PHYLIP v3.696 (Felsenstein, 1989) programcsomag Protdist és
Fitch programijait hasznalva készitettik el az un. ,vezet6 fakat” (guide tree). A maximum
likelihood elven alapulé szamitasokat és a fak megbizhatésaganak tesztelést (un. bootstrap
analizisét) az ATGC internetes platform PhyML3 programjaval végeztik el (http://www.atgc-
montpellier.fr/phyml/, Guindon et al., 2010). Nem végeztink bootstrap analizist a DNS-
polimeraz rovid fragmentuma alapjan szamolt fa esetében, itt ugyanis — a szekvenciak
rovidsége és konzervativ as sorrendje miatt — ez a moddszer jellegébél adodoan
adatveszteséggel jart volna. Mivel a pVIlI meglehetésen valtozékony fehérje, amit a gamma
eloszlas a paraméterének magas értéke is alatamaszt (0=2,08), igy ennek a fanak sem
végeztik el a bootstrapes tesztelését, mivel az a topoldgia torzitdsat eredményezte volna.
A kész torzsfakat a FigTree v1.4 (http://tree.bio.ed.ac.uk/software/figtree/) programmal

jelenitettiik meg és szerkesztettik.
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4. Eredmények

4.1 Adenovirusok
4.1.1 PCR-es szUrés

Az AdV-os fert6zottségre vizsgalt 314 hullé mintabol 41-et talaltunk pozitivnak, ami
13,05%-0s prevalencianak felelt meg. Ez 6 féle AdV kimutatasat jelentette, melyek kozul 3
Uj, a tudomany szamara eddig ismeretlen virus. A 207 kétélti minta k6zo6tt viszont csupan 7,
azaz a vizsgaltak mindossze 3,38%-a volt pozitiv. Egy eddig ismeretlen AdV két valtozatat
mutattuk ki. A konszenzus, nested PCR alkalmas médszernek bizonyult a kb. 300 bp méret
fragmentum felerésitésére a DNS-polimeraz génbdl. Primerek nélkil a termékek 272-278 bp

hosszunak bizonyultak. A pozitiv mintak gazdafaj szerinti pontos megoszlasat szemlélteti az

5. tablazat.
5. tablazat Adenovirusra pozitiv mintak gazda szerinti megoszlasa.
. Megvizsgalt Pozitivak Szazalékos
Faj neve Dy . . e
mintak szama szama fert6zottség
Hullék 314 41 13,1%
Szakéllas.a'géma 9 8 88.9%
(Pogona vitticeps)
Rovidfarku térpekaméleon o
(Rampholeon brevicaudatus) 26 23 88,5%
Hosszufarku flgyik 0
(Takydromus sexlineatus) 3 2 66,7%
Fehértorku varanusz
2 1 50%

(Varanus albigularis)

Kbzbnséges oriaskigyo .
(Boa constrictor) 7 2 28,6%

Voros kiralysiklé

o . 3 1 33,3%
(Lampropeltis triangulum sinaloae)

Vizisikld o

(Natrix natrix) 9 1 11.1%
Gabonasiklé
0

(Pantherophis guttatus) 4 2 50%

Patkanysiklo o
(Pantherophis obsoletus) 3 1 33,3%
Kétéltlek 207 7 3,4%
Dendrobates auratus 14 3 21,4%
Phyllobates vittatus 19 4 21,1%

A vizsgalt 9 szakallas agama mintabol 8-ban talaltunk AdV-t. Az els6 4 pozitiv minta
mind 2 honaposnal fiatalabb allatokbdl szarmazott, melyeknél az elhullast megel6zden

étvagytalansagot, vedlési rendellenességet (disecdysis), valamint a mozgast és taplalkozast
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egyarant ellehetetlenité idegrendszeri tlineteket (opisthotonus), figyeltek meg. Mind a négy
allatbol nt szinten is megegyez6 DNS-polimeraz szekvenciakat mutattunk ki, melyek
megegyeztek az Egyesiilt Allamokban el6szér, 2004-ben kimutatott agamid AdV 1 (AgAdV-
1) szekvencigjaval (Wellehan et al., 2004). A masik négy pozitiv minta feln6tt allatokbadl
szarmazott, melyek altalanosan rossz kondiciéban voltak. Sulyos disecdysis, anorexia,
dehidraltsag és a karmok rendellenes kopasa, alkalmanként teljes levalasa jellemezte
allapotukat. Mind a négy allatbdl kimutatott, nt szinten is azonos polimeraz szekvenciak
azonban egy as kulénbséget mutattak a masik négy pozitiv mintabdl szarmazo
szekvenciakkal. A GenBank-i adatokkal végzett 6sszehasonlitas utan kiderllt, hogy
ugyanezt a nt sorrendii AgAdV-1l-et eddig Ausztridban (KUbber-Heiss et al., 2005), az
Egyesiilt Allamokban (Parkin et al., 2009) és Németorszagban (Papp et al., 2009) irtak le.
Az eddigi AgAdV-1 tipusokat és azok Osszehasonlitasat az altalunk kimutatott

szekvenciakkal a 3. abra mutatja be.

1 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110 120 130 136

I I

Hun2 CAGCGCTCTATCTCACCCCATGCCGTGCGGTCGTACCTTGCCGCCTTTGGACGCGTCCATCGAAATCAGACGCTTCCARGACAAGC TAGACARGCCCCACARARTCTCTTACTTCGATCCCARCCTCARACCCATG
Aut/Ger/USA  CAGCGCTCTATCTCACCCCATGCCGTGCGGTCGTACCTTGCCGCCTTTGGACGCGTCCATCGARATCAGACGCTTCCARGACAAGCTAGACARGCCCCACARARTCTCTTACTTCGATCCCARCCTCARACCCATG
Ger CAGCGCTCTATCTCACCCCATGCCGTGCGGTCGTACCTTGCCGCCTTTRGACGCGTCCATCGARATCAGACGCTTCCARGACARGCTAGACARGCCCCACARARTCTCTTACTTCGATCCCARCCTCARACCCATG

USA{ 09} CAGCGCTCTATCTCATCCCATGCCGTGCGGTCGTACCTTGCCGCCTTTRGACGCGTCCATCGARATCAGACGCTTCCARGACARGCTAGACARGCCCCACARARTCTCTTACTTCGATCCCARCCTCARACCCATG
Hunl CAGCGCTCTATCTCATCCCATGCCGTGCGGTCGTACCTTGLCGCCTTTRGACGCGTCCATCGARATCAGACGLTTCCARGACAAGC TAGACARGCCCCACARRRTCTCTTACTTCGATCCCARCCTCARACCCATG
USAC704}  CAGCGCTCTATCTCATCCCATGCCGTGCGGTCARTACCTTGLCGCCTTTRGACGCGTCCATCGAAATCAGACGLTTCCARGACAAGE TRGACARGCCCCACARARTCTCTTACTTCGATCCCARCCTCARACCCATG
Aus/Ger CAGCGCTCTATCTCACCCCATGLCGTGCGGTCARTACCTTGCCGCCTTTRGACGCGTCCATCGARATCAGACGLTTCCARGACAAGE TRGACARGCCCCACARARTCTCTTACTTCGATCCCARCCTCARACCCATG
Consensus  CAGCGCTCTATCTCAcCCCATGCCGTGCGGTCATACCTTGCCGCCTTTEGGACGCGTCCATCGARATCAGACGCTTCCARGACAAGC TRAGACARGCCCCACARRATCTCTTACTTCGATCCCARCCTCARACCCATG

137 146 156 166 176 186 196 206 216 226 236 246 256 266 272

I I

Hun2 ATAGTAGCGGCCGACTGCATCCCTCCGCCGCTCARCGRACTCGACGTCCTACCGCCCCTGTGTTCCARGGCCTCCGGCAGGCTTTGTTGGACCARCGAGCCTCTGGTCGGAGAGGTCCTGACCAGCATAGACCTAR
Aut./Ger/USA  ATAGTAGCGGCCGACTGCATCCCTCCGCCGL TCARCGARC TCGACGTCCTACCGCCCCTGTGTTCCARGGCCTCCGGCAGGLTTTGTTGGACCARCGAGCCTCTGGTCGGAGAGETCCTGACCAGCATAGACCTAR
Ger ATAGTAGCGGCCGACTGCATCCCTCCGCCGCTCARCGRACTCGACGTCCTACCGCCCCTGTGTTCCARGGCCTCCGGCAGGCTTTGTTGGACCARCGAGCCTCTGGTCGGAGAGGTCCTGACCAGCATAGACCTAR
USAC709}  ATAGTAGCGGCCGACTGCATCCCTCCGCCGCTCARCGAACTCGACGTCCTACCGCCCCTGTGTTCCARGGCCTCCGGCAGGLTTTGTTGGACCARCGAGCCTCTGGTCGGAGAGETCCTGACCAGCATAGACCTAR
Hunl ATAGTCGLGGCCGACTGCATCCCTCCGCCGCTCARCGRACTCGACGTCCTACCGCCCCTGTGTTCCARGGCCTCCGGCAGGCTCTGTTGRACCARCGAGCCTCTCGTCGGAGRAGGTCCTGACCAGCATAGACCTAR
USAC704}  ATAGTCGCGGCCGACTGCATCCCTCCGCCGCTCARCGAAC TCGACGTCCTACCGCCCCTGTGTTCCARGGCCTCCGGCAGGLTCTGTTGGACCARCGAGCCTCTCGTCGGAGAGETCCTGACCAGCATAGACCTAR
Aus/Ger ATAGTCGCGGCCGACTGCATCCCTCCGCCGCTCARCGAACTCGACGTCCTGCCGCCCCTGTGTTCCARGGCLTCCGGCAGGLTCTGTTGGACCARCGAGCCTCTCGTCGGAGAGETCCTGACCAGCATAGACCTAR
Consensus  ATAGTaGCGGCCGACTGCATCCCTCCGCCGC TCARCGARC TCGACGTCCTaCCGLCCCTGTGTTCCARGGCLTCCGGCAGGLTLTGTTGGACCARCGAGCCTCTgGTCGEAGAGETCCTGACCAGCATAGACCTAR

3. dbra Az agamid adenovirus 1 6sszes, eddig megfigyelt genotipusa a DNS-polimeraz gén PCR-rel
feler8sitett 272 bp méretli szakaszan. Az Ausztraliabdl szarmazo szekvencia kivételével, amit egy ausztral
agama fajbdl, a Ctenophorus nuchalis-bdl mutattak ki (Hyndman és Shilton, 2011), mind belféldi szakallas

agamabdl (Pogona vitticeps) szarmazik. A két, altalunk kimutatott szekvenciat (Hun 1 és 2) kordbban az

Egyesiilt Allamokban, Ausztridban, Ausztraliaban és Németorszagban azonositottak. A nukleotid szintii

valtozékonysag aminosav szinten csupan két pozicidban mutatkozik meg. Roviditések: Aus — Ausztralia,
Aut — Ausztria, Ger — Németorszag.

A masik allatfaj, amelynek egyedei kdzoétt ebben a vizsgalatban szintén 90%-ot
megkdzelitd AdV pozitivitast talaltunk, szintén az Iguana kladba tartozé gyikfaj, nevezetesen
a rovidfarku térpekaméleon (Rampholeon brevicaudatus) volt. A kaméleonokban kimutatott
szekvencia egy Uj, eddig nem kozolt AdV jelenlétére utal. A 23 alkalommal kimutatott AdV
génfragmentum as szinten teljesen azonos volt, am nt szinten 4 pozicidban is talaltunk
eltéréseket. Ezek alapjan a torpekaméleon-AdV-nak (pygmy chameleon AdV-1, azaz a
tovabbiakban PCAdV) 5 genotipusa kulonitheté el, melyek megoszlasat és a variabilis
poziciokat a 4. abra szemlélteti. Az Uj virus ezen a rovid szakaszon as szinten a
leopardgekkd eublepharid AdV-1-re hasonlit a legjobban (73%-ban azonosak) (Wellehan et
al., 2004).
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40 56 224 264
‘17 CATTGGTCCAGCAAAG. ..CGAATGAGCTCAAAGTGCTTCCCCAGGGCATCGGATGGGAGA
‘2" CATTGGTCCAACAAAG...CGAATGAGCTCAAAGTGCTTCCCCAGGGCATCGGATGGGAGA
‘37  CATTGGTCCAGCAAAG...CGAATGAGCTCAAAGTGCTTCCCCAGGGCATTGGATGGGAGA
‘4"  CATTGGTCCAACAAAG...CGAATGAGCTTAAAGTGCTTCCCCAGGGCATCGGATGGGAGA
‘57 CATTGGTCCAGCAAAG...CGAATGAGCTCAAAGTGCTTCCCCAAGGCATTGGATGGGAGA (8)

4. abra A rovidfarku torpekaméleon (Rampholeon brevicaudatus) 23 mintajabdl is kimutatott uj AdV 5
féle DNS-polimeraz génrészletének szekvencigja. Az eltérések sarga szinnel vannak kiemelve, a
sorok végén szerepl6 szamok pedig a genotipus gyakorisagat jelentik. A kildnbségek aminosav

szinten nem okoztak eltérést.

A Scleroglossa kladba tartozé fajok egyedeiben is kimutattunk AdV-t tébb
alkalommal is. Gyikokban tovabbi két, a tudomany szamara uj AdV-t sikerilt felfedezniink.
Ezek koézll az egyik két hosszufarku flgyik (Takydromus sexlineatus) mintajabdl
szarmazott. A virusra a tovabbiakban GLAdV — azaz grass lizard AdV — néven hivatkozom.
Ez az els6 alkalom, hogy AdV-os ferté6zdttséget irnak le egy Lacertidae (nyakdrvds gyikok)
csaladba tartozo fajbol. A BLAST alapjan a GenBankban az anolisz AdV-3 (Ball et al., 2014)
egyezett meg vele a legnagyobb mértékben, 78%-ban. A masik, szintén ujonnan kimutatott
virus egy fehértorkd varanusz (Varanus albigularis) mintajabdl szarmazott (tovabbiakban
varanid AdV-2 — VAdV-2). A legtdbb egyezést a Németorszagban korabban kimutatott
varanid AdV-1-gyel (Papp et al., 2009) valo 6sszehasonlitas eredményezte (76%).

Kigyokban AdV-t 6sszesen 7 alkalommal mutattunk ki, de ezek mindegyike mar
korabban ismert virus volt. A mar telies genomszekvencia szinten is jellemzett SnAdV-1-et
(Farkas et al., 2008) 6 alkalommal azonositottuk. K6zonséges odriaskigyok két mintajaban is
Kimutattunk SnAdV-1-et, azonban az egyik minta még tovabbi harom, as szinten is
kiloénb6z6 variansat is tartalmazta a virusnak. Ezek kozll kettd két (kulénbdzd) as-ban, a
harmadik pedig harom as-ban tért el a GenBanki tipustdl. Az 6sszesen négy kulénb6zé
genotipussal fert6zott egyed nem volt id6sebb két hdnaposnal, és majaban idult, elfajulassal
jaré folyamat jeleit figyeltik meg (5. abra). A masik, szintén SnAdV-1-gyel fert6zott fiatal boa
maja is eltért az egészségestdl, heveny gyulladas jeleit (oedema és vérbdség) mutatta (5.
abra). A SnAdV-1 GenBank-i tipusat kimutattuk még két gabonasikloban (Pantherophis
guttatus), egy patkanysikléban (Pantherophis obsoletus) és egy hazai vizisikloban (Natrix
natrix) is. Ez utdbbit a Lazbérci Tajvédelmi Korzet terlletén tottek el, igy ez az elsd olyan
hazai adat hall6k AdV-os fert6zéttségére vonatkozolag, melyet vadon é16 allatbol mutattak
ki. Akarcsak a vizisiklo, a patkanysikld is egy Uj gazdafajnak szamit a SnAdV-1
gazdaspektrumaban. A SnAdV-2-t, melyet el6ttink tdébb alkalommal is megtalaltak
kildénb6zd kigyofajokban (Farkas és Gal, 2008; Garner et al., 2008; Papp et al., 2009) mi is

kimutattuk egy voros kiralysiklé mintajabdl (Lampropeltis triangulum sinaloae).
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5. abra Az 1-es tipusu kigyé-adenovirussal (SnAdV-1) fert6zott, két k6zdnséges oriaskigyd

(Boa constrictor) boncolasakor készilt fényképek. A bal oldalon lathaté allatban a SnAdV-1 négyféle
variansat (genotipusat) mutattuk ki. A maj sargasbarna szind, témor tapintatd, térékeny volt (idult
majelfajulasra utald jelek). A masik allatban a maj duzzadt, 6démas és boévéri volt (heveny

majgyulladasra utalé kérbonctani elvaltozasok).

A kétéltlek kozott az dsszes pozitiv eredmény nyilméreg békakbdl szarmazott,
melyek tdmegesen pusztultak egy budapesti allatkereskedésben, ahova tébb, kilénbdzd
forrasbdl kerultek. Noha 0Osszesen 10 kuldonb6zé Dendrobatidae fajbdl voltak mintaink,
kizarélag kettdben, a Dendrobates auratus-ban és a Phyllobates vittatus-ban mutattunk ki
AdV fert6zottséget. Egy teljesen uj, 1973 6ta csupan a masodik, kétéltleket fert6z6 AdV-t
mutattunk ki, melynek két, egymastdl 3 as-ban kilénbdzd tipusat kildonbdztettik meg. Az 1-
es tipust 6 mintadbdl, két D. auratusbol és négy P. vittatus-bdl, a 2-es tipust csupan egy D.
auratus mintajabol azonositottuk. A virusra a tovabbiakban a békak 2-es tipusu AdV-aként,
azaz FrAdV-2-ként hivatkozunk (frog AdV-2). A BLAST homolégia keresés soran a
legnagyobb azonossagot az anolisz AdV-2-vel kaptuk, mely csupan 63% volt (Ascher et al.,
2013).Tovabbi, 60% feletti azonossagi értékeket kizarélag nem hill§ eredeti
atadenovirusokkal (BAdV-6, OAdV-7) kaptunk.

A BLAST keresések egyuttal azt is felfedték, hogy minden virus, amivel ebben a

munkaban foglalkoztunk, az Atadenovirus genus tagja lehet.
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4.1.2 Reészleges genomanalizis; az Ujonnan kimutatott

adenovirusok tovabbi génjeinek vizsgalata

Az el6z6 fejezetben bemutatott dsszes Uj, valamint a régebben mar kimutatott, de U
genotipussal rendelkezd AdV genomjabdl egyarant megprobaltunk tovabbi szakaszokat is
feler6siteni az evolucids viszonyok részletesebb vizsgalata végett. Ehhez az Anyag és
modszer cimi fejezetben leirt degeneralt oligokat vettuk igénybe. A 6. tablazat 6sszefoglald
attekintést ad e kisérletek eredményeirdl.

Az Adenoviridae csaladra altalanosan jellemz6 gének kdzul a pentonalapraés a pViI-
ra tervezett primerpar segitségével minden uj AdV-bdl sikerult felerdsiteni a teljes pVIl és pX
géneket. Mind a két fehérje szekvenciaban megvizsgaltuk és azonositottuk a proteaz vagasi
helyeket. A pVII fehérje masodik, genusonként nagyfoki meg6rzéttséget mutatdé hasitasi
szignalja nem volt egységes az altalunk vizsgalt virusokban. A PCAdV 3-as variansabdl és a
VAdV-2-bél majdnem a teljes pentonbazis gént is sikerult kinyerni, mivel itt a hosszabb
fragmentumot felerésité primer is mikodott. Ez a PCAdV 3-as variansabdl egy 1160 bp
hosszu szakaszt eredményezett, mig a VAdV-2 esetén Osszeért a penton—pVI primerek
termékével. Az Atadenovirus nemzetségre specifikus p32K génbdl is meghataroztunk egy
261 bp hosszu fragmentumot a PCAdV 2-es genotipusabdl, mig 217 bp-t a GLAdV-béI.

A FrAdV-2 1l-es variansabol meghataroztunk és dsszeillesztettiink egy 8161 bp
hosszu szakaszt, mig a varhaté genommeéret kdzel felét (12.033 bp) a masik genotipusbdl.
Mivel a két genotipus egymassal az atfedd régidkban 99,36%-ban azonos, igy a két
szekvenciat Osszeillesztettik. Az igy kapott 14 114 bp hosszu ,kiméra” szakasz teljes
annotaciodja lathatdé a 6. abran. A szekvencia dsszesen 9 teljes, és 2 részleges feltételezett
gént tartalmaz, G+C tartalma pedig 36,63%. Megallapitottuk, hogy az V-0s szerkezeti
protein génje itt hianyzik. Az egyes gének kozott a tavolsag nagyon révid, olyannyira, hogy 3
helyen at is fednek egymassal. Splicing helyet a Va2 és pTP génekben fedeztink fel.
Proteolitikus hasitasi helyeket allapitottunk meg a pllla, pVIl, pX és pVI fehérjék aminosav

szekvencigjaban.
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6. tablazat Az Ujonnan kimutatott, de nem izolalt atadenovirusokbdl eddig meghatarozott
genomszekvenciak dsszesit6 tablazata. A p32K és a 100K génje k6zotti genomszakaszon talalhato
gének koziil a + jellel jeldlteknek a teljes, mig az R-rel jeldlteknek csak részleges szekvenciajat
sikerult kinyerni. A virusok neve illetve gazda eredete utan, zardjelben lathaté szam az adott virusbdl
nyert dsszesitett szekvencia méretét mutatja bazisparban.

p32K LH1-3 Va2 pol pTP 52K pllla I pVIl pX pVlI hex pr. DBP 100K
AgAdV-1 (1588) R R + + R R
GLAdV (1448) R R R + + R
PCAdV/1 (1093) R R + + R
PCAdV/2 (1851) R R R + + R
PCAdV/3 (1432) R R
SnAdV-1 (boa) (1073) R R + + R
SnAdV-1 (gabonas.) (1073) R R + + R
SnAdV-2 (272) R
VAdV-2 (4699) R R + + o+ R R
FrAdv-2/1 (8161) R + + R
FrAdV-2/2 (12033) R R R + + + + o+ + R R
pVIl pVi
52K pllla Il hexon proteaz

NED)) D
< |

polimeraz pTP

Va2

6. dbra A 2-es tipusu béka-adenovirus (FrAdV-2) két genetikai varidnsabdl a Va2 és a proteaz gén
kozotti genomszakaszbdl nyert szekvenciak egyesitése alapjan dsszeallitott részleges genomtérkép
sematikus rajza. A fugg6leges vonalak 5000 bp méretl szakaszokat jeleznek. A két genotipus
atlagban 99,4%-os nukleotid-sorrend azonossagot mutatott. A vizszintes vonal szine a szekvencia
eredetére utal. Sarga szin az 1-es varidnsbdl, kék a 2-es genetikai valtozatbdl, mig z6ld a mindkét
virusbdl kinyert szekvencidju genomrészlet jeldlése. A nyilak mérete az egyes gének hosszaval
aranyos. A feltételezett splicing helyek a szokasos médon jeldlve.

4.1.3 A két izolalt gyik adenovirus teljes genomjanak vizsgalata

A két Németorszagban izolalt gyik-AdV teljes genomjat — beleértve az ITR-eket is —
meghataroztuk (7. abra). A két virus hossza eltér, 36 628 bp a LAdV-1 és 32 965 bp a
LAdV-2 esetén. A teljes genom G+C tartalma 43,99% (LAdV-1) és 44,16% (LAdV-2) volt. Az
ITR-ek hossza 125 ill. 126 bp. Az egyes gének kozotti tavolsag meglehetésen rovid, a LAdV-
1-ben 5, a LAdV-2-ben pedig mindossze 4 alkalommal haladja meg az 50 bp-nyi tavolsagot,
és 12 valamint 11 esetben at is fednek egymassal.

Mindkét genom legelsé génje az | szalon az Atadenovirus nemzetségre specifikus

p32K. Azonositottuk a szintén genus specifikus 3 LH gént is az r szalon. A genomok
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k6zépsd régidja a csaladra jellemzé szervez6dést mutat. Az E2B régid génjei kozll
splicingot figyeltink meg a 1Va2 és pTP esetében, valamint az U-exonban, melynek csak a
donor helyét sikerllt azonositani. A prekurzor fehérjék as szekvencigjaban megkerestik és
megvizsgaltuk a proteaz vagasi helyeket. A konzervativ régidbban mindkét virusban két fiber
gént is azonositottunk, ami eddig nem latott tulajdonsag az Atadenovirus nemzetségen
belll. Hasonléan azonban a genus tdbbi tagjahoz az V-6s és IX-es szerkezeti fehérjék
génjével homolég ORF-et nem sikerult egyik genomban sem kimutatni. Nem talaltunk az E3
régioval homoldég genomszakaszt sem. Az | szalon viszont — a tébbi atadenovirushoz
hasonléan — az E4 régidban harom E4 ORF-et is azonositottunk. A két genom fehérjéit
hasonlitia 6ssze egy hull6- és egy nem hullé-, valamint az uUjonnan kimutatott béka
atadenovirussal a 7. tablazat.

Az E4 régidt kovetd genomszakasz bizonyult mindkét virusban a legvariabilisabbnak.
A régié szervezddésének Osszehasonlitasa a tobbi atadenoviruséval a 8. abran tekinthetd
meg. Az itt talalhatd, szam szerint 11, ill. 9 ORF kézll csupan o6tnek, ill. négynek van
homolégja mas AdV-ok genomjaban. Hasonléan a SnAdV-1-hez és eltéréen a tébbi, nem
halléket fert6z6 atadenovirustdl, csupan egyetlen RH gént azonositottunk mindkét
genomban (8. abra). Ennek hossza azonban tébb mint kétszerese volt a SnAdV-1
homoldgnak, és hasonléan a nem hullé eredetli atadenovirusok RH génjeihez, egy un. F-
box motivumot fedeztiink fel benne (Both, 2008). A motivum az N-terminalistdl tavol, a gén
kézepén talalhaté (9. abra). Az F-box motivumot megel6z6 metioninnal szétvagva, a fehérjét
két RH-ként kezelve, torzsfa-rekonstrukcidét végeztink a gén evolucidjanak részletesebb
vizsgalatdhoz (14. abra). Az ORF as szekvencidjanak BLASTp 0Osszehasonlitdsa a
GenBank-beli szekvenciakkal is eltérd eredményre vezet, az N-terminalis feléli rész 41%
azonossagot mutat a BAdV-4 RH1 génjével, mig az F-box motivumtdl jobbra es6é szakasz
53%-ban egyezik meg a SnAdV-1 RH génjével (mindkét virusban).

Az E4 réqibtdl jobbra esd szakaszban talalhatdé ORF7-nek egyetlen homoldgjaként a
SnAdV-1 ORF1 génjét azonositottuk. Ugyanez a helyzet az ORF1 génnel, melynek egyetlen
homolégja a DAdV-1 ORF1 génje. A 105R-nek azonban két homoldgja is van. Az egyik a
SnAdV-1 105R génje, a masik pedig egy mastadenovirus, a mékuscickanyok 1-es tipusu
AdV-anak genomjaban talalhaté. Itt azonban, az atadenovirusokkal ellentétben nem az |,
hanem az r szalon helyez6édik (Schondorf et al., 2003). A LAdV-1 genomjaban a 105R

génnek két homoldgja is megtalalhato.
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LAdV-1 — 36 628 bp

LH (E1B) Késoi gének
33K
pVI 22K .
LH2 pX fiber 1 ORF1
LH1 LH3 52K plila Il pVIl hexon prot. 100K {[pViil fiber2 ORF2

'D ' ITR
| o 4 adi

ITR

S S E— —
U

U

p32K pol DBP Uexon E430RF7  ORF5 105R2105R
E4.2 RH ORF4
E4.1 ORF6 ORF3
Iva2 EZ2B E2A E4

LAdV-2 — 32 965 bp

LH (E1B) Késdi gének 33K

le 22K
LH2 fiber 1 ORF1

LH1 LH3 52K pllla 111 pVII hexon prot. 100K [][pVIll fiber2 mRFZ
B PEDINEDE EIPED
4 |I | i g

p32K pol DBP Uexon E4.3 ORF7 105R
E4.2 RH ORF4
pTP E4.1 ORF6 ORF3
Va2
E2B E2A E4

7. dbra A két gyik-adenovirus genetikai térképének dsszehasonlitoé abraja. Felll a gilabdl szarmazé LAdV-1
genomja, mely 36 628 bp-badl all,125 bp hosszu ITR-ekkel. Alul lathaté a mexikéi viperagyikbdl szarmazé LAdV-2
genomja, mely szignifikansan (tébb, mint 10%-kal) révidebb, mint a LAdV-1 genomja. Az egyes géneket
méretaranyosan nyilak jeldlik az atirédas iranyaval megegyez6 iranyultsaggal. A kék szin az Adenoviridae
csaladban valamennyi tagjaban megd&rzott géneket jeldli. Zélddel jeldltek az egynél tdbb genusra, mig sargaval az
Atadenovirus nemzetségre jellemzé gének. A narancssargaval jeléltek a genuson belll csak néhany fajban
vannak jelen, mig a pirossal jeldlt nyilak az uj, csak a LAdV-ra jellemz6 fajspecifikus gének. Az ORF1 gén jelen
van mindkét virusban, azonban a LAdV-1 esetében két stop kodon szakitja meg (fliggbleges vonal). A
pseudogént csillaggal (*) jeldltik. A beosztdsok 5000 bp-onként helyezkednek el, mig a megvastagitott szakaszok
az altalunk szekvenalt régiokat jelijlik (a vékony régiok nukleotid sorrendjét Németorszégban hataroztak meg).
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7. tablazat Az 1-es és 2-es tipusu gyik-adenovirus (LAdV-1 és 2) fehérjéinek méretbeli

valamint egy hill6 (kigyé-adenovirus 1 — SnAdV-1) és egy nem hiillé (ovin adenovirus-7 — OAdV-7)
adenovirus homolég fehérjéivel. A csillaggal (*) jel6lt adatok csak részleges génszakaszokbol nyert

értékek.

Fehérje neve LAdV-1 LAdV-2 SnAdV-1 FrAdVv-2 OAdV-7
p32K 334 335 343 - 286
LH1 119 118 - 120
LH2 133 132 132 - 127
LH3 370 373 - 382
Va2 447 443 (289%) 446

polimeraz 1075 1085 1085 1071
pTP 606 610 608 641
52K 330 322 346 335
pllila 609 615 528 568

pentonbazis (lll) 451 450 460 452
pVli 129 128 115 127 111

pX 88 84 67 71

pVI 226 223 208 221
hexon 909 909 923 911
proteaz 201 201 (75%) 201
DBP 389 397 - 382
100K 675 679 - 625

22K 110 180 - 133

33K 180 178 104 - 59

pVlii 278 278 - 218

U exon 57 58 - 54
fiber 1 331 415 - 543
fiber 2 431 433 nincs - nincs
E4.3 234 225 217 - 237

E4.2 212 216 - 218

E4.1 148 149 - 142
ORF7 (SnAdV1: ORF1) 101 112 - nincs
105R 510, 647 471 178 - nincs
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URF1 TR

BAdV-4 =
[ &—Em @ h-ﬂ
E43 E42 E41 RH6 RH5 RH4 RH2 RH1 RHO
OAdV-7 T
e Em ¢ h
E43 E42 E41 RH6 RH5 RH4 RH3 RH2 RH1
orft orf2orf3  orf4 ITR
DAdV-1 i |
R — fe— ]
E4 orf10 orf9 orf8 orf7 orf6 orf5
SnAdV-1 i
n -
&= ¢
E43 E4.2 E4.1 orft RH 105R
orf1*
—
LAdV-1 {1
e e— < & < < —y=
E43 E42 E410rf7 RH orfé orf5 105R2 105R orf4  orf3
orf1
— e I
LAdV-2 e < < ==
E43 E4.2 E4.10rf7 RH orfé 105R orf4  orf3
1000 bp

8. abra Az 1-es és 2-es tipusu gyik AdV (LAdV-1, 2) genomjanak jobb vége, dsszehasonlitva a tobbi
ismert atadenovirus homoldg régidjaval. A nyilak méretaranyosak a gének hosszaval. A homoldg
géneket azonos szin jelzi. A LAdV-okra fajspecifikus ORF-ek neve pirossal szedett. A LAdV-1
genomjaban talalhatoé orf1, mely homoldg az 1-es tipusu kacsa adenovirus (DAdV-1) és a LAdV-2
ORF-1 génjével pseudogén, erre utal a csillag jeldlés. A gént megszakitd két stop kodont fliggdleges
vonal szemlélteti. Tovabbi roviditések feloldasa: AdV — adenovirus, B - bovine (szarvasmarha), O -

ovine (juh), Sn - snake (kigyo).

2 RH1 MEIYWTESKSFREKWLAGVD-——————————————————————— EKCKRCYTPLCLKEKAI--CCFSCYLN-———————
1 RH1 MEIYWTESKSFREKWLARVD----———————————————————~- EKCKLCYKPLCLKEKAI-—-CCFSCYLN-———————

2 _RH2 MGHFASLSVALIKKILLLLDPVDIASFALATIPDSLSIIESILFLRDNIKRYSPLRKKNRALRQLCILYSISGFKSRKHW
1 RH2 MGPFASLSVSLIKKILLLLKPVDVASFALAIPDSLPITIESILFLRDNLKRYSPLRKKNRALQQLCILYSISDFKSRKHW

Xooron X oo okox o .. O R *:
2_RH1 C————- ENWRENPLEN---CCMCACNPLLLTMHPKYASCFCEHHV--—--—--- LTWGERLEVNVDTSR
liRHl ©————— ENWRENPLEN---CCMCACNPLLLTMHPKYASCFCEHHV--—-—-—— LTWGERLEVNVDTSC

2 RH2 CSTSRTONWCLKSRTKSGHCLNCLLNPGCLTIPPEQAECFCIDHWNLHCKGKILWETDSQDSLEEDG

1 RH2 CSTSRTQONWCLKSRTKSGHCLNCLLNPGCLTVPPEQAECFCIDHWNLHCKGKILWETDSQDSL

* .« kK . . * * * * KKk ke Kk KKk K . K

EEDG

9. abra A két gyik adenovirus RH génje kétfelé bontva az F-box motivumot megel6z6 metioninnal, és

az igy bel6luk készitett illesztés. Pirossal jel6ltik az F-box motivumot, valamint azokat a leucin
reziduumokat, melyek a teljes gén N-terminalisa kdzelében helyezkednek el. Sargaval jeloltek a
megegyez6 aminosavak, mig a ¥, :, . klilénb6z6é megdrzottség-szinteket jelentenek. Feltételezhetd,

hogy az atlagosnal joval hosszabb RH gén valdjaban két, korabban kiilénallé, RH gén

Osszeolvadasanak eredménye.
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4.1.4 Filogenetika és G+C tartalom

Torzsfa-rekonstrukciot készitettlink tobb, kiilonbdzé tulajdonsagu és funkcidju fehérje
as szekvencidja alapjan az egyes virusok taxonomiai helyének és evolucids viszonyainak
tisztdzasa érdekében. Ezek koézll 4 fehérje alapjan készitett fat mutatunk be. A
szlrévizsgalat soran a DNS-polimerazbol meghatarozott 90-92 as hosszu szakasz alapjan
szamoltunk torzsfat, mivel ebbéll allt rendelkezésiinkre a legtébb homoldg szekvencia a
GenBankbol (10. abra). Egy strukturalis fehérje, a pentonbazis szekvenciaja alapjan is
végeztlink torzsfa-rekonstrukciot; a fa alapjaul szolgald, 223 as hosszu szekvencia
rendelkezésunkre allt a teljes genom szinten vizsgalt két gyik-AdV mellett mindkét uj béka-
AdV-bdl, valamint a VAdV-2-bél, és a PCAdV-badl is (11. abra). A genus-specifikus p32K gén
telies vagy részleges szekvenciajat 4 uj virusbol is sikerult meghatarozni. A PCAdV és
GLAdV részleges p32K szekvencigjaval homoldég szakasszal végeztink torzsfa-
rekonstrukciot (71 as), ahol a hill6 eredetli atadenovirusok monofiletikus csoportot
képeznek a kér6dz6- vagy madareredetliiekkel szemben (12. abra). Egy masik szerkezeti
fehérje, a pVIl teljes as szekvenciaja alapjan késziilt a negyedik torzsfa (13. abra). A teljes
ORF-et sikerult meghatarozni az 6sszes altalunk vizsgalt AdV-bol, a SnAdV-2 kivételével.
Mind a négy fa megerdsiti, hogy minden AdV, mellyel PhD munkam soran foglalkoztunk, az
Atadenovirus nemzetség tagja.

A LAdV-1 és -2 RH génjének mind az el6zd fejezetben leirt érdekes szerkezete,
mind pedig a BLAST alapjan kapott eltér6 hasonlésagi eredmények arra engedtek
kovetkeztetni, hogy a torzsfa-rekonstrukcidkhoz célszerli a teljes as szekvenciat két
szakaszra bontani. Ennek eredményét mutatja be a 14. dbra, amelyen jél Iathatd, hogy a két
virus azonos (RH 1-es vagy 2-es) szakasza kozelebbi rokona egymasnak, mint a tulajdon
elsé vagy masik felliknek.

A bazis-6sszetételt megvizsgaltuk az dsszes, ebben a tanulmanyban szerepld virus
esetében. Két kivalasztott részlet, nevezetesen a részleges DNS-polimeraz és a teljes pVili
gén, valamint a teljes, eddig meghatarozott genomszekvenciakrdl ill. telies genomok G+C
tartalmardl ad attekintést a 8. tablazat. Mind a két gén esetében megfigyelhetd, hogy a
pikkelyes hill® eredetlii atadenovirusok G+C tartalma A&ltalaban kiegyensulyozottnak
tekinthet6, vagy annal magasabb (alahuzassal jelolt értékek), mig a nem hillébél szarmazo
atadenovirusokban alacsony a G+C arany (vastagon szedett értékek). Ez utdbbi virusok

kozott a kacsa-AdV kivételnek szamit, am teljes genomjat vizsgalva mar igaz ra a tendencia.
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Ichtadenovirus

fehér tok d . . B
Testadenovirus [— rés teknés

dobozteknés
|—|_—|Mu ¢kszerteknés
sargafiilii ékszerteknés

Mastadenovirus ———denever3
I | bovin-1

Aviadenovirus [ Meyer papagéj ibas

L { pulyka-1
|_|_: pulyka-5
tvak-1 (CELO)
— szulavézi teknés

béka-1
Siadenovirus pulyka-3 (THEV)

L A
széncinege
— |_|_: délsarki halfarkas
raptor-1
hosszufarku fligyik
L —smaragd varénusz
fehértorku varanusz

. _|—kéknyelvﬁ gyik
tokee gekko
Atadenovirus canent (EDSONee 9

ovin-4
_| o7 peka 2 (2-es varians, nyilmé 5k
r -2 (2- , nyilméreg-békak)

- Lbéka-2 (1-es varians, nyilméreg-békak)
——anolisz-2

L——anolisz-1

zakallas agama, GER

szakallas aaama (USA. HUN)

szakallas agama (AUT, GER, USA, HUN)
] szakallas agama (AUS, GER)

hegyi kaméleon

kigyé-2 %, (1 as)

kigyo-1**
bgga (1 as)
boa (2 as)

|g ila
mexikoi viperagyik
kigyo-3

[ Kigyo-
1 l:leopérdgekké . Lo i
rovidfarku torpekaméleon

0.4

* kaliforniai kiralysiklé, homoki vipera, Hagen iiregi vipera, voros kiralysiklé
** k6zonséges oriaskigyo, kiralypiton, gabonasiklo, patkanysiklo, vizisiklo

10. dbra A DNS-polimeraz fehérje kb. 92 as hosszu szakasza alapjan szamolt térzsfa-rekonstrukcio
(maximum likelihood, LG+1+G, a=0,61, p=0,16). Az Ujonnan kimutatott hill§ adenovirusok neve
pirossal jeldlve, akarcsak a korabban mar kimutatott virusok Uj gazdafajai. Z6lddel jeldltek az altalunk
ismételten kimutatott virusok, melyek korabban mar ismertek voltak, valamint a két teljes genom
szinten vizsgalt gyik-adenovirus. Minden hullé- vagy kétéltli adenovirus félkdvérrel szedett. Bootstrap
analizist nem végeztiink, mivel az ilyen meglehetésen rovid, és nagyon konzervativ (ez az alacsony a
értéken is jol megfigyelhetd) szekvenciak esetében a modszer természetébdl adddé adatveszteség a
topoldgia torzitasat okozta volna.
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Siadenovirus béka-1
97 pulyka-3

98 délsarki halfarkas
—| 69
83 raptor-1
liba-4
100 ——  pulyka-1
97 tytk-1
—ss
pulyka-5
Mastadenovirus murin-2

98 human-9

59 ——denevér-3
100 .
e canin-2

83 r béka-2 ( 1-es varians)

Aviadenovirus

10
S Ibéka-2 (2-es varians)
5 fehértorkul varanusz

Atadenovirus e kyél

— 24 rovidfarka torpekaméleon (3-as varians)
83

|mexikéi viperagyik
gila
kacsa-1
52 rokakuzu
56 ovin-7

37

0.2

11. abra A pentonbazis strukturalis fehérje 223 as hosszu szakasza alapjan készilt térzsfa-
rekonstrukcioé (maximum likelihood, LG+I+G, a=0,73, p=0,20, bootstrap 100 ismétléssel). Az altalunk
meghatarozott szekvenciak pirossal jeldltek.

kacsa-1
77 bovin-6
1
00 ovin-7
61
bovin-4
rovidfarka torpekaméleon
77 kigyo6-1
38 . g
hosszufarku fligyik
—31
mexikoi viperagyik
|97
gila

0.2
12. abra Az Atadenovirus nemzetségre specifikus p32K fehérje 71 as hosszu szakasza alapjan készilt

térzsfa-rekonstrukcié (maximum likelihood, LG+G+F, a=1,44 bootstrap 100 ismétléssel). A hill§ eredeti
virusok neve félkovérrel szedett, mig az altalunk szekvenaltak vagy kimutatottak pirossal vannak kiemelve.
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Siadenovirus | béka-1

raptor-1
I—|_ﬂki halfarkas
pulyka-3

Aviadenovirus |tyuk-1

pulyka-5
ll__r liba-4
pulyka-1

denevér-3
Mastadenovirus I:canin-l

bovin-1
4|:I:simian-1
human-9
— hosszufarku fligyik
béka-2
kacsa-1

szakallas agama

Atadenovirus ovin-7
_Ll_i_fehértorkl] varanusz
bovin-Z

rovidfarku torpekaméleon

I'r("ividfarkl] torpekaméleon
kigyé-1
| boa (kigyo-1 varians)

mexikoi viperagyik

13. abra A teljes pVIlI fehérje as sorrendje alapjan készult térzsfa (maximum likelihood, WAG+I+G+F, a=2,08,
p=0,03). Az altalunk szekvenalt virusok neve pirossal jeldlve, a hill6-eredetli atadenovirusok neve félkovérrel
szedve. Aldhuzassal jeldltiik azokat az atadenovirusokat, amelyekben a pVII 2. proteaz vagashelyének
szekvenciaja eltér a genusra eddig jellemzének hitt konszenzustol.

[ BAdV-4 RH1
OAdV-7 RH6
—| _L_BAdV-G RH6
BAdV-4 RH6
:_LAdV-l RH(1)
LAdV-2 RH(1)
OAdV-7 RH2
BAdV-4 RH2
BAdV-4 RHO
OAdV-7 RH4
BAdV-6 RH4
BAdV-4 RH4
OAdV-7 RH1
DAdV-1 ORF8
DAdV-1 ORF9

LAdV-1 RH(2)
LAdV-2 RH(2)

0.8 SnAdV-1 RH

—OAdV-7 RH5

L [~BAdV-6RH5

BAdV-4 RH5

14. abra Az ¢sszes atadenovirus RH génje alapjan készult térzsfarekonstrukcio (protein distance matrix,
categories model, global rearrangement) eredménye, ahol a két gyik-adenovirus RH génjeit (pirossal jeldlt) az
F-box motivum el6tti metioninnal kettébontottuk. A torzsfa-rekonstrukcié eredménye alatamasztja, hogy
valészinlileg a nagyon hosszu RH gén két fele eltéré evoluciés uton alakult ki. A hulld eredetli szekvenciak
neve félkdvérrel kiemelt, az F-box motivumot nem tartalmazé RH gének nevei alahuzottak. Roviditések: BAdV
— bovin adenovirus, DAdV - kacsa-adenovirus, LAdV — gyik-adenovirus, OAdV — ovin adenovirus, SnAdV —
kigyo-adenovirus..
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8. tablazat Atadenovirusok két genomszakaszanak G+C tartalma. A z6ld hatter( cellakban a
pikkelyes hiillékbél szarmazé atadenovirusok lathatéak. Az Gjonnan kimutatott virusokat pirossal
jeloltik. A 45% alatti értékek félkoveérrel szedve, az 55% felettiek alahuzva. A pipa jel a teljes genom

alapjan megallapitott G+C tartalmat jelzi.

Virus neve DNS-polimeraz pVil (’teljes Eddig ismert t?sszes
(=300 bp) gén) szekvencia
Hosszufarku-flgyik-AdV 47% 50,1% 48,%
FETEI B ECIeT 43,8-44,5% 47,4-47,1% 42,7-45,5%
Fehértorku varanusz-AdV 57,3% 62,1% 61%
Kigyé-AdV 1 51,1% 55,3% 49,8%
AN ([Tt 51,3-51,5% 55,3% 53,1%
varians)
Szakallas agama-AdV 57,4-58,1% 61,7% 57-57,6%
Gyik-AdV-1 (gila) 43,8% 54,9% 44% v
SRl a2 (el 45,8% 52,7% 44.2% v
viperagyik)

Béka-AdV-2 (nyilméreg-béka) 36,5% 34,4% 36,6%
Kacsa-AdV-1 47,4% 49,9% 43% v
Bovine-AdV-4 37,1% 38,5% 352% v
Ovine-AdV-7 32,4% 37,5% 33,6% v

4.2 Parvovirusok

4.2.1 Szlrbvizsgalatok

A PV-ok kimutatasahoz altalam tervezett primerek hasznalataval tobb esetben
sikerult a hullémintakbdl pozitiv eredményt elérni. A 165 vizsgalt hulld minta kdzal 7 volt
pozitiv (4,2%). Ezek megoszlasat szemlélteti a 9. tablazat. A hét pozitiv mintédban 4, a
tudomany szamara uj PV-t talaltunk. Az egyik Uj PV-t négy szakallas agama mintajaban
mutattuk ki. Erdekes moédon, a négy allatbdl csak harmat talaltunk elézéleg AdV-ra is
pozitivnak, mig a negyedik allatban sem AdV-t, sem egyéb, helpervirusként széba johetd
nagy DNS-virust sem sikerilt kimutatnunk. Ez az egyed egy kifejlett néstény példany volt,
amelyben kétoldali petefészek-gyulladasra utald koértani tineteket (b6vériiség, rendellenes
szikanyag képzddés) lehetett megfigyelni. A masik harom, AdV-ra is pozitiv egyed
mindegyike fiatal (1-2 hoénapos) allat volt. Elhullasuk elétt sulyos tlineteket (étvagytalansag,

rendellenes vedlés, opisthotonus) mutattak. Az eltérd idében gyQjtétt mintakban a
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szekvencia adatok alapjan ugyanazt a PV-t mutattuk ki, amelyek nt szinten is azonosnak
bizonyultak. A kés6bbiekben ennek a PV-nak a teljes genomszekvenciajat meghataroztuk.
PV jelenlétét sikertlt kimutatni egy rovidfarka térpekaméleon mintajabdl is, mely egyuttal
AdV-ra is pozitiv volt. A kaméleonfélék (Chameleonidae) csaladjaba tartozé egyedekben
els6 alkalommal sikerult PV-ok jelenlétét megfigyelni.

PV-ra pozitivnak bizonyult az egyetlen aségyik (Trogonophis wigmanni) mintdja,
mely egyuttal negativ volt mind AdV-ra, mind herpeszvirusra és mas, sajat DNS-polimeraz
enzimmel rendelkez6 DNS-virusra is. Az asdégyik-alkatuak alrendjének (Amphisbaenia)
tagjaiban korabban soha nem mutattak ki sem PV-t, sem barmilyen mas virust (Pénzes és
Benkd, 2014).

A Kkigydk mintai kézll egyetlen bizonyult pozitivnak, nevezetesen egy kifejlett, tartos
anorexia utan elhullott gabonasikld. Az allat egyuttal fert6zott volt a SnAdV-1-gyel is. A
kimutatott PV szintén a tudomany szamara Uj, eddig le nem irt virus.

A cap rovid szekvenciaja alapjan torténé BLAST homoldgia-keresés soran is mar
egyértelmi volt, hogy mind a négy Uj virus a Dependoparvovirus nemzetség tagja. Ezt a
torzsfa-rekonstrukcié eredménye is alatamasztotta (15. abra). A nagyméreti DNS-virusok
jelenléte teljesen hianyzott két pozitiv, biztosan dependoparvovirust tartalmazé minta
esetében is (9. tablazat). A gélfotdk elemzésekor megallapithattuk, hogy ez a két minta a

PCR soran a tébbi mintahoz képest jelentésen kevesebb terméket produkalt (16. abra).

9. tablazat A pozitiv parvovirus mintak gazda szerinti megoszlasa.

, Meg\_nze:.galt Pozitivak Pozitivitas helper virusra
Gazdafaj neve mintak . PP
. szama (PV+ mintak kozul)
szama
Szakallas agama 9 4 3 AdV+

(Pogona vitticeps)

Roévidfarku torpekaméleon
(Rampholeon 26 1 1 Adv+
brevicaudatus)

Gabonasiklo 4 1 1 AdV+
(Pantherophis guttatus)

Sakktabla asogyik 1 1
(Trogonophis wiegmanni)
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Aveparvovirus turkey PV

100
chicken PV
avian AAV
AAVS5
Dependoparvovirus 25 bovine AAV
00 96
37 Californian sealion AAV
bat AAV
70
{17 AAV2
—duck PV
80
~ goose PV
—69 szakallas agama PV
62
——Trogonophis wiegmanni PV
95
gabonasiklé PV
snake AAV
100

rovidfarka torpekaméleon PV
0.4

15. abra A dependoparvovirusok térzsfaja a VP1 fehérje 161 aa hosszisagu, a PCR-es szilrévizsgalatok soran
feler6sodott szakasza alapjan (maximum likelihood, LG+G+F, a=0,77, bootstrap 100 ismétléssel). Outgroupként
szerepel a ma mar az Aveparvovirus nemzetségbe sorolt tydk- és pulyka parvovirus. A Diapsida (hillé és madar)
eredetli dependoparvovirusok neve félkovérrel szedve. Az Ujonnan kimutatott hiill6-parvovirusok pirossal jeldltek. A
kapszid protein a csaladon belll tulsagosan nagymérték(i megdrzottséget mutat a pontos filogenetikai viszonyok
feltérképezésehez, &m a virusok genus szintli besorolasara alkalmas (réviditések: AAV — adeno-associated virus,
PV — parvovirus)

Szakallas agamak Torpekaméleon Trogonophis wiegmanni
(asogyik faj)

o &0

|
f——=) -—
; - -
e
-

AdV+ AdV- AdV+ AdV-

16. abra Gélfoték a parvovirus-specifikus PCR-es szlirésének eredményérdl. Jelentés kildnbség
lathaté az adenovirusra pozitiv (piros nyilak), illetve negativ (kék nyilak) mintak reakcioi soran
keletkezett PCR termék mennyiségében. A 100 bp Iéptéki molekulatbmeg-kontroll elsé vastag savja
500 bp-nak, mig a masodik az 1000 bp-nak megfeleld méretet jelenti.
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4.2.2 Részleges és teljes genom-analizis

Az asoégyik minta kivételével, mely feltehetéen tul kevés virus DNS-t tartalmazott, a
masik harom uj virusbdl sikerult feler6siteni a 300, illetve 360 nt hosszu szakaszt a rep
ORF-bél is. Ugyancsak sikeres volt e szakasznak a cap-bél a szliréshez hasznalt PCR
segitségével nyert révid fragmentummal valé dsszekétése. igy sikeriilt a térpekaméleon PV-
bdl (pygmy chameleon PV - PCPV) 1487 nt, a gabonasiklé PV-bdl (corn snake PV - CSPV)
pedig 1821 nt szekvenciat kinyerni. A szakallas agama PV (bearded dragon PV - BDPV)
telies genomjat meghataroztuk, beleértve az ITR-ek masodlagos strukturajat, igy teljes
hossza 4590 nt. Az ITR-ek szerkezetét mutatja be a 17. abra, a genom térképe pedig a 18.
abran tekinthet6 at. Annak a szakasznak a részletes annotacioja, mely atfed a masik két PV

esetén meghatarozottal a 19. abran talalhaté.

w1 Feltételezett REP kotéhely fmtiny
?_? 100 120 C,C’ “c\
== l L / '
A GGG G A GG A= TG G A G G G G —G— GGG GG G = G A— A —G—T —G—Gim GG A — A — G G G—G— G 1
1 | I N T T A O A S T 6 N O T O A O N O O O O A A N N B | o]
C\r GG G G TG =G =T —A=G=C—T T G- G= GG —G—C—G—C—G—(I:—G FT=C=T=T=C=4 —G—C—C—C—T—T—C—C—C—C—C—T 1
-4
I | €0 iy B <
Cm=i3 T
11 s \T‘G"G/ 140
i ?
TF
80 —G=GC

17. abra A szakallas agama parvovirus bal oldali, flop helyzet( ITR-jének hajtl-szer( strukturaja. A
masodlagos szerkezetet 130 nt alkotja, melyet tovabbi 127 nt egyszalu szakasz kdvet (nincs az
abran). A feltételezett REP koét6helyet keretezés jeldli (Tijssen et al., 2011).

A 257 bazis hosszu ITR-ek kozétt elhelyezkedé genomrégié hossza 4076 nt. A
genomban két f6 ORF talalhatd, hasonléan valamennyi eddig megismert PV genomjahoz. A
rep hossza 1519 nt, és a 385. nt-tél az 1903. nt-ig terjed. A cap 2179 nt hosszu (2100-4278).
A két ORF kozotti, nem kddold régid hossza 17 nt. A genomban harom feltételezett
promoétert sikertlt talalnunk, melyek az AAV2 p5, p19 és p40 promdétereivel homolégok. Az
eddig megismert dependoparvovirusokhoz hasonléan egy splicing donor és két akceptor
hely figyelheté meg (19. abra). Az intronon belll egy belsd poliadenilacids szignalt mutattunk

ki. Az intron hossza az elsd akceptor helyig 175 nt volt.
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18. abra A szakallas agama parvovirus genomjanak sematikus rajza. A genom hossza 4590 bazis. A
fekete nyilak jel6lik a harom promoétert. A sotétkékkel jelzett rep génrél fejezédnek ki a vilagoskék
nyilakkal jel6lt NS fehérjék, a narancssarga szinl cap génrél pedig a vilagos narancssarga jelolési
VP (kapszid) proteinek. A kapszid 6sszeépliléséhez nélkiilézhetetlen assembly-activating protein
(AAP) ORF-e zolddel jelolt. A megvastagitott vonal jelzi azt a szakaszt, amelynek nukleotid-sorrendjét
a masik két hillé-parvovirusbdl (gabonasiklo parvovirus, térpekaméleon parvovirus) is
meghataroztuk.

Azonositottuk mindharom VP fehérje start kodonjat is. Megtalaltunk egy alternativ
ORF-et, a kapszid 0sszeéplilését iranyitd fehérje (assembly-activating protein, AAP) rejtett,
a cap-be agyazott génjét, mely egy 177 as hosszu fehérjét kédol. A genom végén, a VP
fehérjék stop kodonja utdn meg6rzott poliadenilacids szignalt azonositottunk, amelyben,
ellentétben a belsé poliadenilacios szignalokkal, a konzervativ GT motivumot is megtalaltuk.

A masik két uj hill6-PV-bdl felerdsitett genomszakasz mindkét esetben tartalmazta a
p40 promoétert, amely a harmadik a dependoparvovirusok genomjaban. A splicing helyek
szama és elhelyezkedése a BDPV-ben Iév8khéz hasonlé volt, akarcsak a belsd
poliadenilacios szignalé és a VP fehérjék start kodonjaié (19. abra). Azonositottuk a genom
kézepén elhelyezkedd, feltételezett, masodlagos poliadenilacios szignalt is. Mind a két
részleges szekvenalt hill6-PV-ban sikerult felfedezni az AAP-t is, hasonléan a cap ORF-be
agyazodva. Hossza a PCPV-ban 168 as volt, mig a CSPV-ban valamivel hosszabb, 171 as
a fehérje mérete. A két {6 ORF kozott elhelyezkedd nem kodold régié hossza a CSPV
esetében 18, a PCPV-ban 17 nt. A 19. abran lathaté nt alignment a harom uj hull6-PV
részletes annotaciojat mutatja.

A fehérjék as sorrendjét a konzervativ motivumok és domének azonositasa céljabol
megvizsgaltuk. Az NS1 fehérjében megtalaltuk mindharom replikaciés motivumot. A VP1
fehérjében, mindharom vizsgalt hill6-PV-ban, megtaldltuk a foszfolipaz A2 (PLA2) as
motivumot (20. abra).
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1704 1803

TGTTTCGTTTAAATTATAAATTGGCGCCAAATTTCGGTAAGGTGACTGAACAGGAAGTAAAAGAATTTATTACTTGGGGGCGTGGTTTAAATATCGACAT
TGTTTAGGTTGAATAAGAAACTGGAACCTGATTTTGGAAAAGTGACCTTGGACGAAGTCAAAGAATTTATTACCTGGGGTAGAGATAATCCAGTACAAGT
—————————————————————————————— CCTTTGGGAAGGTCACAGAACAGGAAGTTAAAGAGTTTATTACTTGGGGGCGGAGCCTAGACATTGAAGT

p40 promoter TATA box

1804 1800
TCCGTATCAGTTCCGGGTTCCTACT----—-===-=-——-—--- TCCGGTAGCTATAAAAGGCGGGGCTCCGAGGACGCTGCCTCATTTTCTTTGGAGCCGCCGA
ACCGTATCAGTTTCGAGTACCCTCTGTAGCCACGCCCCCTCAGAAAAGTATAAATGA-GGTGCTGGGCAAGCGCCGCGCCATTTCTGACGGCGCGGGCGA
ACCTCACCAGTTTAGAGTGCCAGTG----=--~--—-—---— TCTGGCGCCTATAAAAGGCCGGCCCCTGAGGCGGAAGCTCATTCTTCGGATGAGCAGCCAA
1904 Feltételezett donor hely 2003

G----CAAGAAGGAC----GTGAATCCCCAAATATCTGCCGCGACCAAGTACGTATGTAATTTAGT ---CGATAAAGCTTCTGTTTCTGAATTGGCTAAA
AGAGACGAGATCGACCAAGTTGGTGCTGCTGAATGATTCTCTAACCAGGTATTGTAACAATATTAC---TGAACGTGTCAATACGCGTGAAATTGCTCAA
AG-GAGAAGGTCGCACGCCTTGACGACTCTCTAACCAGGTATG-CTAATAACATTGATAAGTCAGCTACCGGGAGGGAAGCTTTCCTAGAGATTGCTACT

2004 belsé polyA site az intronban 53

ACAAATCAATGTATGTTACATCATGCTTTTGAATGTACCGAGTGTTATCCTGAATTGTTGGATGACATGGATAAGGAACA GCTTACTGATAATAG
AATAATCAATGTATGTTACACCACGTCTTTAATTGTTCTGAATGTTACCCTGAATTGTTGGATGATTGTGACATGGAACA TGATTGAAATA-TAG
ACCAATCAGTGTATGTTGCACCATACCTTTTCATGTACTGAATGTTATCCTGAATTGGTTGATGACTTGATGAAGGAACA -CTTATTGATAATAG

VP1 .,
2104 Feltételezett akceptor helyek 2203

ACATGGATTTTGTCGATGATTTCTTTACAG, ATACAAAGAGACCT. AGAGCTTTCTAAGCCCGTCAACCCAAAGCCGGTTCAACAAATTAGCGA
CA,

CTATGGATTTTCTCGATTTCTTGTTAGG AAAATACGAGGAGACTG AGAGTTGGGAAAACCGATTAACCCTCCTCCCGTTCAACAAATTAGC--
ACATGGATTTTCTCGATGATTTTTTTA! ATATAAAGAAACTGTAGAAGAACTCTCIBBACCCGTTAACCCACCACCCGTTCAACACGGAAGC--

2204 2303
AAAGCATTCTGAACCTGGCTCGAGGGGTCTTGTGTTGCCTGGCTATAGGTATCTTGGGCCTGGTAATAGCTTGGACCGTGGAGAACCCGTTAACGAGGCG
CACGCAGACAG---CAGACGCG----GTCTAGTGGTTCCAGGTTATAAATACCTCGGTCCATTCAACGGATTAGACAAGGGCGAGCCTGTCAACGCAGCT
——————————————— AGG-------GGTCTGGTGGTGCCTGGGTACCGGTATCTTGGGCCTGGTAATAGCTTGGACCGTGGAGAGCCCGTTAACCAAGCA

2304 2403
GACGCAGCTGCCCGAGAACACGACATCTCCTACAACAAACAACTCGAAGTTGGAGACAATCCGTACGTAAAGTACAACCACGCGGACGAAAAACTACAGT
GACGCGGCTGCCCTTGAACACGACAAAGCTTATAACGAGCTTCTCGAGGCTGGAGACAACCCGTACATCAAGTACAACCACGCGGACGCCGTCTTTCAAG
GACGCAGCAGCTAAAAAGCACGATATCGAATACGATAAACAGCTTCAAGCAGGAGACAACCCGTACATCAAGTACAACCACGCGGACGCCGAGTTCCAAA

2404 2503
CCGATTTACAAGGTGACGTCAGTTTTGGCGGGAACGCAGCAAACGCGGTCTTTCAAGCCAAGAAGCGCCTACTAGAACCGTTTGGTCTAGTAGAAGCGCC
AACGCTTGCAAGGAGATACTAGTTTGGGTGGTAACGCGGCTAACGCGGTTTTTCAATTCAAGAAGCGGTTGCTCGAGCCGTTTGGAGCGGTCGAGCAGCC
AGGACCTCCAAGGAGATACAAGTCTAGCCGGCAACGCGGCCAACGCTCTCTTTCAGGCCAAAAAGACTCTGCTAGAGCCTTTGGGCCTAGTAGAGCA--C

VP2
2504 2603
CCTACCGGCCAAAACGGATAAGGGGAAGGTAGACGACT-ACTTCCCCAAAGCGAAAAAGGCTAAACAGACCTTTCAAA---TCCCACCCCCCGCTAAAGA
CCAGCCCGAAAAGACGGCCGAAAAGC-GAAAGACACCCGAAGAGTGGTTAGCTCAAGAAAAGACTCCAACCAAACAAAGGTTCCAGATACCAGCTCCAGG
CCGGGCGGC-AACACGTCTGATAAAA-GAAAACCTCCACCAGGACTACTAACTCCACCCAAAACACCTAAAAAGCAGAAATTTCAAATACCAGCTC---~-

260 4AAP alternativ start kodonok VP3 2703

AGACCCAGGAGAAGGGTCTTCTGCGCAGTCTGGA---GGTAGCCCAGCCGGTTCCGATACTAGCGGCTCATCTGTCATGGCTGAAGGAGGAGGCGGACCA
ACAATCTGGATCAGATTCTCCTTCCACCTCAGGATCCGGCGGTACTGCAGGCTCCAGTTCTAGCGCATCAAATACAATGGCTCAAGGAGGTGGCGGACCA
————————————————— CTCCTAATCAGGCTGGCAC---AAGTTCAGCAGGCTCCGATACTAGCGGCACATCTATCATGGCTTCAGGCGGAGGCGGACCG

2704 2803
CTGGCAAGCGATCAACAAGGTGCCGAGGGAGTGGGTAATTCCTCCGGTGATTGGCATTGCGATACCCAATGGCTGGGAGACCACGTCATTACAAAGTCGA
ATGGCAGACGATAACCAAGGCGCCGAGGGAGTGGGTAATGCCTCGGGAGATTGGCATTGCGATACCCAATGGCTGGGCGACCACGTCATTACAAAATCTA
ATGGCAGATGATAACCAGGGCGCCGAGGGAGTGGGTAATTCCTCAGGTGATTGGCATTGCGATACCCAGTGGCTGGGAGACCACGTCATTACAAAGTCGA

2804 2903
CCCGAACTTGGGTACTCCCCAGTTATGGGAATCACCTCTATAAACCCATCACCTTTGATGGCACTACCGGAGGCGGAAGTGACGCAGCCTATGCAGGTTA
CCAGAACTTGGGTTCTGCCCTCTTACGGGAATCATCTCTACTCGCCCATCAACTTTGATGGAACCACAGGGAACGGAACCCAAGCCGCTTACTGCGGATA
CCAGAACTTGGGTGCTCCCCACTTACGGGAATCATCTCTACGGGCCTATCAATTTTGACGGCACCAGCGGCGCGGGCGCTAATGCAGCCTATGCAGGATA

2904 3003
CTCCACCCCCTGGGGATACTTTGACTTTAACCGATTCCATTGTCACTTCTCCCCACGTGACTGGCAAAGACTCGTCAACAACCACGTGGGCATCCGACCC
CGCTACCCCCTGGGCCTACTTTGACTTTAACCGATTCCACTGCCACTTTTCCCCCCGAGACTGGCAAAGACTCATTAACAACCATACCGGAATACGACCA
CAAGACCCCTTGGGGGTATTTTGACTTCAACCGATTCCACTGCCACTTTTCACCCAGAGACTGGCAGCGACTCATCAATAACCACACAGGCATCAGACCT

3004 3103
AAAGGACTTAAATTTAAACTCTTTAACGTCCAAGTCAAGGAAGTCACGCAACAAGACTCGACCAAGACCATCGCCAATAACCTCACCAGCACCGTACAGG
GTCGGACTCAAATTCAAGCTGTTCAACATCCAGGTCAAGGAAATCACAGTACAAGATTCGACCAAAACGATCGCCAACAATCTCACCAGCACCGTACAGG
AAAGGACTCAAAGTTAAAGTCTTCAACGTGCAGGTCAAAGAAGTTACCACGCAAGATTCGACCAAAACGATCGCCAACAATCTCACCAGCACCGTACAGG

3104 AAP stop kodon 3203

TGT'I_I'GCGGACGAGAACTACGAGTTACCGTATGTC‘GATCGGCTACTCAAGGAACTTTCCCGCCTTTTCCCAACGACATTTTCATGTTGCCTCAGTA
[«

TCTTTGCGGACACGGAGCACCAGCTCCCGTACGTA GAAATGCCACGCAGGGCACGTTTCCTCCCTTTCCGGCTGAAGTCTTTCAGTTGCCTCAGTA
TGTTTGCGGACGAGAACTACGACCTCCCCTATGTG GCGGTGCTACACAAGGCACGTTCCCTCCTTTTCCAAATGATGTTTTTATGCTGCCTCAATA

19. abra A gabonasikld parvovirus (corn snake parvovirus — CSPV), szakallas agadma parvovirus
(bearded dragon parvovirus — BDPV) és rovidfarku térpekaméleon parvovirus (pygmy chameleon
parvovirus — PCPV) genom homoldg szakaszanak annotacioja. A cisz szabalyozdelemek helyzetét
sarga hattér, a start kodonokat z6ld hattér, a stop kodonokat piros hattér jeldli. A splicinggal
kapcsolatos szekvencia motivumok félkdvérrel szedettek és alahluzottak. A s6tét- és vilagoskék hattér

az AAP (assembly activating protein) fehérje alternativ start és stop kodonjat mutatja.
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20. abra A foszfolipaz A2 (PLA) domén a dependoparvovirusok VP1 fehérjéjének N-terminalishoz
kozeli szakaszan. Az Ujonnan kimutatott hiillé-parvovirusokat sarga hattér jelzi. A piros keret a ca*
kétéhelyet jeldli. (roviditések: AAV — adeno-associated virus, AAAV — avian adeno-associated virus,

BAAV — bovine adeno-associated virus, BDPV — bearded dragon parvovirus, BtAAV — bat adeno-

associated virus, CslAAV — California sealion adeno-associated virus, CSPV — corn snake parvovirus,

DPV — duck parvovirus, GPV — goose parvovirus, PCPV — pygmy chameleon parvovirus, SAAV —

shake adeno-associated virus, SAAV2 — serpentine adeno-associated virus 2)

4.2.3 Taxonomia, evolucio és torzsfa-rekonstrukcio

A PV-ok egyértelml rendszertani besoroldsahoz mind a két f6 ORF ismerete
szllkséges, ezért csak a BDPV taxondmiai helyét vizsgaltuk. A rep szarmaztatott as
sorrendje a legmagasabb érték(i azonossagot (58%) a SAAV homoldg szekvenciajaval
mutatta, de a GenBankban talalhaté dependoparvovirusok egyikével sem volt ez az érték
kevesebb, mint 34%. A VP1 fehérjében a BDPV és a SAAV kozotti azonossag 70% volt, de
egyik dependoparvovirussal sem csokkent 56% ala.

Mind a harom Uj hull6-PV genom annotalasakor megfigyeltik, hogy intronjaik (az
elsé splice akceptor helyig szamitva) sosem érik el a 200 nt hosszusagot (10. tablazat).

Azonositottuk és megvizsgaltuk az AAP hosszat is minden, eddig elfogadott
dependoparvovirus faj esetében, am ezek kdzott nem talaltunk evolucios 6sszefliggést. Az
alignment alapjan a fehérje mind a hosszat, mind a szekvencigjat illetéen meglehetésen
variabilisnak tinik, azonban a korabban a human-féemlés gazdafajokbdl izolalt Adeno-
associated dependoparvovirus 1 és 2 fajba tartozé (AAV 1-13) virusok esetén mar
meghatarozott funkcionalis motivumok jol felismerhetéek (21. abra).

A PV-ok evoluciés viszonyainak vizsgalata céljabdl térzsfa-rekonstrukciot végeztink
a teljes rep gén szarmaztatott as sorrendje alapjan (22. abra). A szakallas agama PV
egyértelmiien a Dependoparvovirus genus tagja, és egyltt a SAAV-sal a klad legdsibb
leagazasat képzi. Az AAP teljes as szekvenciaja alapjan készlilt térzsfan a hillé-PV-ok egy

monofiletikus csoportot képeznek (23. abra).
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10. tablazat Intronok hossza a kilénb6z6 dependoparvovirusokban. Megfigyelhetd, hogy az elsé
intron hossza a hillékben a legrovidebb (narancssarga hattér), alig haladja meg a 180 nt
hosszusagot. A madarak esetében kozepesen hosszu, itt 200 és 220 nt kdzé esik (kék hattér). Az
eml@ésok dependoparvovirusaiban hossza megkdzeliti vagy meg is haladja a 300 nt-ot.

Intron hossza az elsé s . .
. - e Tovabbi nukleotidok szama
Virus neve akceptor helyig (bazisban . . .
a masodik akceptor helyig
megadva)
AAV-2 322 27
AAV-5 295 27
Avian AAV 205 30
Liba PV 215 33
Kacsa PV 215 33
Kigyo AAV 160 14
Gabonasiklé PV 178 12
Szakallas agama PV 175 15
Torpekaméleon PV 186 24
Prolin
Hidrofob régio Konzervativ mag gazdagr. T/S 1 T/S 2 T/S 3

LAQVQOQ
LEGAQQ A

LRSLEVAQP A
LDQILLPPQDPAVLQ AHQ
LPERDSTLTTNLEPETGLPQKDHLPEECLL
LAEELPTSCLEI

LEQQHP] W
LDPADPSSCKSQPNQIFONWE L
1
METQTQYLTPSLSDSHQQ

B
LPPKARN

(e}
(%)
E
<
e e e e e e e e e

T/S 4

BPCPV 103
SAAV 103
€SPV 106
BDPY 112
BAAV 116
CslAAV 97 W
ARAAV 100
AAVS 110 py
BtAAV 87 N
AAV2 113
DPV 99 HE {TINOR| | 3| B TAWAQCTPTRVERDSMTEVPSIA
GPV 88 N ) T S 3 RP) SP) SLR TGIAQCTPTRMEHGSMTVVHSTA

21. abra Dependoparvovirusok AAP (assembly—activating protein) as szekvenciai alapjan készilt illesztés. A
BDPV jeldli az Uj szakallas agama parvovirust, a PCPV a térpekaméleon parvovirust, és a CSPV az ujonnan
kimutatott gabonasiklé parvovirust. A hilld parvovirusok zélddel, a madarak virusai sargaval, az eml6soké pedig
kékkel jeldltek. A vizszintes vonalak jeldlik az azonositott funkcionalis motivumokat (Naumer et al., 2012). A
fekete szinliek minden dependoparvovirusban meg6érzéttek, a piros hianyzik a diapsida-eredeti PV-okbdl
(kivétel: AAAV), a z6ld pedig csak a hull-eredetliekben nem kimutathato. (roviditések: AAV — adeno-associated
virus, AAAV - avian adeno-associated virus, BAAV — bovine adeno-associated virus, BtAAV — bat adeno-
associated virus, CslAAV — Californian sealion adeno-associated virus, DPV — duck parvovirus, GPV — goose

parvovirus, r. — régio, T/S — treonin-szerin gazdag régio)
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100
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LEminute virus of mice
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. 1100
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42 l ————bovine PV
100

human bocavirus 3
Erythroparvovirus _E:

anine minute virus

l chipmunk PV
78 100 B19
rhesus macaque PV
Tetraparvovirus —Eidolon helvum (denevér) PV
95 100

human PV 4 G1
o,

bovine hokovirus 1

L_| Copiparvovirus

bovine PV 2
———————100 )
55 porcine PV 4
snake AAV
49 I&bearded dragon
98 avian AAV
Dependo- L[fggk PV
parvovirus goose PV (Derzsy-betegséq)

AAV2

Californian sealion AAV
bat AAV

bovine AAV

0.5

22. abra A parvovirusok (PV) Parvovirinae alcsalad tagjainak teljes replikaciés proteinje alapjan késziilt térzsfa
(maximum likelihood, RtRev+I+G+F, a=1,29, p=0,03, bootsrap 100 ismétléssel). Minden genust lehetéség szerint
harom, kilénb6z6 fajba tartozo tipus képvisel, melyeket a hivatalos neviikdn mutatunk be. Az egy fajba sorolhaté
virusok neveit kapcsos zaréjel fogja kézre. Az altalunk Ujonnan kimutatott szakallas agama PV neve pirossal van

kiemelve, mig félkdveér betltipussal jelzettek azok a dependoparvovirusok, melyek Diapsida gazdafajokat

fertéznek. Az NS fehérjék a VP proteineknél sokkal megérzottebbek a Parvoviridae csaladban. Emiatt ennek a

fehérjének a szekvencigja alkalmas egyedul mind a genuson belili, mind a genuson kivdli evolucié pontos
feltérképezésére. (réviditések: AMDV — Aleutian mink disease virus, AAV — adeno-associated virus, GFAV — gray
fox amdovirus, PV — parvovirus)
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bovine AAV

avian AAV

bat AAV California sealion AAV

AAV5S

duck PV snake AAV

torpekaméleon PV
gabonasiklé PV

szakallas agama PV

0.2

23. abra A kizarélag a Dependoparvovirus nemzetségre jellemz6, a kapszid dsszeszerel6déséért
felelSs fehérje (assembly-activating protein - AAP) alapjan készilt térzsfa-rekonstrukcié (maximum
likelihood, HIVb+G+F, a=0,95, bootstrap 100 ismétléssel). Félkévér betlitipussal emeltik ki a
diapsida-eredet(i dependoparvovirusok neveit, pirossal pedig az Ujonnan kimutatott virusokat.
(réviditések: AAV — adeno-associated virus, PV — parvovirus)
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5. Megbeszélés

5.1. Adenovirusok

5.1.1 Az adenovirusok el6fordulasa

Az AdV-ok kimutatasara tervezett PCR-ek kezdetben a hexon gén felismerésére
iranyultak, am ezek altalaban nem mutattak tul a genus-specificitason. A legelsé olyan
diagnosztikai moédszert, mely mar tobbféle nemzetséghez tartozé AdV-t is képes volt
kimutatni, nem a hexon, hanem a virus DNS-fliggé DNS-polimeraz génjére tervezték. A
modszer er6sen degeneralt, konszenzus primerekkel mikodott, és alkalmazasaval sikerdlt
elészor szekvenciat nyerni az erszényes rokaban (Trichosurus vulpecula) talalt AdV-bdl,
melyrdl ezaltal valt megallapithatéva, hogy atadenovirus (Thomson et al., 2002). Ez a PCR
rendszer alkalmasnak bizonyult egy-egy szakasz kinyerésére az egyetlen ismert hal-AdV,
valamint az elsé kigyd-AdV izolatum genomjabdl, és igy lehet6ség nyilt az &sibb
gerincesekben eléforduld AdV-ok els§ megismert szekvencidinak &sszehasonlitdsara
(Benké et al.,, 2002). A PCR hatékonysaganak fokozasa céljabdl egy kétkords (nested)
rendszert is kidolgoztak. A primerek szekvenciajat az AdV-ok DNS-polimerazanak legjobban
megbrzott as motivumai alapjan tervezték. Hasznalatukkal korabban nem ismert
szekvenciakat sikerilt kinyerni tébb gyikfaj AdV fertézésre gyanus egyedébdl (Wellehan et
al., 2004). Errél, a napjainkban altalanosan hasznalt PCR-rél feltételezziik, hogy alkalmas
lehet az Adenoviridae csalad barmelyik genusaba tartozo virus kimutatasara.

AdV-ok jelenlétét hillékben a 80’-as évek 6ta mar tobbszor leirtdk fény- és/vagy
elektron-mikroszkopos leletek alapjan (Jacobson et al., 1984; Jacobson és Kollias, 1986),
mig a virusok izolalasa csak néhany esetben volt sikeres. Az elsé szekvencia adatokra
egészen 2002-ig kellett varni. 2014-re ez a szam a GenBank-i adatok alapjan 32-re nétt, ami
jol mutatja a tertlet dinamikus fejlédését. A hullékben eddig talalt AdV-ok harom
leszarmazasi vonalhoz tartoznak. Tulnyomo tobbséguk pikkelyes hill6kbdl szarmazik és az
Atadenovirus nemzetségbe sorolhaté. Az eredeti feltételezés, hogy ez a nemzetség a
hullékkel egyutt fejlédott AdV-okat tartalmazza, kissé modosult és jelenleg az Atadenovirus-t
a pikkelyes hullékkel (Squamata) egyuittfejléddtt genusnak tekintjuk (Wellehan et al., 2004;
Farkas et al., 2008; Papp et al., 2009; Harrach et al., 2011). Nemrégiben egy ujabb
leszarmazasi vonalhoz tartozé AdV-okat mutattak ki egyes teknésfajok egyedeiben (Farkas
és Gal, 2009; Doszpoly et al., 2013). A feltehetéen uj genusként elkilonithetd virusoknak a
Testadenovirus nevet javasoltak (Doszpoly et al., 2013). Egy, a Siadenovirus nemzetségbe
tartozd, korabban nem ismert AdV-t irtak le az Egyesiilt Allamokba illegalisan

becsempészett, majd elkobzott Sulawesi tekn&sék (Indotestudo forstenii) tdmeges
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megbetegedése és elhullasa kapcsan (Rivera et al., 2009). A kilénbdzd allatkertekben
elhelyezett allatoktdl mas rokon fajok képviselbi is megbetegedtek, és tdbb koériimény is arra
utalt, hogy ez a fertézés gazdavaltas eredménye volt (Schumacher et al., 2012).
Kétéltliekbdl a FrAdV-1 1973-as izolalasa ota eltelt 40 év alatt nem kerdlt el ujabb AdV.

A vizsgalataink soran kimutatott 41 hull6-AdV 13,05%-os fert6zottségi aranyt jelent,
ami meglehetésen magas. AdV-ok esetén hasonlé fert6zoéttsegi ratat csak madar-AdV-oknal
figyeltek meg korabban (Harrach et al., 2008). A kimutatott, 6sszesen 6 kulonb6z6 AdV fele
aranyban (3) a tudomany szamara uj. A pozitiv mintak kozott is kiemelkedd a szakallas
agamak 90%-ot kozelitd, és rovidfarku tdérpekaméleonok hasonléan nagymértéki
fert6zottsége.

Az AgAdV-1-bél nyert szekvenciakat Magyarorszagon kivlil az alabbi négy
orszagban irtak le: az Amerikai Egyesiilt Allamokban (Wellehan et al., 2004; Parkin et al.,
2009), Ausztriaban (Kuebber-Heiss et al., 2005), Németorszagban (Papp et al., 2009) és
legutébb Ausztraliaban (Hyndman és Shilton, 2011). A szakallas agama a legnépszeriibb
kedvtelésbdl tartott hiillé az Egyesiilt Allamokban (Jacobson et al., 2006), és ez valészin(ileg
nincs masképp Eurdopaban sem. Feltételezzik, hogy a kereskedelemben pillanatnyilag nem
létezik fert6zés-mentes tenyészetbdl szarmazd szakallas agama. Az AgAdV-1-nek
vilagszerte el6fordulnak genetikai variansai, melyek — ahogy azt eredményeink is
alatamasztjak — nem korlatozédnak elkilonalé féldrajzi régidkra. Ennek oka valészinilileg az
allatok intenziv tenyésztése, tartasa és kereskedelme. Egy masik ok lehet, hogy olyan régen
még nem folyik a koevolucié, hogy mar teljesen elkilonllé tipusok is keletkezhettek volna.
Feltételezzik azonban, hogy mégis elég régota van jelen a fertézés ahhoz, hogy bizonyos
szaml pontmutacid mar megjelenjen. Noha a fertézést az Egyesiilt Allamokban régéta
Osszefliggésbe hozzak megbetegedéssekkel és elhullassal, gyakran él8, egészséges
példanyokban is kimutathaté a virus, ezért a kérokozéd-képesség megallapitasa tovabbi
vizsgalatokat igényel.

A vizsgalatunk soran pozitivnak talalt egyedek koézil 4 idés, altalanosan gyenge,
rossz kondiciéban 1évd egyed volt. Elképzelhetd, hogy leromlott allapotuk miatt a korabban
meglévd, perzisztens AdV fertézés generalizalodott, ezért tudtuk a virust kimutatni. Mas a
helyzet a négy fiatal, sulyos idegrendszeri tiineteket mutaté egyeddel. Elképzelhetd, hogy
ezekben az AdV-okozta heveny, sulyos majkarosodas valtotta ki a betegséget. Jelenlegi
ismereteink szerint az AgAdV-1 fiatal allatokban okozhat megbetegedést, esetleg elhullast
is. Az ausztral kézlemény szerint egy, részleges DNS-polimeraz gén szekvencigjaban a mi
egyik AgAdV varansunkkal megegyez6 AdV valtozatot mutattak ki egy masik ausztral
agamafajbdl (Ctenophorus nuchalis).

Ugyancsak 90%-ot megkdzelitd volt a torpekaméleonok fertézottsége is. Ezek

azonban mind felnétt, latszolag egészséges példanyok voltak. A szinte miniatlr testméret és
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az elbzetes, fagyasztoban vald tarolas az alapos makro- és mikrokérbonctani vizsgalatot
megakadalyozta. Tény, hogy a kaméleonok élettartama altalaban nagyon rovid, par
hénaptdl max. 2-3 évig terjed (Schaefer 1971; Karsten et al., 2008). Mivel a mintak
allatkereskedés elétti torténete ismeretlen, az allatok barmilyen kortak lehettek. A PCAdV 5,
csupan nt szinten eltér6 variansa szintén elképzelhet6, hogy a kuloénbdzd helyekrdl
begy(jtdtt vagy tenyésztett példanyok atgondolatlan 6sszeeresztésének eredménye. Az
allatok altalaban 5-6 f6s csoportokban érkeztek laboratériumunkba, és minden esetben tébb
variansat is ki tudtuk mutatni a PCAdV-nek. Mindenesetre ez az elsd alkalom, hogy
barmilyen adat rendelkezésinkre all a torpekaméleonok — ezek szerint nagymeértéki — AdV
fert6zottségére vonatkozdan.

A varanuszfélék csaladjanak (Varanidae) tagjai kozul AdV fert6zoéttség gyanujat mar
nagyon koran leirtdk pusztai varanuszban (Jacobson és Kollias, 1986). A molekularis
kimutatas azonban csak tébb mint 20 évvel késébb egy smaragd varanuszbdl tértént (Papp
et al., 2009). A rovid szekvencia alapjan ez a virus olyan tavolinak mutatkozott az ismert
atadenovirusoktol, hogy Papp et al.,(2009) megkérdbjelezték a genusba tartozasat. A
fehértorkli varanuszbdl djonnan kimutatott virus tisztazza ezt a kérdést. A részleges
genomszekvenciakon alapulé torzsfa-rekonstrukciok mutatjak, hogy a smaragd varanusz
AdV-sal egyutt az Atadenovirus nemzetség egy bazalis kladjanak a tagja. A harmadik Uj
hall6AdV, a GLAdV, mely a legelsé AdV a hazankban is él6 nyakorvosgyik-félékbdl, szintén
kozeli rokonsagot mutat a varanuszAdV-okkal a révid polimeraz fragmentum alapjan. A két,
egymastal figgetlen alkalommal kimutatott GLAdV nt szinten azonosnak bizonyult.

Az egyes AdV-ok altaldaban szik gazdaspektrumuak, esetenként inkabb
fajspecifikusnak tekintheték. Erdekes moédon a kigyo-AdV-ok a kivételek csoportjat
gazdagitjak. Az els6 molekularisan vizsgalt hiull6AdV, és egészen PhD munkam kezdetéig
az egyetlen teljes genomszekvencia, a gabonasiklébol szarmazé SnAdV-1 volt (Juhasz és
Ahne, 1992; Farkas et al., 2008). A virust tébb, eltér6 taxondmiai hatter(i kigyofajbdl is
kimutattak, tébbek kdzott kdzdnséges driaskigyobdl (Jacobson et al., 1985), kiralypitonbdl
(Ogawa et al., 1992) és ismét gabonasiklobdl (Abbas et al.,, 2011), de a polimeraz gén
felsokszorozott rovid szakaszan az eredeti szekvenciahoz képest 2 as eltéréssel.
Vizsgalataink soran a SnAdV-1-et mi is megtalaltuk gabonasikléban és kdzdonséges
oriaskigydkban, tovabba két Uj gazdafaj képviselSiben is, nevezetesen egy patkanysikléban
és egy vizisikloban. A vizisikloban val6 kimutatds a legelsé hazai, vadon el6forduld
észlelése barmilyen hull6-AdV-nak. Mindkét faj a Colubridae tagja, ami a legnagyobb
diverzitasu és legszélesebb elterjedési terulettel bird kigyocsalad. A SnAdV-1 kdzonséges
oriaskigydban kimutatott négy genotipusa, és ezek szimultan eléforduldsa egy egyedben,
valamint a gabonasiklokban leirt tovabbi valtozatai (Abbas et al., 2011) a virus és a gazda

hosszu koevolucidés multjara engednek kdvetkeztetni. Szeroldgiai felmérés alapjan a SnAdV-
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1 fertézés gyakran el6fordul él6, egészségesnek latszé kigydkban is (Ball et al., 2014b).
Esetleges korokozé hatasara vonatkozéan nincs megbizhatd adat, de esetenként
zarvanytestes majgyulladassal hozhaté 6sszefliggésbe.

A SnAdV-2 el6fordulasat is tobb kigyofaj egyedeibdl is kimutattak. Legel&szor
kaliforniai kiralysiklébdl irtak le (Garner et al.,2008), majd két viperafajbdl (Viperidae), a
Hagen Uregi viperabdl (Farkas és Gal, 2008) és az aspis viperabdl (Papp et al., 2009)
mutattak ki. A vOros korallsiklé egy ujabb fajjal noveli a SnAdV-2 gazdaspektrumat a
Colubridae csaladbdl.

A kigy6-AdV-ok latszdlag laza gazdaspecificitassal rendelkeznek. Ennek lehetséges
oka a kigyok extrém gyors morfoldgiai evoluciéjaban keresendé (Castoe et al., 2013). Az
immunrendszerik és cellularis receptoraik nem voltak kitéve ilyen foku szelekcids
nyomasnak.

Kétéltlekbdl a vilagon masodik alkalommal sikerllt AdV-t kimutatnunk. Meglep6
modon ennek az Uj virusnak mind a két valtozata jobban hasonlitott a madar vagy kér6dzé
eredetli atadenovirusokra. A viszonylag nagyszamu kétélti-minta ellenére a pozitivitas
alacsonynak mondhatd a hullékhoz képest. Az Osszes pozitiv egyed egyetlen csaladba, a
nyilméreg-békak csaladjaba (Dendrobatidae) tartozik. Azon bellil azonban két, nem
kulénésebben kozeli rokonsagban lévé nemet képviselnek. Prébalkozasaink ellenére a
virust a békak kornyezetében (a terrariumbol szarmazo viz- és urulékmintakbdl) nem sikeralt
kimutatnunk, ami arra utal, hogy virusurités nem, vagy csak alacsony koncentraciéban volt.
Elhulldsok fordultak el6, ha helyhiany miatt tobb nyilméreg-béka faj egyedeit kodzds

terrariumba helyezték.

5.1.2 A pozitiv mintakbol meghatarozott tovabbi szekvenciak;

teljes- és részleges genom-analizis

A LAdV-1 és -2 az elsé teljes gyik-AdV genom, valamint gyikokbdl az elsé két teljes
viralis genomszekvencia. A hull6k atadenovirusainak részletesebb genom-vizsgalatahoz
hasznosnak bizonyultak az altalunk kifejlesztett PCR rendszerek. A legsikeresebb
primerpar, amely mindegyik, ebben a vizsgalatban szerepld, nem izolalt viruson mikodott, a
pentonbazis és pVI génje kozotti szakaszra iranyult. A FrAdV-2 genomjabdl meghatarozott
mintegy 14 ezer bp szekvencia szintén kiemelkedd jelent6ségi, mert ez csupan a masodik
kételti gazdakban talalt AdV. Hosszabb genomszakaszok ismerete elengedhetetlen a
virusok egyértelml besorolasahoz. Azoknal a virusoknal, melyek izolalasara kevés az esély,

kilénésen fontosak a konszenzus primerekkel mikédé PCR-ek. A FrAdV-2 vizsgalatat
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nehezitette, hogy az allatok mérete miatt a DNS izolalasra alkalmas szévet mennyisége is
limitalt volt.

A LAdV-1 genomja az eddigi leghosszabb az Atadenovirus nemzetségben, mig a
LAdV-2 a DAdV-1 utan harmadik (11. tablazat). Ezzel szemben a SnAdV-1 DNS-e a
legrévidebb a genusban. Emiatt kezdetben feltételezték, hogy a genomok hossza és a

kodolt fehérjék szama az evoluciéjuk soran né. A két gyik-AdV genom cafolja ezt.

11. tablazat Az atadenovirusok genommeéretének és génjeik szamanak 6sszehasonlitasa a két gyik-
adenoviruséval. A piros hattér jeldli a legmagasabb értéket, mig a két gyik-adenovirust sarga hattér

emeli ki.
Bovin-4 Ovin-7 Kacsa-1 Kigyo6-1 Gyik-1 Gyik-2
genor(rll);l)ossza 31301 29576 33213 27751 36628 32965
, ) 31+1 35+1
gének szama 32 29 pseudogén 28 pseudogén 34

A két LAdV mellett a FrAdV-2 genomjanak konzervativ régiéjabol meghatarozott
szakaszon is nagyon rovidek a gének kozotti tavolsagok, mely tulajdonsag szintén az
Atadenovirus nemzetség jellemzéje (Farkas et al., 2008; Harrach et al., 2011). Példaul a két
gyik-AdV esetében a hexon és a pVI génje k6zott mindéssze 22 nt talalhato, ez a tavolsag
egy aviadenovirusban (FAdV-1) 59, egy mastadenovirusban (BAdV-1) 51 nt volt. A FrAdV-2
genomjaban ugyancsak minddssze 21 bp. A szomszédos gének kozotti atfedés is gyakori a

nemzetség tagjaiban és el6fordult a harom vizsgalt virus genomjaban is.

5.1.2.1 A LAdV-1 és -2 ITR szekvenciai

Az AdV-ok genomvégeinek kldnozasat és szekvenaldsat altaldban neheziti az 5
véghez tapadd TP. A RACE kit alkalmazasaval kozvetlenll hataroztuk meg az ITR
szekvenciakat, melyeknek a DNS replikacid kezdeti szakaszaban szabalyozé fehérjék
kotdhelyeként szolgalnak (Hatfield és Hearing, 1993; Hay et al., 1995; Van der Vliet, 1995).
Az ITR hossza genusonként és virustipusonként is nagy valtozatossagot mutat.
Legrévidebbnek az atadenovirusokban és siadenovirusokban tlnt; rendszerint nem érte el a
60 bp-t (12. tablazat). Ez alél korabban a SnAdV-1 118 bp hosszu ITR-e volt az egyetlen
kivétel (Farkas et al., 2008). A két LAdV-ban a szekvencia 125 és 126 bp, igy a LAdV-2-é az
eddig ismert leghosszabb atadenovirus ITR. Megjegyzendd, hogy a kér6dzékben és
madarakban el6fordulé atadenovirusokkal kapcsolatban gazdavaltast feltételeziink, mig az

atadenovirusokat a pikkelyes hull6kkel egydtt fejl6d6tt leszarmazéasi vonalnak tekintjuk.
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12. tablazat AdV ITR-ek hossza a kildnb6z8 nemzetségekben. Zdld hattérrel vannak kiemelve a
hulléket fertéz6 atadenovirusok.

Virus neve ITR szekvenciak hossza Genus
Bovin-AdV-4 59 bp

Bovin-AdV-6 42 bp

Ovin-AdV-7 46 bp

Kacsa-AdV-1 53 bp Atadenovirus
Kigyé-AdV-1 118 bp

Gyik-AdV-1 125 bp

Gyik-AdV-2 126 bp

P_IEJ%kkaAA(;?/VSS 18168bbpp Aviadenovirus
Human-Adv-1 102 bp Mastadenovirus
Kutya-AdV-1 161 bp

Beka-Adv-1 36 bp Siadenovirus

Délsarki halfarkas-AdV 30 bp

5.1.2.2 E1 réqid

Az atadenovirusok genus-specifikus génje, a p32K (Both, 2011), egyes baktériumok
un. SASP (Small Acid Soluble Protein) fehérjéivel mutat rokonsagot (EIé et al., 2003). A
nagyszamu bazikus as jelenléte alapjan feltételezik, hogy a SASP-okhoz hasonléan a p32K
szerepe is a DNS csomagolasa és sejtmagba juttatasa. A fehérje N-terminalis részén
talalhat6 elsé proteolitikus vagasi hely szekvenciaja a két LAdV-ban kilénbozik. A LAdV-2-
ben és a SnAdV-1-ben a szekvencidja GGAVR, mig LAdV-1-ben a valin helyett leucin
talalhaté. A p32K egy rovid szakaszat sikerult felerdsiteni a PCAdV 2-es genotipusabdl és a
GLAdV-bél is, igy a masodik, megbrzottebb proteolitikus vagasi helyet azonositottuk mind a
négy hull6-AdV esetén (24. abra). A GLAdV kivételével (LDAL’G) ez mindharom virusban
megegyezik az eddigi 6sszes atadenovirus p32K fehérjéjében leirtakkal ((I/M)DGL’'G).
213 284
LAdV-1 ERIPSRGRKLILTGLFGTGVGVVLDLLLGSPLNLTGRLIRLIISLIPGGSLIINT[DGLGYLLGKFQDNPL
LAdV-2 ERIPSRGRKLILTGLFGTGVGVVLDLLLGSPLNLTGRLIRLITISLIPGGSLIINT[DGLGYLLGKFQDNPL

PCAdV ERIPORGRKLILTGLEFGTAVGVVLDILLGSPLGLTTRLIRLIIGLVPGGSLILGTMDGLGY IMGMFQONNPL
GLAdV EKVPARGRRLIMTGLEGTALGIVMDVLLGSPLRLTTRMLRLIINMLPAGGLILGGLDALGYLIDTEFKGNVL

24. abra A hill6-adenovirusok p32K fehérjéjének részleges aminosav-szekvenciajabdl készilt
illesztés. A feltételezett proteolitikus hasitasi szignalt piros betik, valamint keretezés jeldli. A szignal
mind a négy esetben a 2-es tipusu vagashelyek konszenzusaval egyezik meg. A meg6rzétt aminosav
reziduumok szlirke hattérrel jeléltek. (GLAdV — fligyik-adenovirus, LAdV — gyik adenovirus, PCAdV —
térpekaméleon AdV)

A p32K gént jobbra az r szalon kdveti mindkét LAdV-ban harom gén, melyek

jelenléte szintén a nemzetség tipikus tulajdonsaga (Both, 2011). Az LH1-nek egyedil a
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DAdV-1 genomjaban nincs homolégja. Az LH2 fehérjével homolég proteint semmilyen
organizmusban nem irtak le, igy funkci6jat nem ismerjuk. Az LH3 gén terméke strukturalis
fehérje, melynek jelenlétét sikertlt kimutatni az OAdV-1 kapszidjaban (Gorman et al., 2005).
A fehérje homolég a mastadenovirusok E1B 55K fehérjéjével, melynek anti-apoptotikus
hatasa van (Vrati et al., 1996). Ezt nem sikerult bebizonyitani az OAdV-7 esetén, a fehérje
meglehetésen magas kopiaszama ellenére sem, igy valodi funkcidja tovabbra is ismeretlen
(Gorman et al., 2005). Spanyolorszagban Carmen San Martin kutatdcsoportja a LAdV-2

kapszidjaban is azonositotta mint strukturalis proteint (Pénzes et al., 2014).

5.1.2.3 E2 és L réqié

A LAdV-1 és -2 genom a kdzponti régiéban 16 gént tartalmaz. A konzervativ
genomszakasz jobb végén, az | szalon talalhaté a DBP (DNS-kotd fehérje) génje. A fehérje
minden atadenovirusban, igy a két LAdV-ban is kevesebb, mint 400 as-bdl all. Az
Atadenovirus és a Siadenovirus nemzetségek kivételével a fehérje hossza altalaban
meghaladja a 400 as-at.

A konzervativ régio bal szélén, az | szalon elhelyezkedd E2B régié 3 gént tartalmaz.
A régiot majdnem teljes hosszaban a FrAdV-2 genomjabdl is meghataroztuk. Mindharom
AdV pTP génjében megtalaltuk a splicingra utalé szekvenciakat, ami az egész csaladra
jellemzd. A bal genomvég felé haladva kdvetkezik a DNS-polimeraz gén, amely ugy tinik,
nem splice-olt, szemben a mastadenovirusokéval (Davison et al., 2003). A régio kdvetkez6
génje a Va2, mely kifejez6dés szempontjabdl intermedier. Szekvencidjaban mindharom
virusgenomban intron talalhat6. Az elsé 6 (LAdV-1 és 2) illetve 5 (FrAdV-2) as-at kédold
exon a DNS-polimerdz gén szekvencidjaval atfedésben helyezkedik el. A Va2 hasonlé
szervezG6dése altalanos a Mastadenovirus genusban (Reddy et al., 1998), azonban egy
atadenovirus, az OAdV-7 transzkripcidos mintdzatanak vizsgalatakor kisérletesen sem tudtak
kimutatni splicing meglétét (Khatri és Both, 1998).

Mind a két LAdV-ban, mind a FrAdV-2-ben azonositottuk a proteolitikus hasitasi
helyeket a prekurzor fehérjék szekvenciajaban. Az L régié masodik génjében, a pllla-ban a
vagashely meglep6 eltérést mutatott a hillé- és nem hullé-eredetl atadenovirusokban. A
fehérje C-termindlisahoz kdzel talalhatdé konszenzus az atadenovirusokban (M/L/I)XGX'G as
sorrendl. Az OAdV-7-ben az LIGH'G as szekvencia talalhaté a fehérje C-terminalistdl 20 as
tavolsagra (Vrati et al., 1996). A szekvencia legjobban a SnAdV-1 esetén tér el, mivel
ellentétben a tdbbi atadenovirussal nem leucinnal kezdédik (VSGT’G) (Farkas et al., 2008).
A LAdV-1 és 2-ben ezzel azonos motivum volt. A FrAdV-2-ben viszont LLGD’G, ami a
DAdV-1-ben talalhaté motivummal egyezett meg. A vagashely kovetni latszik a hill6-nem

hillé atadenovirus elkulonulést.
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A pVIl és pX fehérjéken feltételezett proteolitikus hasitasi helyeket 6 uj hillé- és egy
kétéltd AdV esetén tudtuk elemezni. Eddig minden pVII fehérjében két hasitasi helyet irtak le
(Davison et al., 2003). Az N-terminalis fel6li mindig 2-es tipusu. Ez megdrzottnek bizonyult
az altalunk vizsgalt virusokban is. A masodik vagasi hely genusonként specifikus. A mast-
és siadenovirusokban kivétel nélkil 1-es tipusu, mig az aviadenovirusokban 2-es tipusu. Az
atadenovirusokban a 2-es tipusnak egy rendhagyo tipusat mutattak ki, melyet sokaig 3-as
tipusként emlegettek (Vrati et al., 1996; Davison et al. 2003). A proteaz szubsztrat-
specificitasat vizsgalva azonban kiderUlt, hogy ez is 2-es tipusunak szamit (Ruzindana-
Umuyana et al., 2002). Az altalunk vizsgalt hillé- és kétélti-AdV-ok pVIl fehérjéi, a GLAdV
kivételével, a 2-es tipusu vagasi hely eredeti konszenzusaval 6sszhangban 1évé, és nem a
rendhagy6 hasitasi helyet tartalmazzak ((L/I)RGT'G) (25. abra). Erdekes, hogy a SnAdV-1-
nek a kézoénséges oriaskigyébdl kimutatott valtozataban szintén ezt a hasitasi szekvenciat
(IRGT’G) talaltuk, szemben a teljes genom szinten vizsgalt SnAdV-1-gyel (IRAT'G). Ezek
alapjan elmondhaté, hogy a vagashelyek alaptipusa tovabbra is megérzott az egyes
genusokban, azonban a motivum még tipuson belil is valtozatos szekvenciaval
rendelkezhet.

A variabilis mérettel és szekvenciaval rendelkez6 pX fehérje a legkisebb AdV
magprotein. Megdrzottséget kizardlag a proteolitikus vagasi helyet kdvetd transzmembran
domén mutat. A vagashelyek szama eltéré lehet (1-3), de gyakran genusonként jellemzé
(Davison et al., 2003). Az atadenovirusokban egy protedz vagashely mutathaté ki, melynek
konszenzusa (M/L/I)XGG’X (1-es tipus). Mar a SnAdV-1 hasitasi helye is, de még inkabb az
altalunk vizsgalt uj hillé atadenovirusok tamasztjak ala, hogy a szignal kulonboézik a hallé-
és nem hullé eredetl atadenovirusokban (26. abra). Utébbiakban ugyanis egységesen az
MRGG’F motivum mutathatd ki, mig a nem-hull6 eredetlieké LXGG'F konszenzussal
rendelkezik. A FrAdV-2 pX fehérjéjében az LKGG’F szekvencia figyelheté meg, mely azonos
a DAdV-1-ben leirttal, mely ugyancsak megerésiti a fent leirtakat. A fehérje atlagosan
hosszabb a hull6 eredetl AdV-okban (76-88 as szemben a 66-72-vel), mely aldl egyetlen
kivétel az AgAdV-1 pX (64 as), mint az eddigi legrévidebb atadenovirus pX (26. abra).
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Aviadenovirus

tyuk-1
pulyka-5
pulyka-1
liba-4

Mastadenovirus
huméan-7
simian-1
canin-1
denevér TJIM

Atadenovirus

gyik-1

gyik-2

t. kaméleon (1)

t. kaméleon (2)
boa (kigyb6-1 var.)

kigyo-1
bovin-4
ovin-7
varanusz-2
agama-1
kacsa-1
fligyik-1
béka-2

Siadenovirus
raptor-1
szkua-1
pulyka-3
béka-1

25. abra Proteolitikus hasitasi helyek az AdV-ok pVIl fehérjében. Aldhuzassal jeldltek az altalunk
szekvenalt virusok nevei. Az els6, minden genusban megd&rzoétt hasitasi helyet kék hatterezés és

MASTIVYSPEiEINeE
MHSVVY S PHiBEINele
MTAVLLS PpBNIRee

2-es tipus

MSILISP§mNene

MSILISP

MSILISP
MAILISP
MAILISP

MSILISPE
MSILISP

MSILISP
MSILISP
MSILISP
MPILISP
MSILMSP
MSILVSP

2-es tipus

IRATQHPVRVRGH
RRSSQHPVRVRGH
QKSDQHPVYVQAH
QKSDQHPVFVRAH

2-es tipus
/devians 2-es tipus

RFTLGTPVPVRHYYRA
RFTLSTPVPVRHYYRA
—————————————————— HWSDIQPVRVOK
—————————————————— HWSDIQPVRVOQK
—————————————————— TFTDSTPVSVRH
—————————————————— TFTDSTPVSVRH
—————————————————— KFSKRQPVRVRP
—————————————————— KFSKKQPVRVRP
—————————————————— VFTPAQPVRVRS
RYRRAQPVPVHSYYRS
—————————————————— RFSEREPVRVRS

EPSDVYTVRVRE
EPSDVYTVRVRE
QPSDIYTVRVRE

GNSAMRD
GNSSMRD

ARAMRGSG APSDVYTEHVRG

keret jeldli. Zold hattér jeloli a genus specifikus hasitasi helyek koziil azokat, melyek megfelelnek az
eddig leirtaknak. Az atadenovirusokban el6szor felismert, nem rendhagyoé szekvenciaju
konszenzusok sargaval hatterezettek, akarcsak a virus neve, melybdl kimutattuk 6ket.

BAdV-4
BAdV-6
OAdV-7
DAdV-1
VAdV-2
SnAdvV-1
GLAdV
PCAdV

MKVVHVLKPSRRRKRSTRKKIFLKRYSTPIVLNKELTGGFLPALIPTTAAAISAAPATAGTVIAAQNAKRS
MKVVHVLKPSRRRKRSTR-KHFLKYYSTPEVLKKELQGGFLPALIPTTAAAIGAAPATAGTVIAAQNAKAFLN
MKVVHVLKSPHRRRHTRRYKKLKKINLSPYILPKELQGGFLPALIPTTAAAISAAPATAGTVIAAKNANRS

MRRSRSYGGLRYGHSVVRYRRSSQVRARRPRRRLKGGFLPAIIPLIAAAISAAPATAGTVIAAKNAR

MAVRRLKIVKLQQORRRRRRPVRRTPKRTDRSLLARRRRGRMRGGFLPLLIPLLSAAIGAAPATAGTVLMAKNQNRG
MARLRRAKRTSYRRRRRTTRTRTVVTRTARSTVRRRGGRIVYRTSKTTRVGTRRMRGGFLPLLAPILAAAIGSIPGIVIAAKQK

MVRLVRLRRTRRPRRRRRIVSSTLLVPRRRRTGNRNKRVRIGTRRMRGGFLPLLPITAAAIGAIPGIAGTIIAAKQS

MVTVRVVRRPYHRRQRRRTRRVTRTETVVRARSSNGRRRIVYQTSKMTKVGNRRMRGGFLPLLPLLGPITASAIGAVPGIVMAAKSR

LAdV-1 MARLRLVTCRTARTHTRRRPRRRVTRSRTVTRTTRVTRRGHNVVYKTMRKTAKIGSRRMRGGFLPLLAPILAAAIGAIPGIVVAARQK

LAdV-2 MARLRLVTCRTARTHTRRRPRRRVTRSRTVTRTTRVTRRGHNVVYKTMRKTARIGSRRMRGGFLPLLAPILAAAIGAIPGIVVAARQK

MVTAVVIKRRRRRPRRRYVYTSRPRCALRRKRRMMRGGFLPLLAPILAAAVGSIPGIVMAAKQR
MVVRRRRSKRTKRSPVSHIRRRRPRRRNSNRKLKGGFLPALIPITAAAIGTIPGIAGAVIASKQONR

AgAdV-1
FraAdv-2

26. abra Az atadenovirusok eddig ismert teljes pX aminosav szekvenciai. Megfigyelhet6, hogy
minden hull6 eredetli atadenovirusban (ezek a nevek félkdvér betiikkel) egységesen az MRGG’F
hasitasi szignal (sarga hattér) talalhato, ellentétben a nem-hiillé eredetliekkel. A proteolizis utan
aktivalédoé megdbrzott transzmembran domén délttel szedett. Az altalunk szekvenalt virusok nevei

szirke hatterliek. (Réviditések: AgAdV — szakallas agama-AdV, BAdV — bovin AdV, DAdV - kacsa-

AdV, FrAdV — béka-AdV, GLAdV - flgyik-AdV, LAdV — gyik-AdV, PCAdV — térpekaméleon-AdV,

SnAdV - kigy6-AdV, VAAV — varanusz-AdV.)
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Az L régié génjei kozll a pentonbazis szekvenciajat sikerllt meghatarozni a két
LAdV mellett a FrAdV-2 és a PCAdV genomjabol. A motivum, mely a fiber farok kotédési
helyeként szolgal, meglehetésen megd6rzott, és RLSNLLG az as szekvencigja a human
AdV-okban (Roberts et al., 1986b). A szekvencia a két gyik AdV-ban RINNMLG, a PCAdV-
ben RLNNMLG, melyek jobban emlékeztetnek a SnAdV-1-ben leirtra (RISNMLG) (Farkas et
al., 2002). A FrAdV-2-ben a legnehezebben felismerhet6 a motivum, mely egy as-val
rovidebb is: RNMQLG. A t6bbi ismert atadenovirushoz hasonléan az RGD motivum, mely a
sejtfelszini integrinekkel létesit kapcsolatot, nem volt jelen (Mathias et al., 1994).

Az L régié szervez6dése a tovabbiakban nem mutatott eltérést a tobbi AdV-hoz

képest. A szintén az L régio részét képz6 fiber gént a kdvetkezd fejezet targyalja.

5.1.2.4 Fiber

Az antennaszer( fiber génje az utolsé tagja az MLP-rél kifejez6dé géneknek az L
régidoban. A fehérje az N-termindlishoz kézeli farki, az ezt kévetd szar, és végil a C-
terminalis feléli feji végbdl all (Louis et al., 1994). Ez utdbbi a legvariabilisabb, mivel a
gazdasejt receptorahoz vald koétédés a feladata. A pentonbazishoz csatlakozo farki rész a
legmegbrzottebb. A szar régid egy harmas [-spiral, mely valtakozdé szamdu
alismétlsdésekbdl all. Altalaban 16 as alkot egy periédust (van Raaij et al., 1999).

Meglepetésiinkre, mindkét LAdV-ban két, kissé eltérd méretii fiber gént talaltunk. Az
elsé gén egy rovidebb (fiber1), mig a masodik egy kb. 1,5x hosszabb fehérjét (fiber2) kodol.
Két fiber gént korabban csak a Mastadenovirus és az Aviadenovirus genus egyes tagjaiban
mutattak ki. Két, tandem pozicidban lévd fiber gén fordul el6 a HAdV-40 és 41-ben (Yeh et
al.,, 1994; Wu et al., 2003; Song et al., 2012) és néhany majom-AdV-ban (Kovacs et al.,
2005; Chiu et al., 2013), de ezek termékei - egy rovidebb és egy hosszabb fiber fehérje —
egyesével, alternativ pentonbazisokba agyazva jelennek meg a virionban. A
mastadenovirusok csucsonként egy fibert és tulnyomé tobbségik genomonként egy gént
tartalmaz. Ezzel szemben, az Aviadenovirus genus tagjaiban a pentonbazis az eddig
megfigyeltek szerint két fiber fehérje trimert hordoz, fliggetlentl attél, hogy azokat egy vagy
két gén kddolja (Hess et al., 1995; Chiocca et al., 1996; Kajan et al., 2012; Marek et al.,
2012).

A LAdV-ok fibereinek szerkezeti predikcidit és modelljét a 27. abra mutatja be, mig
elektronmikroszkdpos felvételeik a 28. abran lathatok. Mindkét LAdV-ban az elsé fiber gén
volt révidebb. A szarmaztatott fehérje 331 as-bdl allt. A két virus révidebb fibere k6zott 95%
azonossagot allapitottunk meg. Mindketté a SnAdV-1 fiberéhez allt a legkdzelebb, 51-52%

as-sorrend azonossaggal.
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LAdV-1 fiber 1
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LAdV-2 fiber 1
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27. abra Az 1-es (LAdV-1) és a 2-es (LAdV-2) tipusu gyik-AdV fiber proteinjeinek aminosav-
sorrendjei és szerkezeti predikcidja. A régiok farok-szar-fej sorrendben abrazoltak, megfeleléen a
szerkezet vazlatos rajzaval. A farok régié magi lokalizacios szignaljat sziirke, a pentonbazis-ko6té

motivumot zdld, az ismeretlen funkciéju PPF motivumot kék hattér jeldli. A szarban a tripla B-spiral
szabalytalan fordulatai sargaval vannak kiemelve.

28. abra Elektronmikroszkdpos felvételek a 2-es tipusu gyik-adenovirus pentonjairdl. Az elsé harom
felvételen az 1-es, a jobboldali harmon a 2-es fiber lathaté (Rosa Menéndez-Conejero felvételei).
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Az N-terminalis feléli farok régidban kimutathaté a meg6érzott nuklearis lokalizacids szignal
(NLS), mindkét esetben KRAK motivummal (Hong és Engler, 1991). Szintén meg6rzott
mindkét virusban a pentonbazishoz val6 kotédést szolgalé motivum (PDPIYPFG), valamint
az ismeretlen funkcioju PPF szekvencia is (Caillet-Boudin, 1989). A szar 10, viszonylag
szabalyos ismétlédést tartalmaz, melyek kdzll csak egy hosszabb fordul el6. A predikciok
alapjan megallapitott szarhossz megfelel a Carmen San Martin kutatocsoportja altal végzett
elektronmikroszképos vizsgalatok soran tapasztaltaknak. A SnAdV-1 fibere joval hosszabb,
14 ismétlédést tartalmaz (Farkas et al., 2008). A fej régiot csak hozzavetélegesen tudtuk
kijelolni, mivel a mastadenovirusokra jellemz6, a fej kezdetét jelz6 TLWT motivum az
atadenovirusokban nincs jelen. A fej régié mindéssze 123 as hosszu, mely meglehetbsen
rovid, akarcsak a tobbi atadenovirusban. Ez a régié a mastadenovirusokban kb. 180 as, az
aviadenovirusokban 200 as feletti, ugyanekkor SnAdV-1-ben csak 111 as.

A 2-es fiber as szekvenciaja mutatta a legnagyobb eltérést a LAdV-1 és 2 homolég
génjei kdzott; csupan 87%-ban azonosak as szinten, mig a tobbi gén esetén ez nem esik
92% ala (29. abra). A kulénbségek zome a fej régiora korlatozédik. A tdbbi AdV-sal
O0sszehasonlitva mindkett6é a denevér-AdV-3 (Li et al., 2010) fiberével eredményezte a
legmagasabb egyezést (31% - LAdV-1, 35% - LAdV-2), ami egy mastadenovirus. A farki
régioban az NLS szekvenciaja egyértelmien azonosithaté (KRAR), akarcsak a pentonbazis-
kété motivum (PDPVYPID ill. PDPVYPLD). A PPF motivumbdl azonban mindkét esetben
csak PF van jelen. Mindkét 2-es fiber szar 15 ismétiédést tartalmaz, am a 16 as-ankénti
rendezett struktira kevésbé nyilvanul meg. A LAdV-1 esetén 4, a LAdV-2 esetén 3 ,torés”
mutathato ki benne. A TLWT motivumbdl pusztan a triptofan (W) van jelen.

Az AdV-ok strukturdlis diverzitdsat vizsgalidk a madridi Spanyol Nemzeti
Biotechnoldgiai Kozpont Szerkezeti Bioldgiai Intézetében. Mivel a LAdV-2 mind genom-
szervez6dése, mind pedig gazdaeredete alapjan kulonlegesnek tint, egyuttmikodest
kezdeményeztek a LAdV-2 proteomikai tanulmanyozasara. A virionban mindkét fiber fehérje
jelenlétét sikerult kimutatni. A pentonokrol készilt EM felvételeken is kétféle strukturat
figyeltek meg; bizonyos pentonbazisokon egyetlen rovid fiber, mig masokon 3, hosszabb
fiber lathatd. Valdszinisithetd tehat, hogy a fiber1 all egyedil, mig a fiber2 harmasaval
helyezkedik el. A tény, hogy nem sikerllt az univerzalis integrin-k6t6 RGD motivumot
Kimutatni a pentonbazisban, arra enged kdvetkeztetni, hogy a fiberek tébbféle receptorhoz is
képesek kotédni. A HAAV-41 esetén bebizonyosodott, hogy csak a hosszabb fiber képes a
CAR-hoz csatlakozni (Roelvink et al.,1998), mig a FAdV-1 csak mikéd6 hosszu fiberek
esetén képes CAR-ral rendelkez6 eml8s sejtek fertézésére (Guardado-Calvo et al., 2007). A
rovid fiberek receptorat még nem ismerjuk, de minden bizonnyal egy masik receptorrél van

sz6. Az RGD motivum nem talalhaté meg sem a HAdV-41, sem a FAdV-1 pentonbazisaban.
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Feltételezheté tehat, hogy a LAdV-ok kilénbdz6 fiberei is az univerzalisabb kétédést

szolgaljak.
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legjelentésebb eltérés a fej, valamint a szar régié fejhez kozelebb es6 szakaszaban van jelen.

Végig kell még azt is gondolni, hogy tobb fiber hogyan helyezkedhet el egy
pentonbazison. Azoknak az aviadenovirus fibereknek az as szekvencigjaban, melyekbdl
kettd van egy vertexen, egy un. poliglicin stretch talalhato, mely glicin reziduumok sorozatos
ismétlédése a farki régiokban. Az ilyen motivumok a rugalmas fehérjerégiokat jellemzik
(Miller et al., 2009). A LAdV fiberekben nincs ilyen G-stretch, azonban 2-es fiber farki régioja
meglepben rovid. A szar struktiraja a harmasaval elhelyezkedd fiber-2 esetén sokkal
rendezetlenebb. Valoszin(, hogy a LAdV-1 és 2 fiberei szamara ezek, az EM felvételen is jol
lathatd elcsuszasok biztositjak a hosszu szarak szamara a receptor kotéséhez szikséges

hajlékonysagot.

5.1.2.5 E4 réqgi6 és a genomok jobb vége

Legvariabilisabbnak a fiberektdl jobbra elhelyezkedd ,E4” régiét és az ezt kdvetd
szakaszt talaltuk. Az atadenovirusokra jellemzének tiint, hogy ez a szakasz révidebb, mint a
mast- vagy aviadenovirusok esetében, am hosszabb, mint a siadenovirusokban (Davison et
al., 2003; Farkas et al., 2008). Mindkét LAdV-ban az itt talalhatd gének szama jéval
meghaladja a tébbi atadenovirusét. Azt, hogy mennyire dinamikus itt az evolucid, jél tlkrozi
a két LAdV kozti 3645 bp kuldénbség, mely a LAdV-1 kettével tobb génjében jelentkezik a
LAdV-2 itt talalhatd 13 génjén feldl.

Kdzvetlenll a fibert kdvetben, az | szalon azonositottuk a harom E4 gént, melyek
helyzete és hossza nem tért el jelentéen a SnAdV-1-étél. Azonositottuk az E4.1 gént is,

melynek homoldgja minden atadenovirusban megtalélhatd, kivéve a DAdV-1-et, ahol egy
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leolvasasi keret-elcsiszas miatt ez az ORF feltehetéen nem miikddik génként (Hess et al.,
1997).

Az | szalon kovetkez6 ORF7 egy rovid gén, melynek csupan a SnAdV-1 genomjaban
van homologja. Eddig ugy gondoltuk, hogy az ORF jelenléte specifikus tulajdonsaga a
SnAdV-1-nek, azonban, amennyiben az atadenovirusok pikkelyes hull6-eredetét vesszik
alapul, ez valészinileg egy pleizomorf tulajdonsaga a hillé-atadenovirusoknak.

Az | szélon talalhato RH (right hand) régié megléte szintén tipikus tulajdonsaga a
genusnak. A régioban gyakoriak a duplikaciés események. Tipustol fuggbéen az eddig
vizsgalt atadenovirusokban az RH gének szama 1 és 6 kozotti. A SnAdV-1 genomjaban
egyetlen RH gén talalhatd, igy az alacsony szamot tekintjik 8si tulajdonsagnak. Ezt a két
LAdV egyetlen RH génje is alatamasztja. A nem-hillé atadenovirusok RH génjében
kimutattak egy un. F-box motivumot (Both, 2008). Ez az egyetlen része a fehérjének, ami
eukaridta-eredeti fehérjékkel homoldgiat mutat, ahol a sejtciklus szabalyzasaban jatszanak
szerepet az egyes ciklin fehérjék ubikvitinizaciéjaval, azaz degradaciéra vald kijelolésével
(Bai et al., 1996; Patton et al, 1998). Feltételezheté tehat, hogy a nem-hill§
atadenovirusokban a gazdavaltas a sejtciklus befolyasolasat kéveteli meg, emiatt vannak
jelen ezek az RH génjeikben (Both, 2008). A LAdV RH gének szervezédése viszont felveti a
kérdést, hogy vajon a gén duplikacidja utani masodlagos 6sszeolvadasrél van-e szo, vagy
csupan ez az a koztes allapot, amelybdl a tovabbi RH gének keletkeztek. Valdszinlbbnek
véljik, hogy a stop kodon masodlagosan tlinhetett el, melyre bizonyiték a meglehetésen sok
egyezd motivum a gén két felében. Feltehetéen az F-box motivum mar jelen volt a jobbra
esd 6s-RH-ban amikor az 6sszeolvadas megtértént, ez megmagyarazna, miért esik olyan
tavol a jelenlegi fehérje N-terminalistol.

A genom RH régigjatol jobbra l1évd 8 ill. 6 gén kdzul csupan 3-nak ill. 2-nek van
homoldgja mas AdV-okban. Az r szalon elhelyezked6 ORF1 egyetlen homoldgja a DAdV-1
ORF1 génje, melynek funkcidja tisztazatlan, és eddig a DAdV-1-re specifikusnak gondoltak
(Hess et al., 1997). A LAdV-2-ben a protein 147 as hosszu, a LAdV-1-ben viszont csak 92
as. Medfigyeltik azonban, hogy a teljes frame megtalalhato itt is, am 136 as utan beékel6d6
23 bazis 4 stop kodont is tartalmaz, ,elrontva” ezzel a leolvasasi keretet. Mind a két LAdV
annotalasa kdzben megfigyeltik, hogy az eleinte start kodonnak gyanitott metionin elétt a
leolvasasi keret még 220 ill. 221 bp hosszan folytatddik. Mind a két LAdV-ban talaltunk egy
potencialis splice akceptor helyet az upstream stop kodonhoz kozel. Az ORF-t6l balra
elhelyezkedd Osszes potencidlis donor helyet megvizsgaltuk, hogy a hozzajuk tartozo
leolvasasi keret ugyanolyan megérzétt-e mindkét virusban. Végul egyetlen ilyen ORF-et
sikerult talalni, mely a donor hely el6tt 33 as-at kodol, kozel ugyanabban a poziciéban
helyezkedik el mindkét virusban, a szekvenciaja pedig csupan 1 as-ban kulonbdzik. A
feltételezett intron hossza 2339 ill. 2337 bp. A DAdV-1 esetén, mely ORF1 génje 69%-0s
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egyezést mutat a LAdV ORF1 génekkel, nem tartalmaz akceptor helyet, és csupan 18 bp
helyezkedik el a start kodon és az azt megel6z6 stop kodon kozoétt. Mivel az ORF1 funkcidja
tisztazatlan, nehéz megmondani, hogy mi lehet a LAdV-ok splice-olt ORF1 génjének
biolégiai jelentésége. Ami a LAdV-1 ORF1 génjének pseudogénné valasat illeti,
valoszinlsitjuk, hogy nagyon ujkeletl mutaciérdl van szd, ahol az sem zarhato ki, hogy a
jelenlegi allapot csupan a sejttenyészeten valé passzalasok eredménye és a vad tipusu
virusban nincs ilyen mutacié. Ez megmagyarazna, hogy miért maradt meg a frame tobbi
része — beleértve a donor helyet is — ép allapotban. Tovabba arra engedne kdvetkeztetni,
hogy az ORF1 terméke a patogenitasban jatszik szerepet.

A 105R gént el6sz6r a mokuscickany-AdV-ban mutattak ki (Schondorf et al., 2003)
(Mastadenovirus), ahol az r szalon helyezkedik el és egy 435 as hosszu fehérjét kodol.
Homologiat mas mastadenovirusokban nem, de a SnAdV-1 genomjaban azonositottak
(Farkas et al, 2008), ahol szintén a genom jobb végéhez kozel, am az ellentétes () szalon
helyezkedik el. A fehérje mérete mindéssze 178 as. A két LAdV 105R génje egyarant 471 as
hosszu terméket kddol, melynek szekvencidja 94%-ban egyezik egymassal, és kdzelebb
allnak a moékuscickany AdV 105R génjéhez (30% azonossag), mint a SnAdV-1-éhez (27%).
Az N-terminalis résziikben, mellyel homolég szakaszt a masik két virus fehérjéje nem
tartalmaz, egy lg domén mutathaté ki, mely a V-tipusi immunglobulinok kézé tartozik. Ig
doméneket eddig csak aviadenovirusokban irtak le (Davison et al., 2003; Kajan et al., 2010;
Kajan et al., 2012). Az Ig doménen kivuli részek kdzo6tt azonban homoldgia nem mutathato
ki, ezért valészinl, hogy a domént is eltéré evolucios uton vették fel. V-tipusu Ig domént
tartalmaznak tdbbek kozott egyes T-sejt felszini glikoproteidek, sejtadhézidés molekulak
(JAM-0k), és a CAR receptorok (Smith és Xue, 1997). Feltételezhetd, hogy a 105R
fehérjének, amennyiben részt vesz a virion felépitésében, fontos szerepe van a receptorhoz
vald kétédésben és a virus-immunrendszer kdlcsonhatasokban. Egyedulallé médon az AdV-
k kozott a LAdV-1 genomjaban két gén is homolégnak bizonyult a 105R-rel. A 105R 2 as
szekvencidja 26% ill. 20% azonossagot mutat a SnAdV-1 és a mékuscickany AdV 105R-rel,
és 19%-ot a LAdV-2 105R-rel. A LAdV-1 105R 1-gyel ez az érték 25%. A szarmaztatott
fehérje hossza 647 as, igy ez az eddigi leghosszabb 105R gén. Feltételezhetéen ez is a
virus-immunrendszer interakciokhoz koét6éd6 fehérje lehet; a BLAST homoldgia keresés
alapjan 33% azonossag mutathatd ki NK sejtek felszini receptoraival, valamint kétféle Ig
domén (lg, C-tipusu Ig) is fellelhetd benne.

A tovabbi 5, a LAdV fajon kivili homoldgokkal nem rendelkezé ORF génként valo
mikodését és funkcidjat csak feltételezni tudjuk. Az r szalon jobbra haladva még egy ORF
talalhato, az ORF2, mindkét virusban. Homoldgia keresés alapjan a kodolt fehérje a C-
tipusu lektinek csaladjaba tartozik, mely csaladba tartozé proteinek virusokban (pox- és

asfarvirusok) és egyes eukariota immunsejtekben (NK sejtek felszini receptorai, lymphocitak
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CD69 receptorai) vannak jelen. Pontos funkcidjuk a virusokban nem ismert, de
feltételezhet6, hogy az immunrendszerrel valé kdlcsonhatasokban van szerepik (Fukuda et
al.,, 1999; Neilan et al., 1999; Wilcock et al., 1999; Alfonso et al., 2000). A LAdV-1 ORF2
nagymértékl hasonlosagot mutat kulonb6z6 teknbsfajok ezen csaladba tartozo fehérjéivel,
mig a LAdV-2-ben a hasonlosag inkabb poxvirusokkal és eml6sok C-lektin fehérjéivel
jelentdés. Ez az elsd eset, hogy AdV-okban e fehérjecsalad génjére emlékeztetd ORF-et
talalnak.

Az ORF4 as szekvenciajaban mindkét virusban kimutathatdo egy un. coiled-coil
motivum a 36. és a 60. as kozott. Az ilyen motivumok jellemzbek a transzkripcids faktorokra,
és altaldban a génexpresszid szabalyzasaban jatszanak fontos szerepet (Mason és Arndt,
2004). A mastadenovirusok IX-es jel fehérjéjében, melynek a tébbi genus egyik tagjaban
sincs homoldgja, is leirtak ilyen motivumot. A IX-es jell fehérjének, mint szerkezeti fehérje,
a kapszid stabilizalasaban van szerepe, de transzkripciés faktorként az MLP aktivalasaban
is részt vesz (Lutz et al.,, 1997; Rosa-Calatrava et al., 2011). Feltételezhetd, hogy -
homolégok hianyaban — az ORF4-r8l keletkezd fehérje ezzel azonos szerepet tolt be a
LAdV-okban. Két tovabbi, csak LAdV specifikus ORF (ORF3, ORF6) funkcidja ismeretlen,
szekvenciajuk alapjan erre kdvetkeztetni sem tudtunk. Ugyanez mondhato el a csak a LAdV-
1-ben megtalalhaté ORF5-rél is. Az ORF6 a régié harmadik (LAdV-1), valamint a masodik
(LAdV-2) legnagyobb méretii fehérjéjét kédolja, mely 415 as hosszu.

5.1.3 Filogenetika és torzsfa-rekonstrukcio

Barmelyik fehérje alapjan készitett tdérzsfan jol lathatd, hogy az 6t nemzetség tagjai
monofiletikusak, a genusok jol elkildnllnek egymastol. A tdrzsfak egyuttal nyilvanvald
bizonyitékok a virusok és gazdafajok kdzotti koevoluciéra is (Benkd és Harrach, 2003). A
diagnosztikai  vizsgalatok sordn meghatarozott rdvid DNS-polimeraz szekvencia
alkalmasnak bizonyult a genus-szinti besorolasra (10. dbra). A nemzetségen belili evolucié
vizsgalatdhoz azonban nem volt megfelel6, csupan durvabb kdvetkeztetéseket lehetett ez
alapjan levonni. Ennek oka a szekvencia révidsége mellett annak megdrzoéttsége is. A
régiora tervezett primerek ezért feltehetéen minden AdV nemzetség tagjait felismerik. Az
ujonnan kimutatott PCAdV a legtdbb hillé atadenovirust tartalmazd monofiletikus csoportba
kerult. Ezzel szemben ugy tlnik, a szintén Ujonnan kimutatott GLAdV és VAdV-2, a
korabban leirt VAdV-1-gyel egyutt (Papp et al., 2009), egy kulén monofiletikus, eddigi
legbsibb agat adjak az atadenovirus-kladnak. Ez nem latszik a hosszabb szekvenciaval
készllt torzsfan (11. és 13. 4&bra), viszont egyértelmlen bizonyita a virus
atadenovirusokhoz vald tartozasat. Ugy tlnik, a GLAdV a jelenleg ismert legdsibb

atadenovirus, ami megerésiti a genus Squamata-eredetét. A két LAdV részleges polimeraz,
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pentonbazis, valamint teljes pVIl szekvencidgja — noha gazdafajaik a Varanoidea
szupercsalad tagjai — a tobbi pikkelyes hull6-AdV kozott helyezkedik el. Figyelembe kell
venni azonban, hogy a VAdV-2 bazalis helyzete nem all fent sem a pVIl (13. abra), sem a
pentonbazis alapjan készilt térzsfa (11. abra) esetében sem. Valészin(i, hogy a DNS-
polimeraz génnek e rovid, meglrzott szakasza nincs kitéve olyan mértéki szelekcids
nyomasnak, mint a genom tobbi része.

A régi zootaxonomiai rendszerek az Iguania kladot (leguanok, agamak és
kaméleonok) a pikkelyes hull6k egy bazdlis csoportjaként kezelték, de egyre inkabb
bebizonyosodik, hogy nem tarthaté az Iguania—Scleroglossa testvércsoport szinti
elkdlénulés (Albert et al., 2009; Wiens et al., 2012; Pyron et al., 2013). Sét, elébbi egy
meglehetésen apomorf kladnak tlinik beagyazva a korabban Scleroglossa néven egyesitett
pikkelyes hull6k kozé. Ezzel az eredménnyel dsszhangban vannak az AdV torzsfak is. A
Lacertidae csaladot — az Iguaniatdl eltéréen — mindig apomorf, a Varanoidea szupercsalad
testvércsoportjaként kezelték, ennek ellenére egyre inkabb a csalad 6sibb mivolta latszik
beigazolddni. Ezt erésitette a pikkelyes hillék AdV-ainak evolucios vizsgalata.

A FrAdV-2 a DNS-polimerazon alapuld rekonstrukcid soran monofiletikus
csoportban jelent meg a nem-hillé eredeti AdV-okkal (10. abra). Ez valészinUsiti, hogy a
virus nem a kétéltliekkel egyltt fejl6dott, hanem gazdavaltds eredményeként kerilt a
nyilméreg-békakba. Noha a pentonbazis alapjan a virus 6sinek tiinik, ez mégsem zarja ki a
gazdavaltas tényét, mivel a GLAdV pentonbazis szekvenciajat nem ismerjuk. Feltételezhetd,
amit a pVII alapjan készllt fa is megerésit, hogy egy nagyon régi gazdavaltasrol van szé.

A pVII alapjan késziilt térzsfarekonstrukcion megfigyelheté (13. abra), valamint e
prekurzor fehérje 2. proteolitikus vagashelye alapjan elkilénithetd (25. abra) csoportok nem
feleltetheték meg egymasnak. Ugy tinik, hogy a hasitasi hely tébbszor is oda-vissza
alakulhatott evolucidja soran (13. abra).

A genus-specifikus p32K részleges as szekvencidjan alapuldé fan megfigyelhet6 a
hallé-, illetve nem-halld atadenovirusok monofiletikussaga (12. abra). Ez a tdbbi fan nem
mutatkozott ilyen egyértelmien.

Az RH génekkel végzett rekonstrukcio harom nagy kladot kuloénit el (14. dbra). Ezek
kozll a legbazalisabb tartalmazza a LAdV RH(1) génjét a kér6dz6-AdV-ok RH6 és a BAdV-4
RH1 génje mellett. A masik két klad kdzelebb van egymashoz. A LAdV RH(2) ugyanabba a
csoportba kerult, mint a SnAdV-1 RH génje, valamint a DAdV-1 két RH homoldgja. Ez
megerdsiti azt a feltételezést, hogy a két gén masodlagosan olvadt dssze, mivel azok eltérd
evolucios eredettel birnak. Mivel mindharom kladban megtalalhatok olyan RH gének, melyek
mar tartalmazzak az F-box motivumot, valdszindsithetd, hogy a nem-hullé atadenovirusok
olyan 6soOktél szarmaznak, ahol mar kialakult ez a motivum. Lehetséges az is, hogy a

SnAdV-1 RH génje masodlagosan veszitette el azt.
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5.1.4 G+C tartalom

Az Atadenovirus nemzetség neve az elséként tanulmanyozott, ide tartozé virusok
genomjanak magas A+T aranyara utal. Az eddig szekvenalt hill-atadenovirusok azonban
mind kiegyenlitett (~45-50%) G+C arannyal rendelkeznek (Wellehan et al., 2004; Farkas et
al., 2008; Papp et al.,, 2009; Hyndman és Shilton, 2011; Ascher et al., 2013; Ball et al.,
2014a). Ezt megerésitik az altalunk kimutatott uj atadenovirusok is (8. tablazat). Ez a
kllénbség a G+C aranyban a hillé és nem-hullé gazdak kdzott szintén alatamasztani latszik
az atadenovirusok hullé eredetét. Ugyanis mind DNS- (Shackelton et al., 2006) mind RNS-
(Poss et al., 2006) virusok esetén megfigyelték, hogy a genom bazis-Osszetéte az A+T
iranyba eltolédik, ha uj gazdafajt fertéznek meg. Elképzelésunk szerint tehat a
megnovekedett A+T arany az Uj, nem hull6 gazdaszervezethez val6 adaptaldédast
szolgalhatta. Az Atadenovirus nemzetségen kivil még a Siadenovirus-ra jellemzd a nagyon
alacsony (34,9-38,5%) G+C arany. E nemzetség evollciés gazdaeredete pillanatnyilag
tisztazatlan, és minden eddigi esetet gazdavaltasnak tekintenek. Ezt alatamasztja, hogy
minden siadenovirust beteg vagy elhullott allatbél mutattak ki (Kovacs et al., 2010; Harrach
et al.,, 2011). Hasonlé megbetegedéseket atadenovirusok is okozhatnak kérédzékben
(Woods et al., 1996; Debey et al., 2001; Graham et al., 2005) és madarakban is (Das és
Pradhan, 1992; Bidin et al., 2007; Cha et al., 2013). A FrAdV-2 extrém alacsony G+C
tartalma is alatamasztja az elképzelést, miszerint ez a fertézotiség gazdavaltas atjan jott
létre. Ezzel 6sszhangban van az is, hogy a virust komoly mérték{ elhullas soran mutattuk ki
metamorfézison nemrég atesett, fiatal példanyokban.

Mind az Ujonnan kimutatott hill6 AdV-ok, mind a mar korabban leirtak DNS
szekvencidja a 45-55%-0s G+C tartalom mellett is bizonyos fluktuaciét mutat. Kiemelkedik a
VAdV-2 és az AgAdV-1 55% feletti G+C tartalma. A jelenség oka esetleg a gazdafaj

genomjanak G+C tartalmaval lehet dsszefuggésben.

5.2 Parvovirusok

5.2.1 PCR-es szilrdvizsgalatok; prevalencia és diverzitas

Az altalunk tervezett és hasznalt PCR rendszer egyértelmiien alkalmasnak bizonyult
a hullékben eléforduld dependoparvovirusok rutin kimutatasara. Azokban az esetekben is
sikeres volt a kimutatas, ahol helper virus hidnyaban PV csak kis mennyiségben volt jelen
(16. abra). Hasonldéan hatékony primereket a rep-re nem sikerllt tervezni. Két eltérd,
degeneralt primer garniturat alkalmaztunk egy révid szakasz feler8sitésére is. Az asogyik

mintdbdl egyik primer parral sem sikerllt a génszakasz felerfsitése. Ez vagy a minta
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alacsony virustartalmanak tudhaté be, vagy a kromoszomalis DNS-be integralddott
genomszakaszt detektaltunk a cap PCR-rel (Belyi et al., 2010).

A szlrévizsgalattal alacsony (4,2%) prevalenciat figyeltink meg az altalunk vizsgalt
hallékben. Fajokra lebontva, a fert6zéttség a szakallas agamak esetében volt a
legmagasabb. Négy uj virussal noveltuk, azaz megharomszoroztuk a hill6kbdl molekularis
uton kimutatott PV-ok szamat. Ezek az els6 molekularis adatok gyikok PV-os fert6zottségrol.
A torpekaméleon-PV a legels6 eset, hogy kaméleon-félékben (Chameleonidae) PV jelenlétét
diagnosztizaljak. Korabban csak egyetlen fajban, a szakallas agamaban figyelték meg PV-
ok jelenlétét (Jacobson et al., 1996). Mivel akkor molekularis alapu kimutatas nem tortént,
nem tudjuk megmondani, hogy a PhD munkam soran kimutatott uj BDPV ugyanez a virus
lehet-e.

A gabonasikl6-PV a molekularisan kimutatott kigyo-dependoparvovirusok kozott
mindossze a harmadik a sorban. Korabban mar tobb, a Colubridae csaladba tartozé
siklofajban is leirtak PV-szer( partikulumok jelenlétét, azonban molekularis vizsgalatok
nélkul (Heldstab és Bestetti, 1984; Ahne és Scheinert, 1989).

A Trogonophis wiegmanni PV amellett, hogy egy telijesen Uj, eddig le nem irt PV,
egyuttal a legels6 virus, melyet aségyikokbdl (Amphisbaenia) mutatnak ki. Az Amphisbaenia
elnevezésli csoport taxondmiai helyzete vitatott a herpetolégusok korében, emiatt
besorolasa is folyamatosan valtozik. A jelenleg a pikkelyes hillékén bellil suborder rangon
nyilvantartott csoport tagjai a fold alatt él6, asé életmdodot folytatd, megnyult testd,
csOkevényes vegtagokkal rendelkezd hillék (Kearney, 2003). Filogenetikai elemzések
alapjan a csoport monofiletikus, és az ovilagi terresztridlis gyikokkal (Lacertidae) van kozeli
rokonsagban (Townsend, 2004; Wiens, 2012). A morfolégiai alapu taxonomiai vizsgalatok
szerint viszont mas végtag nélkili pikkelyes hullékkel, igy dibamidakkal és kigyokkal
tartozhatnak egy csoportba (Conrad, 2008). Az Uj asogyik PV, hasonléan a tébbi hill6-PV-

hoz, a Dependoparvovirus nemzetség tagja.
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5.2.2 Replikacios tulajdonsagok

A 7 pozitiv minta kozul kettdben sem sikerilt kimutatni semmilyen
nagymeéreti DNS-virus  jelenlétét. Helpert6l  fuggetlen replikaciora képes
dependoparvovirusokat eddig kizarélag vizimadarakban irtak le (Le Gall-Reculé és Jestin,
1994; Brown et al., 1995; Zadori et al., 1995). A GPV-t és a DPV-t korabban a csirke- és
pulyka-PV-okkal (ma Aveparvovirus genus) gondoltak egy nemzetségbe tartozénak. A teljes
genomjuk analizise soran azonban kiderllt, hogy egyértelmien az akkor még csak
f6éemlésdkben ismert AAV-kal tartoznak egy genusba (Zadori et al., 1995). Ez a felfedezés
vezetett ahhoz az elgondolashoz, hogy az autondm replikaciora képtelen, emlés AAV-ok
valdjdban madar eredetld (ekkor még hullé-PV-ok létezéserdl nem voltak informaciok),
autondm 6s0oktdl szarmaznak (Zadori et al., 1995; Lukashov s Goudsmit, 2001). A legelsé
hallé-PV, a SAAV teljes genomjanak szekvenalaskor végzett filogenetikai vizsgalatok
alapjan azonban utébbi bizonyult dsibbnek, igy emiatt valészinilsitik a Dependoparvovirus
diapsida-eredetét (Farkas et al., 2004). Noha kisérletes bizonyiték maig nem all
rendelkezésre, eredményeink azt tdmasztjak ala, hogy a hullék dependoparvovirusai szintén

képesek 6nalloé replikaciora.

5.2.3 A szakallas agama parvovirus genomszervezddese; a

hosszabb genomszakaszok részletes elemzése

5.2.3.1 Altalanos jellemzék és transzkripcio

A szakallas agamakbdl kimutatott PV még csak a harmadik teljes viralis genom,
melyet gyikokbdl hataroztak meg, és az els6, melyet nem izolaltak elé6zéleg. Emellett az elsé
olyan gyik virus, melynek genomszervezédése, és ezaltal evolucidja és taxonomiai
hovatartozasa is j6l vizsgalhatd (az elsé kett6 a — szintén ennek a munkanak a keretében
vizsgalt — LAdV-1 és 2).

A genom hossza (4590 nt) — hasonléan a SAAV-hoz — révidebb, mint a Dependoparvovirus
nemzetség tobbi tagjanal megfigyelt (Farkas et al., 2004). A f6eml&soket fert6z6 AAV2
genomja 4675 nt hosszu, melyb8l mindkét végen143 nt-ot tesznek ki az ITR-ek. A SAAV
genomja 4432 nt, ahol a genom mindkét végén 154 nt esik az ITR-ekre. A két ITR kdzotti
régio alapjan a BDPV jelenleg a legrovidebb genomu tagja a Dependoparvovirus-nak. A 257
nt-bdl allé ITR-ek viszont a harmadik leghosszabbak a GPV és a DPV ITR-jei utan (457, ill.
444 nt). Az ITR-eken belldl 130 palindrom nt alkotja a haijtli-szer(i, szabalyos Y alaku
masodlagos szerkezetet. Legkdzelebbi rokonanak, a SAAV-nak a hajtli jéval révidebbek,
am a masodlagos szerkezet kialakitasaban kézel ugyanannyi, 122 nt vesz részt. A Rep

fehérje kotédési helyéll szolgald szignal a dupla szalu szakaszban 18 nt-ra helyezkedik el a
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trs-t6l (terminal resolution site), ahol a Rep elvagja a kétszalu DNS-t (Qiu és Pintell, 2008).
Ez a tavolsag csupan egy nt-dal rovidebb a SAAV-ban. Az AAV-ok ITR szekvenciainak
minésége fontos szerepet jatszik a gazdasejt genomjaba tértend integracié soran (Galli és
Cervelli, 2014). Elképzelhetd, hogy a BDPV ITR-ek hosszu, egyszalu szakaszanak is ez a
funkcioja.

A BDPV genom-szervez6dése nem tér el jelentésen a dependoparvovirusokra
jellemzétél. A két ORF kozotti, nem kodold régido hossza meg6rzott a Dependoparvovirus
genusban, jellemzéen 15-18 nt (Li et al., 2010). Ebbe a tartomanyba mindharom altalunk
vizsgalt hull6-PV beleillik. A genus jellegzetessége a harom RNS promoter megléte (Tijssen
et al., 2011). A BDPV genomban sikerult mindharom prométert azonositani. A TATA boxok
pozicidi alapjan 323 nt-nal a p5, 803 nt-nal a p19, és 1852 nt-nal a p40 helyezkedik el.
Ezektdl szamitva az NS proteinek transzlacios start helyei 53 és 224 nt-ra kévetkeznek, mig
a p40 TATA boxtél a VP1 start kodon 242 nt-ra talalhato. Ezek az értékek 50, 164 és 284 a
SAAV-nal (Farkas et al., 2004) és 79, 104 valamint 411 a GPV és DPV esetén (Zadori et al.,
1995).

A BDPV genom az 1.704-3.203 nt kozotti szakasza 6sszehasonlithaté a masik két
hallé-PV-éval. A rep ORF-re tervezett primerek kozul kaldnbdzd garniturak mikodtek a
CSPV és a PCPV esetén, igy el6bbibdl 1.821, utdébbibdl 1.500 bazis hosszu szakaszt
nyertink ki (19. abra). A P40-nek megfelel6 promoéter a CSPV esetén 226, a PCPV esetén
244 nt-dal el6zi meg a VP1 start kodonjat.

A dependoparvovirusok esetében az alternativ splicing fontos szerepet kap a
kllénb6zb funkcioju fehérjék eldallitasaban (Qiu és Pintel, 2008; Tijssen et al, 2011;
Cotmore et al., 2014). Az AAV2-nél az elsé akceptor hely utdan az NS fehérje C-
terminalisdhoz egy 16, illetve 7 as hosszu fehérjeszakasz kapcsolodik (Qiu és Pintel, 2008).
A SAAV esetén az els6 akceptor helyet kdvetd oligopeptid hossza 5 as, mig a masodik
akceptor hely utan rogtdon stop kodon kdvetkezik (Farkas et al., 2004). A donor és akceptor
helyek szekvencidja gyakran eltérhet az ismert konszenzustdl (Qiu és Pintel, 2008). Az
intron hossza az eddig részletesen vizsgalt eml&s eredetl dependoparvovirusok esetén 300
nt kordli (Ruffing et al., 1994; Chiorini et al., 1999), mig a madarakat fert6z6kben valamivel
rovidebb, 205-215 nt kézott van (Zadori et al., 1995; Estevez és Villegas, 2004). A SAAV-
ban csak 160 nt, mely a legrévidebb dependoparvovirus intronhossz (Farkas et al., 2004).
Az &ltalunk vizsgalt mindharom hullé6-PV-ban szintén joval 200 nt alatti ez a szam (10.
tablazat). A feltételezett donor hely szekvencidja egyedil a CSPV esetén tért el a
konszenzustdl, mig az akceptor helyeknek — a BDPV kivételével — alternativ szekvenciaja
van. Az els6 akceptor hely utan csupan a PCPV NS fehérjéjének C-terminalisa kap egyetlen
as-bdl allé farkat, mig a masik két virusban stop kodon kdvetkezik. A masodik akceptor hely
utan a BDPV és a CSPV NS fehérjéje 2, mig a PCPV esetében 3 as hosszu toldalékot kap.
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Megelbzve a két feltételezett akceptor helyet — hasonléan a tébbi
dependoparvovirushoz — helyezkedik el a VP1 fehérje start kodonja. Mind a harom hull6-PV
genomja 3 VP fehérjét kodol, melyek kézil a VP2 fehérje start kodonja alternativ (ACG),
hasonloan a tobbi PV-hoz (Tijssen et al., 2011).

A Dependoparvovirus nemzetség eddig vizsgalt tagjait transzkripcids profiljuk alapjan
harom csoportra lehet osztani (Qiu és Pintel, 2008). Az elsé csoportba kizardlag a
f6éemldsOk virusai tartoznak, nevezetesen az AAV1-AAV6, az AAV5S kivételével. Jellemzé
rajuk a hosszu, 320 nt koruli intron, és az, hogy mRNS-eik kizardlag egy szignalon
poliadenilalédnak, mely a genom végén talalhato, kdzvetlenil a cap utan. A donor és
akceptor helyek szekvencigja alternativ. A masodik csoport tagjai az un. AAVS tipusu
dependoparvovirusok, ahova a kér6dzdk és ragcsalok dependoparvovirusai is tartoznak
(Lochrie et al., 2006). Ebben a csoportban a két proximalis prométerrél atirocdo mRNS-ek
sokkal hamarabb, egy, az intronban talalhatd, poliadenilaciés helyen poliadenilalédnak. A
harmadik promoéterrél keletkez6 mRNS-ek keresztilirodnak ezen a szignalon, és csak —
hasonléan az elsé csoporthoz — a genom 3’ végén poliadenilalédnak és esnek at a
splicingon. A harmadik csoportba tartozik az avian adeno-associated virus (AAAV) és
vélhetbéen a vizi szarnyasok PV-ai is (Qiu et al., 2005; Qiu et al., 2006). Ebben a csoportban
az upstream promoterekrdl képzddott mMRNS-eknek csak egy része poliadenilalédik a belsé
szignalon. A harmadik promoéterrél keletkez6 mRNS-ek valtozé aranyban splice-olédnak
vagy nem. A GPV esetében feltételezik egy masik, az eredetihez képest upstream helyzet(
intron 1étezését is, mely egy tovabbi, kisebb méretli NS fehérje keletkezését teszi lehetbvé
(Qiu et al., 2005). Mi mind a harom altalunk vizsgalt hllé-PV-ban azonositottunk egy belsé
poliadenilacios szigndlt az intronban (19. abra), azonban a transzkripcids profil tovabbi
feltérképezésére iranyuld vizsgalatokat nem végeztink. Emiatt nem tudjuk jelenleg
megmondani, milyen szazalékban lehet szerepe ennek a szignalnak. A BDPV genomban

nem talaltunk a GPV-éhoz hasonld, feltételezett upstream helyzeti intront.

5.2.3.2 Fehérjék

A BDPV NS1 fehérjéjében az I-es replikaciés motivum as szekvencigja HMHCVL
volt, mely tartalmazza a két megdrzoétt hisztidint és a tovabbi, erésen hidrofob karakter( as-
akat, akarcsak a SAAV esetében. A két konzervativ hisztidin nemcsak a PV-ok kérében, de
az egeész éldvilagban a rolling circle mechanizmusok iniciaciojaval és terminaciojaval
kapcsolatos (Koonin és llyina, 1992). A ll-es replikacios motivumban jol kivehet6k voltak a
tirozin reziduumok. A SAAV esetén a 140., a BDPV esetén 141. pozicidban Iév6 tirozin az

AAV2-ben a 152. pozicidban talalhaté meg, és kovalensen képes kotédni a genom &’
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végeéhez. A lll-as replikacios motivum mindharom alegységének szekvenciaja és pozicidja
leginkabb a SAAV-ban 1év6hoz hasonlit, az NTP-kotéhely szekvenciaja meg is egyezik
(GPATTGKT).

A VP1 N-termindlis végén a BDPV-ban is felismerhet6 a PLA motivum. Ez a
kigydméregben talalhatd foszfolipazzal mutat nagymértékii hasonldésagot, és minden
dependoparvovirusban meg6rzott (20. abra). Funkcioja a viralis genom Kkijuttatésa a késéi
endoszomakbal (Zadori et al., 2001).

A PV-ok kisméretl kapszidja erésen limitaljia a genomméretet. Nyilvan ezért
gyakoriak az un. alternativ ORF-ek, melyek altalaban atfednek valamelyik {6 ORF-fel, vagy
olyan kisméretlek, hogy el tudnak helyezkedni a két f6 ORF kozott huzddd régioban
(Allander et al., 2001; Day és Zsak, 2010; Tse et al., 2011). Az AAV2 cap génjével végzett
kisérletek soran ugy talaltak, hogy a VP3 start kodonja elétti genomszakaszban
bekovetkezé mutaciok esetén nem épul 6ssze mikodbéképes kapszid (Sonntag et al., 2011).
Kiderilt, hogy egy alternativ (CTG) kezdetii, a cap ORF-fel teljes atfedésben Iévé, rovid
ORF nélkulozhetetlen a kapszid dsszeépliléséhez a sejtmagvacskaban. A minddssze 23
kDa sulyua fehérjét assembly activating proteinnek (AAP) nevezték el, ami egy scaffolding
protein. Eddig mind a 13 AAV tipusban leirtak (Naumer et al., 2012), azonban allati eredeti
dependoparvovirusokban még nem vizsgaltak. Az AAP Osszeépllést aktivaldo hatasa két
konzervativ motivum meglététél fiigg; a fehérje N-terminalisahoz kozeli hidroféb régiétél és
a konzervativ magtol (Naumer et al., 2012). A hidroféb régié hossza meglehetésen
valtozatosnak mutatkozott a nem f6eml6és eredetli dependoparvovirusok koézoétt. Mig a
féemlés AAV-ok esetén négy, hidrofob aminosavak alkotta szakasz talalhatdé polaris
aminosavakkal korilvéve, addig a hill6-PV-oknal ezek szama csupan 3, a vizi
szarnyasoknal 2-3, azonban az AAAV esetén ugyancsak 4, az eml6s6khdz hasonldéan. A
konzervativ magi régié minden esetben nagyon hasonléan épult fel. Nem ismert a funkcidja
a prolin gazdag régiénak, ugy ahogy a treonin/szerin gazdag régioknak sem, azonban el8bbi
megdrzdttsége és utdbbiak szabalyos elhelyezkedése arra enged kovetkeztetni, hogy ezek
is esszencialis motivumok lehetnek (Naumer et al., 2012). A pikkelyes hull6-eredetll PV-
okbdl gyakorlatilag hianyzik a prolin gazdag régid, mig a madar-eredetlekben — az AAAV
kivételével — er8sen redukalt. A hilld dependoparvovirusokban a treonin/szerin gazdag
régiok kozul csupan 3 azonosithaté szemben a madarakéban talalhat6 4-gyel és az emlGs-
eredetliek 5-ével (21. abra).

Az AAP felfedezése el6tt is ismert volt, hogy a VP fehérjék C-terminalis kozeli része
nélkilozhetetlen a kapszid kialakulasahoz (Ruffing et al., 1994; Wu et al., 2000). Kiderult,
hogy ez az esszencidlis szakasz csupan az utolsé 29 as-at érinti, ebbdl is az AAV2
esetében az 1682-es as-at korilvevé hidroféb as-akat. Ezek bizonyultak az AAP
kétéhelyének (Naumer et al., 2012). A BDPV esetében a feltételezett AAP kétéhely az M689
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koré esik (30. abra). A 7 aminosavbdl allé motivum szekvencigja megegyezik a SAAV-ban

kimutathatéval.

AAV2 664
BtAAV 653
BAAV 665
Csl1RAAV 647
AAVS 653
AARV 672
DPV 661
GEV 661
BdPV 650
SRAV 651

30. abra Assembly-activating protein kétéhelyek a VP fehérjék C-terminalisahoz kézel. A kapszid
sikeres dsszeépuléséhez nélkuldzhetetlen, valdszinileg az AAP hidroféb doménjének kotShelyeként
szolgalé 7 aminosavat bekereteztik. A csillagok jel6lik a meg6rzoétt hidroféb aminosavakat.

5.2.4 Taxondmia és torzsfa-rekonstrukcio

Mind a négy, ujonnan kimutatott hall6-PV egyértelmlien a Dependoparvovirus
nemzetségbe tartozik, am hivatalos rendszertani javaslatot csak a BDPV besorolasara
tehetiink. A BDPV Rep fehérje as sorrendje legkozelebbi rokonaval, a SAAV-sal 58%-ban
azonos, igy uj fajnak tekintheté. Javasoljuk a Squamate dependoparvovirus 2 nevet.

A cap ORF-bél nyert révid szekvencia, melyet a PCR vizsgalatok soran erésitettiink
fel, alkalmas a genus szint(i besorolasra, azonban nem alkalmasabb részletesebb evolucids
kovetkeztetések levonasara (15. abra). A gyokérként hasznalt Aveparvovirus nemzetségtél
valo hatarozott elkilonulés jol mutatja, mennyire nem meg6rzott az egyes genusok kozott a
cap ORF. A Dependoparvovirus genuson belll viszont ez a rovid szakasz jol meg6rzott.
Ezért a PV-ok evoluciojat a rep ORF alapjan szokas vizsgalni (Tijssen et al., 2011; Cotmore
et al., 2014). A VP1 rovid szakasza alapjan készilt térzsfa is monofiletikus csoportként
jeleniti meg az dsszes pikkelyes hillé-PV-t (15. abra). Az dsszes diapsida-eredetl virus
mégsem képez monofiletikus csoportot, mivel az AAAV nem esik ebbe a kladba.

Ezzel szemben sokkal jobb felbontast ad a teljes Rep fehérje alapjan szamolt térzsfa
(22. abra). Az egyes genusok megbizhatdéan elkilonlinek, és a BDPV — legkdzelebbi
rokonaval, a SAAV-sal egyltt — nagyon magas (98) bootstrap értékkel bizonyul a legésibb
leagazasnak. A torzsfa alapjan monofiletikus csoportot képeznek mind a madarak, mind az
emlésok dependoparvovirusai is. Ez teljes mértékben 6sszhangban van azzal, amit Farkas
és mtsai (2004) megallapitottak a SAAV evolucidja kapcsan.

Az AAP alapjan készllt, gyokértelen térzsfa megerdsiti a hill6-PV-ok és a vizi
szarnyasok dependoparvovirusainak 0sszetartozasat, azonban az AAAV az emlds

eredetliekkel kerllt egy agra (23. abra). Ez 6sszhangban van azzal a ténnyel, hogy az
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AAAV AAP szerkezete sokkal inkabb emlékeztet az eml8sdk dependoparvovirusaiban, mint

a hullé- és vizi szarnyas PV-okban talalhaté homologjara.

5.3 Kovetkeztetések

PhD munkam els6dleges célja a hullékben és kétéltliekben el6forduld AdV-ok és PV-
volt. Ehhez egyrészt szlirbvizsgalatot folytattunk az esetleges Uj virusok felderitése és a
mar ismertek prevalencigjanak megallapitasa céljabdél, masrészt genom szinten is vizsgaltuk
mind az ujonnan kimutatott, nem izolalt virusokat, mind a mar rendelkezésiinkre all6é hill6-
AdV izolatumokat.

A hdllék DNS-virusainak diverzitasat tikrézi, hogy 314 elhullott allat mintajabdl hét,
eddig ismeretlen virust mutattunk ki és 3 Uj hull6fajjal bévitettlk két ismert virus
gazdaspektrumat. Emellett el6szor igazoltuk molekularis adatokkal, hogy PV-ok is
eléfordulnak gyikokban. A konzervaciés programok egyik fontos terlletét képvisel6
allatcsoportban, a kétéltliekben is kimutattunk egy 0j AdV-t, melynek mint kérokozénak, akar

komoly kérnyezetvédelmi jelentésége is lehet.

5.3.1 Adenovirusok

A kimutatott AdV-ok nagy jelentéséggel birnak a hillékbél és kétéltliekbdl eddig
felderitett AdV-ok szamanak gyarapitasa miatt. AdV el6fordulasat elsé alkalommal mutattuk
ki révidfarku térpekaméleonban, hosszufarku flgyikban és fehértorka varanuszban.

Eredményeim arra utalnak, hogy mind a szakdllas agamakban, mind a
térpekaméleonokban a fertézés nem ujkeletli. Erre abbdl kévetkeztetiink, hogy mindkét
virusnak szamos genotipus variansa létezik. A szakéllas agamakban ez as szinten is
manifesztalodik, ami arra utal, hogy a PCAdV-hoz képest ennek a virusnak tébb id6 allt
rendelkezésére a szegregaciohoz. Ehhez jarulhat még hozza az a tény, hogy a szakallas
agamak kereskedelme sokkal nagyobb mérték(i, és hosszabb ideje folyik, mint a
térpekaméleonoké. A kilonb6zb eredetli — és emiatt a koérokozok kildonbdzd valtozatait
hordozd — egyedek nem korlltekinté kezelése melegagya lehet az uj, gyakran patogénebb
tipusok kialakulasanak (Pasmans et al.,, 2008). Valdszinisithetd, hogy a PCAdV
genotipusainak G+C aranyaban tapasztalhato fluktuacio is ennek tudhaté be; az uj tipussal
valé fert6z6dés a G+C tartalom csdkkenését vonja maga utan. Ezzel ellentétben a kigyok —
egy evoluciésan joval fiatalabb csoport — AdV-ai képesek atlépni a faji barriert, aminek
feltehet6 okai kdzott szerepel a gazdafajok gyors adaptiv radiacidja. Ez elsGsorban a
morfoldgiai tulajdonsagokat érintette, és kevésbé befolyasolta az immunfolyamatok jellegét.
A SnAdV-1 gazdaspektrumat 2, mig a SnAdV-2-ét 1 Uj fajjal gyarapitottuk. A SnAdV-1
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kimutatasa az egyik Uj gazdafajbdl, a vizisiklébdl, az elsd olyan hillé-AdV, amit hazankban
vadon él6 allatban mutatnak ki.

A két LAdV izolatum teljes genom elemzésén kivil most el6szdr nyertlink Ki
jelentésebb genomszakaszokat nem izolalt kétéltli- és hullé-eredetli AdV-okbdl. Ennek
soran a pVIl és pX telies génjének felerdsitését szolgald primerpar bizonyult a
legsikeresebbnek. Tobb uj virus esetében jol mikdodtek a pentonbazis gén hosszabb
szakaszat, valamint a hexon, 100K és Va2 rovid szakaszat célzd6 PCR rendszerek is. A
p32K gén jelenlétét el6szor sikerllt kimutatni és elemezni két uj, nem izolalt gyik AdV-ban.
Ugy tiinik, hogy a fehérie eltér6 evoluciéos utat jart be hiillé- és nem-hiilld
atadenovirusokban, amit a torzsfa-rekonstrukcié eredménye is alatdmaszt. Biztosra
vesszik, hogy a gén jelen van a tébbi atadenovirusban is, melyekkel munkam soran
foglalkoztam, am rendkivil variabilis szekvenciaja miatt univerzalis PCR rendszerek
tervezése nehézségekbe Utkdzik. A pentonbazis as sorrendjének vizsgalata a két LAdV
izolatum mellett lehet6évé valt két tovabbi uj gyik (VAdV-2, PCAdV), valamint egy Uj kétéltl
AdV esetében. Hasonldéan a korabban leirt atadenovirusokhoz, az RGD motivum mindegyik
pentonbazisbdl hianyzott.

A pX gén teljes szarmaztatott as szekvenciaja alapjan egyértelmien latszik, hogy a
vagashely szekvencigja alkalmas a hulldé — nem hull§ atadenovirusok elkilonitésére,
akarcsak a pllla proteolitikus hasitasi helye, mely szintén meg6rzétt a hallé
atadenovirusokban.

PhD munkam kezdetekor tébbé-kevésbé elfogadott ténynek szamitott, hogy az
Atadenovirus nemzetség Squamata eredetli. Eredményeim megerdsitik ezt a feltételezést.
Minden, pikkelyes hull6bdl eddig kimutatott AdV atadenovirusnak bizonyult. A G+C tartalom
nemcsak a teljes genomra, de a révidebb szakaszokra vetitve is kiegyensulyozott az 6sszes
altalunk vizsgalt hill6-AdV-ban, akarcsak a tdbbi eddig leirt pikkelyes hillé atadenovirus
esetében. Elméletiinket alatamasztja még a toérzsfa-rekonstrukcio is; ugy tinik a jelenleg
ismert leg6sibb atadenovirus a GLAdV.

Bar az atadenovirusokat igy mara mar négy gerinces osztaly képviseliben is
megtalalhaténak bizonyultak, tovabbra is a legvaldsziniibb, hogy az eredetileg pikkelyes
hullékkel egyltt fejlédott leszarmazasi vonalat jelentik. A gyikokbdl és kigyokbdl kimutatott
AdV-ok bizonyos tulajdonsagaik alapjan a legésibb atadenovirusoknak latszanak. Példaul, a
hosszu ITR-ek mintha fokozatos degradacion esnének at a feltételezet gazdavaltasokat
kdvetben. Ezzel szemben az RH gének szdma az 8sibb allapotban kevés (1), és az U
gazdakban, valészinlleg az adaptacio kovetkezményeként duplikalodik, illetve
multiplikalodik. A genomialis DNS bazis-Osszetételében vald eltolodas (az A+T iranyaba)

szintén tekinthet6 adaptacios kdvetkezménynek.
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Eredményeink ravilagitanak arra is, hogy az atadenovirusok sokkal valtozatosabbak,
mint eddig gondoltuk. Ennek példaja a splicing jelenlétének kimutatasa harom atadenovirus
IVa2 génjében is. A LAdV genomok vizsgalata soran 5 olyan ORF-et talaltunk, melyek
fajspecifikusak, és funkcidjukat legjobb esetben is csak sejteni tudjuk. A két virus egy fajba
sorolhatonak tekinthet6, am még e két tipus jobb genomvége is jelentdsen kilonbozik
egymastol. A két fiber gén jelenlétére a LAdV-okban jelenleg nincs elfogadhaté magyarazat.
Biztos azonban, hogy parhuzamos evolucié eredményeként egymassal kozeli kdzds 6son
nem osztozéd AdV csoportoknal is tdbbszdr megjelent a két fiber. A FAdV-1 csak akkor
képes in vitro emlés sejtek megfertézéseére, ha a hosszu fiber is jelen van, am ez utébbi nem
szukséges a homolog (hazityuk) sejtek sikeres fert6zéséhez (Roelvink et al., 1998;
Guardado-Calvo et al., 2007). Egy, a LAdV-2 rdvid polimeraz szekvencia as sorrendjétdl
csupan egy as-ban kulonb6zé AdV-t Ausztraliaban kimutattak torpe szakallas agamaban
(Hyndman és Shilton, 2011). Mindkettébdl koévetkezhet, hogy a két fiberre a szélesebb
gazdaspektrum eléréséhez van szikség. Figyelembe véve, hogy a LAdV-2 szamos
génjének (F-box motivum az RH-ban, Ig domén a 105R-ekben, C-lektin-homolég ORF2)
szerepe az immunrendszer hatasanak kivédésével kompetens, az sem zarhaté ki, hogy a
virus eredetileg a nyugati szakallas agamak virusa, és éppen adaptalédik a mexikoi
viperagyikhoz, mint Uj gazdafajhoz. A masik meglep6é tény, hogy a két LAdV Osszes
homolég fehérjéje (kivétel a csak a LAdV-1-ben eléforduléd 105R2) kozll a fiber2, azon beldl
is annak szar és feji régidja kllonbdzik egymastdl a legnagyobb mértékben, mig a fiberl
jobban megbrzétt. Ez azt sugallhatja, hogy a fiber2-nek nagyobb a szerepe a
gazdaspecificitasban, illetve a receptor, melyhez kétédni képes variabilisabb, mint az 1-es
fiber receptora. Ez esetben a szakallas agamakbdl kimutatott valtozat fibereinek vizsgalata
alatdmasztana ezt. Ellentmond a fenti elméletnek azonban az eddigi legszélesebb
gazdaspektrummal biré atadenovirus, a SnAdV-1, melynek genomjaban ennek ellenére is
csupan egy fiber gén talalhatd. Figyelembe kell azonban venni a kigydk evolucidjanak
specialis aspektusait és azt, hogy ugyanekkor a SnAdV-1-ben nem talalhaté sem F-box,
sem Ilg domén. Az egész csaladban egyedilallé penton strukturara azonban még nehezebb
magyarazatot talalni.

A nyilméreg béka-AdV az els6 kétéltl-eredetli atadenovirus szekvencia. A pikkelyes
hullékrdl tortént gazdavaltas lehetéségét alatamasztja a virus filogenetikai helye mindkét
torzsfan, valamint DNS-ének alacsony G+C tartalma. A pllla és a pX fehérje proteolitikus
vagasi helyének szekvenciaja megegyezik a DAdV-1-ben Iévével, és mindossze egy as-ban
kilonbdzik a kér6dz6k virusaiban 1évétél.

Az atadenovirusok el6fordulasa kétéltlekben arra utal, hogy legalabb négy jelentds
(osztalyok kozotti) gazdavaltas torténhetett evolucidjuk soran. Ugy tiinik, ezek egymastol

fuggetlen események voltak, mivel a nem-hill§ atadenovirusok nem képeznek monofiletikus
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csoportot a hosszabb szakaszok alapjan készilt fakon. Feltételezhetd tehat, hogy a
legkorabbi gazdavaltas a kétéltiekre tortént, és a kérddzdket érinté mehetett végbe a

legkésdébb.

5.3.2 Parvovirusok

PhD munkam soran négy Uj hillé-PV-t mutattunk ki, melyek kézil az asogyik PV a
legelsé virus volt, amit valaha kimutattak barmilyen, az Amphisbaenia alrendbe tartozé
allatbol. Az Uj virusok kozott szerepelt még az elsé kaméleon PV, és az elsé olyan gyik PV,
melyrél molekularis adatokat nyertiink. A BDPV az els6é gyik PV, melynek telies genomjat
sikerllt meghatarozni. A genom koézel felének szekvenciajat sikerllt meghatarozni két
tovabbi hill6-PV-bél is (CSPV és PCPV), ami lehetévé teszi a hillék PV-ainak még
részletesebb evolucios vizsgalatat. Mindezek mellett kidolgoztunk egy Uj PCR modszert a
hilléket fert6zd PV-ok gyors és megbizhaté kimutatasara is.

Eredményeink alapjan ugy tinik, hogy mind az aségyik PV, mind a BDPV képes
onallé replikaciora, legalabbis mindkét virust kimutattuk olyan mintakban, melyekbdl nem
lehetett helper funkciot ellatni képes DNS-virust kimutatni. Amennyiben feltételezhetd, hogy
a dependoparvovirusok autondém 6soktél szarmaznak, akkor ez az eredmény erdsen
tdmogatja a diapsida eredetre vonatkozd hipotézist. Az 6nalld replikacid kérdése a jovében
sejtkulturak kisérletes fert6zésével tovabb vizsgalhaté. Ehhez azonban megfeleld, lehetdleg
homoldg sejttenyészetekre lenne sziikség.

A teljes Rep alapjan végzett tdrzsfa-rekonstrukcié soran kidertlt, hogy a hulléket
fert6z6 dependoparvovirusok a legdsibbek a nemzetségben. A pikkelyes hillé-eredeti
dependoparvovirusok egy monofiletikus csoportot képeznek az AAP as szekvencigja
alapjan készllt torzsfan is. Egy madar dependoparvovirus, az AAAV, azonban kilég a
sorbdl, ugyanis az emlésok dependoparvovirusaival kerul k6z6s monofiletikus csoportba. A
cap alapjan készilt fa sem tamogatja az 6sszes diapsida eredetli dependoparvovirus
monofiliajat. A fentiek, és az a tény, hogy a Rep alapjan a hull6-PV-ok bizonyulnak
Osibbnek, céafolia a kozos eredetet. Ezek alapjan sokkal elképzelhetébbnek tlnik egy
pusztan Squamata eredetli Dependoparvovirus nemzetség. Ha feltételezzik, hogy az
intronok mérete eredendden rovid, akkor ezzel 6sszhangban van, hogy az intron hossza a
dependoparvovirus genomokban egyre hosszabb, a hull6ktél az eml&sok felé haladva.
Ugyanez a helyzet az AAP egyes motivumaival is: mig a hull6kbél kimutatott virusok
esetében csupan harom T/S gazdag régié van, addig a madaraknal mar ez a szam 4, és
minden eml6és dependoparvovirusnal 5. A prolin-gazdag régié funkciéjat nem ismerjik, de

elképzelhetd, hogy jelenléte is a gazdavaltassal lehet kapcsolatos.
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Alternativ magyarazatként elképzelhetd, hogy a Dependoparvovirus genus tagjainak
6se egy, az egész Amniota csoport kdzds 6sében alakult ki, és egy hosszu koevolucios
folyamat eredménye az, amit most latunk. Rd&adasul alkalomszerli gazdavaltasok
szinesithetik a képet. Amennyiben ez a hipotézis igaz, ugy feltételezhetd, hogy az AAAV
gazdavaltas eredményeként fertéz tyukalkatuakat. Ezt tamasztja ala az AAAV AAP emlds
dependoparvovirusokra jellemzé szerkezete, és az, hogy eddig még nem bizonyitottak
autonom replikacios keépességét. A kérdéskdr pontosabb vizsgalatahoz j6 lenne tovabbi,
nem-pikkelyes hall6kb6l szarmazd, de diapsida eredetli dependoparvovirusokat is
megvizsgalni — feltéve, ha léteznek ilyenek.

A PV-okkal kapcsolatban ritkan beszélnek gazda-virus koevoluciérol, mégis ugy
tlnik, hogy e kisméretli DNS-virusok esetében is szamolni kell a jelenséggel. A selyemlepke
densovirus teljes genomjanak vizsgalatakor figyeltek fel arra, hogy mind a gerincesek mind
a gerinctelenek PV-ainak genomszervez6dése nagyfoki megérzottséget mutat, és
valdsziniileg a jelenlegi diverzitas a gazdafajokkal valé koevoluciénak tudhaté be (Bando et
al., 1987). Még ha ez nem is feltétlenil igaz minden genusra, az biztos, hogy legszélesebb
gazdaspektrummal a Dependoparvovirus rendelkezik, amit jol magyarazna a
gazdaszervezetekhez valdé adaptacié. Ennek a kérdésnek a részletes koruljarasahoz
azonban elengedhetetlen lenne tovabbi alacsonyabb rend{ gerinces csoportok esetlegesen

létezd PV-ainak vizsgalata.
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6. Uj tudomanyos eredmények

Hét, a tudomany szamara 0j hallé-virust mutattunk ki. El6szér mutattunk ki adenovirust
nyakorvos  gyikokban  (Lacertidae), és  deritettunk fényt a  rovidfarku
torpekaméleonoknak a szakallas agamakéhoz hasonléan nagymértéki adenovirusos
fert6zottségére. A négy Uj dependoparvovirus megharomszorozza a PhD munkam
kezdetekor molekularis szinten is ismert hillé-parvovirusok szamat. A vilagon el&szor
irtunk le barmilyen virust az aségyikok alrendjének (Amphisbaenia) tagjaiban. Elséként

mutattunk ki minden kétséget kizaréan parvovirusos fert6zottséget gyikokban.

1973 ota el6szér mutattunk ki adenovirust kétéltliekben. A mindéssze a masodik béka-
adenovirus az Atadenovirus genus tagja. Ez egyben az elsé bizonyitéka annak, hogy az

atadenovirusok — feltételezhetéen gazdavaltas utjan — kétéltlieket is fertéznek.
Magyarorszagon vadon él6 hillében adenovirusos fert6zottséget mutattunk ki.

Meghataroztuk és elemeztik gyik-eredetli adeno- és parvovirusok teljes genomjat.

Korabban semmilyen gyikokat fert6z6 virus teljes genomszekvenciaja nem volt ismert.

El6szdr mutattuk ki két fiber gén és |g doménnel rendelkezé fehérjék génjének jelenlétét
atadenovirusokban, valamint (C tipusu) lektin génekkel homoldég ORF-et
adenovirusokban. Korabban csak pox- és asfarvirusokban talaltak ilyen géneket. Az
egész Adenoviridae csaladban egyedulallé struktura, nevezetesen harom fiber
nyulvannyal rendelkezd csucsi kapszomerek (pentonbazisok) eléfordulasat fedeztiink

fel.

Els6 alkalommal mutattuk ki hallékben dependoparvovirusok jelenlétét helper virussal
valé szimultdan fertézottség nélkil. Ez arra wutal, hogy a hilléket fert6z6

dependoparvovirusok is képesek autondom replikaciora.

az eddig feltételezett k6z6s madar-hillé (Diapsida) eredet helyett a Squamata eredetet

valdszinUsitik.
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