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1. Roviditések

AdV adenovirus

BAdV bovin adenovirus

bp bazispar

BtAdV denevér-adenovirus

CAdV canin adenovirus

DBP DNS-ko6t6 fehérje

EDS tyakok tojashozam
csokkenés szindromaja

EDTA etilén-diamin-tetraecetsav

FAdV tyuk-adenovirus

FrAdv béka-adenovirus

HAdV huméan adenovirus

ICTV Nemzetkozi
Virusrendszertani Bizottsag

ITR forditott vég-ismétlédés

MAdV murin adenovirus

MQ Millipore MilliQ ultradesztilalt viz

nt nukleotid

ORF nyitott leolvasasi keret

PCR polimeraz lancreakcio

RNé&z ribonukleéz

rpm fordulat per perc

SnAdV kigyé-adenovirus

SgAdV mokus-adenovirus

TAdV pulyka-adenovirus

TP termindlis fehérje

adenovirus

bovine adenovirus
base pair

bat adenovirus
canine adenovirus
DNA-binding protein

egg drop syndrome

ethylenediamine-tetraacetic acid
fowl adenovirus

frog adenovirus

human adenovirus
International Committee on
Taxonomy of Viruses

inverted terminal repeat
murine adenovirus

Millipore MilliQ destilled water
nucleotide

open reading frame
polymerase chain reaction
ribonuclease

revolutions per minute

snake adenovirus

squirrel adenovirus

turkey adenovirus

terminal protein



2. Osszefoglalas

A denevérekben és ragcsaldkban eléfordulé adenovirusok (AdV) diverzitasanak becsléséhez
széleskorl, PCR-es szlirvizsgalatot végeztink, melynek soran hazai mintakon Kkivl
Németorszagban elhullott denevéreket és mokusokat is vizsgaltunk. Eddig ismeretlen
adenovirusokat mutattunk ki és részlegesen jellemeztink két hazai ragcsalé faj,
nevezetesen a pirékegér (Apodemus agrarius) és a mezei pocok (Microtus arvalis)
egyedeiben. Egy harmadik, 0j AdV-t allatkertben tartott kapibaraban, azaz vizidisznéban
(Hydrochoerus hydrochaeris) talaltunk. Vadon él6 pirokegerekben tdbbszor kimutattuk a
nemrégiben Szlovakidban leirt murin adenovirus 3-at (MAdV-3) is, tovabba német
mokusokbol szarmazo mintak vizsgalataval a kontinensen el6szor bizonyitottuk a korabban
csak Nagy-Britannidban felismert moékus-AdV-1 jelenlétét. Ennek genomjabdl 20.602
bazispar (bp) méretl, 17 gént magaban foglaldé szakasz nukleotid-sorrendjét is
meghataroztuk. A hazankban el6forduldé 6sszes denevérfajt reprezentald, tébb mint 150
minta szlrése soran 13 Uj AdV jelenlétét deritettiik fel. Tizenhét denevérfaj egyedeibdl
szarmazo, kdzel 200 német mintat is vizsgaltunk. Ezekben, 18 a tudomany szamara Uj és 3
korabban mas orszagokban mar kimutatott adenovirust mutattunk Kki.

Két virus teljes genom-szekvenciajanak meghatarozasaban és elemzésében vettem
részt. Ezek egyike a hazi egérbdl izolalt MAdV-2 volt, melyet svajci egyuttmikodésben
vizsgaltunk. A MAdV-2 genomja meglep&en hosszunak (35.203 bp) bizonyult fé6ként a masik
két MAdV-hoz viszonyitva. Megallapitottam, hogy a jelentés méretkllénbség elsésorban a
gének hosszanak, és nem azok nagyobb szamanak tudhatd be. A filogenetikai szamitasok
alapjan kideritettiik, hogy a MAdV-2 nagyobb mértékben kilonbdzik a masik két MAdV-tdl,
mint azok egymastol, ezért indokolt a besorolasara fenntartott G virusfaj (Murine
mastadenovirus B) bevezetése. A masik virus a kdzonséges torpedenevérbdl (Pipistrellus
pipistrellus) Németorszagban izolalt, 2-es tipust denevér-adenovirus (BtAdV-2) volt, amelyet
német kutatokkal vizsgaltunk. Ennek genomanalizise és filogenetikai elemzése soran
megallapitottam, hogy szintén 6ndllo fajt (Bat mastadenovirus B) képvisel. Erre vonatkozo
javaslatainkat a Nemzetkdzi Virusrendszertani Bizottség altal elfogadtak.

lgazoltam, hogy a hazai pirékegerekben talalt MAdV-3-ban az E1B 19K gén teljes,
vagyis a hasonlé mastadenovirusokéval kdzel azonos hosszlsagu, 174 aminosavbol allo
véltozata van jelen. Ezzel szemben a szlovékiai MAdV-3 izoldtum GenBank-ban talalhato
genomjaban ez a gén egy stop kodont eredményezd mutacié kdvetkeztében csonka. A 23
aminosavat kovet6 stop kodon utani rész azonban homolég a 19K fehérjék megfeleld

szakaszaval.



2.1. Summary

Comprehensive PCR screenings were made to estimate the diversity of adenoviruses (AdVs)
in rodents and bats. Besides the domestic samples, we tested dead bats and squirrels
originating from Germany. We detected and partially characterized previously unknown AdVs
in the individuals of two local rodent species, the striped field mouse (Apodemus agrarius)
and the common vole (Microtus arvalis). A third novel AdV was detected in the sample of a
zoo animal, namely a capybara (Hydrochoerus hydrochaeris). In the Hungarian population of
the striped field mouse, we demonstrated the presence of murine adenovirus 3 (MAdV-3),
which has been described in Slovakia recently. The presence of the squirrel AdV-1 (SqAdV-
1), a virus that had been detected only in Great Britain previously, was proven by us in
Germany during the examination of dead captive squirrels. The sequence of a 20,602-bp-
long genome fragment of the SqgAdV-1, encompassing 17 genes, was determined. By
screening a collection of more than 150 samples, representing every bat species that is
known to occur in Hungary, we revealed the presence of 13 novel AdVs. We also tested a
sample collection from Germany with about 200 samples representing 17 bat species.
Eighteen novel AdVs were detected in these samples. Additionally, we demonstrated the
presence of 3 AdVs, which have already been reported in other countries previously.

| participated in the determination and analysis of the full genomic sequence of two
AdVs. In a Swiss collaboration, we studied the MAdV-2, isolated from house mouse. The
length of its genome (35,203 bp) was found to be surprisingly long, especially compared to
the other two MAdVs. The substantial size difference could primarily be attributed to the
longer length rather than the greater number of the genes. The phylogeny reconstructions
also confirmed that the MAdV-2 is more different from the other two MAdVs than those from
each other. Thus the introduction of a new viral species (Murine mastadenovirus B) was
justified. The other AdV was the bat adenovirus 2 (BtAdV-2) isolated from a common
pipistrelle (Pipistrellus pipistrellus) in Germany. In collaboration with the German colleagues,
we sequenced and annotated the entire genome of BtAdV-2. The phylogenetic analyses also
supported our conclusion that this virus represents a new species (Bat mastadenovirus B).
Our taxonomic proposals were approved by the International Committee on Taxonomy for
Viruses (ICTV).

| proved that in the MAdV-3, circulating among the Hungarian striped field mice, a full
variant of the E1B 19K gene is present. This gene has a length (174 amino acid) almost
identical to that of its counterparts in other AdVs, while the Slovakian prototype MAdV-3
strain, deposited to the GenBank contains a truncated version of the E1B 19K. Due to a
mutation, a stop codon is present after the 23" aa. However, the rest of the aa sequence is

also homologous with the corresponding part of the 19K proteins of other AdVs.



3. Bevezetés

Az adenovirusok (AdV) burok nélkili, kozepes méreti (70-90 nm), ikozaéder alakd,
duplaszald DNS-virusok. DNS-Uk linearis felépitési. Az els¢ AdV-okat amerikai katonak
garatmandulajabél (adenoid) izolaltak, innen ered az elnevezésik. Az AdV-okra jellemzd,
hogy primér fertézéskor csupan enyhe felsé Iéguti panaszokat okoznak enyhe lazzal kisérve.
Allatorvosi viszonylatban néhany AdV komolyabb megbetegedéseket is okozhat, ezek oka
az AdV gazdavaltasa lehet, mely soran az Uj gazdaszervezet még nem megfeleléen
alkalmazkodott a virushoz.

Munk&dm kezdetekor a murin adenovirusok (MAdV-ok) kodzill csupan az 1-es tipus
(MAdV-1) teljes genomszekvencigja volt ismert (Davison et al., 2003). Ez a virus bizonyos
egérvonalak Ujszilétt egyedeiben encephalomyelitist okoz (Hartley & Rowe, 1960; Guida et
al., 1995). Ezzel szemben a szintén régéta ismert, de genomszekvencia szinten még nem
vizsgéalt MAdV-2 enyhébb, féként hasmenéses tiineteket eredményez. A két virus genomja
kozotti jelentés eltérést a virus-DNS restrikcids enzimes analizise alapjan feltételezték
(Jacques et al.,, 1994a). Mivel a ragcsalok adenovirusai j6 modellek lehetnek az AdV-ok
human gydégyaszatban valé esetleges felhasznéldsénak vizsgalatdhoz, célul tlztik ki a
MAdV-2 teljes genomjanak molekularis feltérképezését. Mikdézben a MAdV-2
genomanalizisén dolgoztunk, Szlovakiaban egy MAdV-3-as tipust is izolaltak (pir6kegérbdl),
teljes genomszekvenciajat megfejtették és értelmezték (Klempa et al.,, 2009). Maig csupan
ez a 3 MAdV genom ismert.

Hasmenéses tlineteket mutaté vords mokusokbdl (eurépai mokus vagy kdzoénséges
erdeimoékus, Sciurus vulgaris), hazai kutatokkal egyuttmikodve irtak le Uj AdV-t (Sainsbury et
al., 2001). A mokusok Eszak-Nyugat Angliabdl szarmaztak. Ezt kdvetéen tébb esetet is
leirtak Cumbria-ban (Duff et al., 2007), Anglesey szigetén Wales-ben (Everest et al., 2008),
Skdcidban (Everest et al., 2010a) és Nagy-Britannia tovabbi tartomanyaiban is (Everest et
al., 2010b). Az elhullott allatok béltartalmanak elektronmikroszképos vizsgalataval AdV-nak
latsz6 partikulumokat talaltak, amibél latszdlag sikertlt AdV-t izolalni egér eredeti
sejttenyészeten. A masodik passzazst kovetden azonban a virus replikacidja leallt. Az
Jizolalt” virus hexon génjének egy rovid szakaszanak szekvenciajat meghataroztak. A
filogenetikai elemzések kimutattak, hogy a mokus-adenovirus 1 (SqAdV-1) mastadenovirus,
jol elktlénul az eddig ismert AdV-oktdl, és kulon fajt képvisel (Sainsbury et al., 2001; Benkd
et al., 2005; Martinez-Jiménez et al., 2011). Nagy-Britannian kivil, Németorszagban, ottani
kollégainkkal egylttmikddve els6ként mutattunk ki AdV-t moékusokban (Peters et al., 2011).
Az elsd kisérletekkor ugy tint, hogy sikerult izolalniuk a virust, ezért kezdtik el a

genomjanak szekvenalasat. A késébbi passzazsok soran azonban a virus nem szaporodott



tovabb. Fontosnak tartottuk tovabbi szlrévizsgalatok elvégzését mas ragcsalofajok AdV-aira,
Ujabb potenciélis AdV modellek felfedezése érdekében.

A denevérek népszerl alanyai a viruskutatasoknak, hiszen bizonyitottan rendkivdl
sok és érdekes virus hordozoi. Adenovirust eddig csak kulfoldon izolaltak denevérbdl, igy
elhatéroztuk a magyarorszagi denevérfauna minden fajra kiterjed¢ atfogd AdV szirését. A
denevér-AdV-okkal val6 munkdnk kezdetekor csupan Japanban (rjukju szigeteki
repllékutyabdl, Pteropus dasymallus yayeyamae), volt ismeretes AdV izolatum (BtAdV-1).
Szlrdvizsgalataink kezdetekor egy németorszagi denevér-AdV izolalasa kapcsan keresték
meg laboratoriumunkat a virus molekuléris jellemzésében valo segitség kérésével. Ezt a
virust k6zdnséges torpedenevérbdl (Pipistrellus pipistrellus) izolaltdk, és a BtAdV-2 nevet
kapta. A BtAdV-2 genom-analizise 6ta Kinaban (Myotis ricketti-b8l — BtAdV-3) és Indidban
(Leschenault-repulékutyabdl, Rousettus leschenaultii) is izolaltak AdV-t, de a BtAdV-ok kdzul

maig is csak a BtAdV-3 AdV genom-szekvencigjat hataroztak meg a BtAdV-2-n kivdl.



4. Irodalmi attekintés

4.1. Az adenovirusok altalanos jellemzése

Az adenovirusokat tobb mint hat évtizeddel ezel6tt fedezték fel frissen bevonult amerikai
katonak kozott tomegesen jelentkez6 felsbléguti megbetegedések célzott, oktani vizsgalata
soran. Kidertlt, hogy ugyanez az agens mditétileg eltavolitott garatmandulakbdl (adenoide)
készitett sejttenyészetek spontan degeneracidjat is okozhatja. A jellegzetes sejtlekerekedést
kivalté citopatogén virusnak ezért az adenovirus nevet adtdk (Rowe et al., 1953). Az elsd
huméan AdV-ok felismerését hamar kovette az allati AdV-ok izolalasa is. Ezek egy részét
allati szovettenyészetek készitése kdzben sikerdlt izolalni. Az Gjonnan kimutatott virusokat
szerolégiai modszerekkel kulonitették el egymastdl. Jelenlegi ismereteink szerint AdV-ok az
egész vilagon minden fébb gerinces osztaly képvisel6iben eléfordulhatnak (Russell & Benkd,
1999). Kimutatasukra napjainkban a PCR és ezt kovetd szekvenalas a leggyorsabb és
leghatékonyabb modszer. Ugy tiinik, hogy az AdV-ok DNS-fiiggd DNS-polimeraz (pol)
enzimjének legmegdrzottebb aminosavjai alapjan tervezett, (gynevezett konszenzus
primerekkel miikods, kétkords (nested) PCR barmely gerinces gazdaban eléforduld AdV
kimutatisara alkalmas lehet (Wellehan et al., 2004).

Az adenovirussal val6é primér fertézés altalaban csak enyhe fels6léguti panaszokkal
és alacsony lazzal jar. A virus gyakran nem eliminalédik teljesen, hanem éveken,
évtizedeken at a szervezetben marad (perzisztencia). Immunhianyos, vagy szervatiltetés,
illetve sugarterapia miatt immunszupresszalt egyénekben az adenovirusok akéar halélos
kimenetell betegséget is okozhatnak (Benk, 2008). Az adenovirusokra altalaban jellemzé a
gazdaspecificitas, de ismert néhany olyan AdV tipus is, amely tébb faj egyedeit is
megbetegitheti. llyen példaul az allatorvosi szempontbdl igen jelentés pulyka-AdV-3 (TAdV-
3), ami pulykakban vérzéses bélgyulladast, facanokban ugynevezett ,marvanylép”
betegséget, mig hazitydkban lép-megnagyobbodassal jar6 betegséget (splenomegalia)
okozhat. Tyukokban a tojashozam csokkenéssel jaré szindromét (egg drop syndrome; EDS)
a kacsa-AdV-1 (DAdV-1) idézi el6, amelynek jelenlétét szamos vad madarfaj és vizi
szarnyasok egyedeiben is kimutattdk (Bartha et al., 1982; Bartha, 1984; Ivanics et al., 2001).
Kulén emlitendd a kutyak fert6z6 majgyulladasanak (infectious canine hepatitis) virusa a
canin AdV-1 (CAdV-1), amelytél szeroldgiailag el nem kulénitheté a CAdV-2, az Ugynevezett
,kennel-kbhogés” kérokozdja. A két CAdV genomja azonban jellegzetes eltéréseket mutat. A
CAdV-ok el6fordulasat tobb ragadozoéfaj egyedeiben is kimutatték, igy tobbek kozott
rékaban, farkasban, sakalban, medvében, mosémedvében és blizds borzban (szkunk) is
(Kiss et al., 1996b; Bronson et al., 2014).
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4.2. Az adenovirusok morfologiaja

Az adenovirusok membranburok nélkuli, kozepes méretli (70-90 nm atmérdji), duplaszala
DNS-virusok. A virusrészecske (virion) ikozaéder alaku. A fehérjetokot (kapszidot) 252
morfolégiai egység (kapszomer) alkotja. A 240 f6-kapszomer (hexon) kozil 120 az ikozaéder
haromszogletli lapjain, mig 120 az éleken helyezkedik el. A hexonok harom azonos
alegységbél (homotrimer) éplilnek fel (1. abra). A virion belseje felé tekintd, hidroféb
talapzatukat rendkivil megérzétt aminosav motivumok alkotjdk. Ezzel szemben a virion
felszinén elhelyezkedd, hidrofil hurok (loop) régiék nagyon valtozatosak, szerotipusonként
eltér6 aminosav szakaszokat (1-t6l 7-ig szamozott, Ugynevezett hipervaridbilis régiokat)
tartalmaznak. A hexon fehérjék tehat nemzetség-, faj-, és tipusspecifikus antigén epitopokat
hordoznak. Az ikozaéder 12 csucsan talalhaté kapszomereket pentonnak nevezzik. Ezek a
pentonbazisbdl (pentonalap) és az abbdl kinyuld fiberb8l allnak. Az emlésok
adenovirusaiban csucsonként egy fiber fordul el6, mig a madarak aviadenovirusainak
pentonbazisabdl (egy vagy két gén altal kodolt) két fiber indul. Nemrégiben leirtak egy gyik-
adenovirust, amelynek néhany pentonalapjan 3 fibert lehetett megfigyelni (Pénzes et al.,
2014). A fiber fehérje szintén homotrimer, azaz 3 azonos alegységbdl all. Szerkezetileg is
harom részre oszthatd, nevezetesen a pentonbazisba ékel6d6 farokra (tail), a tipusonként
valtozatos (9-75 nm) hosszusagu szarra (shaft) és a disztalisan elhelyezkedd, globularis
fejre (knob). A virus a fiber feji részével kapcsolddik a sejtfelszini receptorhoz, ami a HAdV-
2, és szamos mas AdV esetén a CAR (coxsackie-adenovirus-receptor). A szar megtoért vagy
ivelt is lehet, igy segitve az integrinekhez valé kapcsolodast. A fiber felel6s egyes AdV-ok

hemagglutinaciés képességért is.

Il (hexon)

Il (penton
hase)

llla

Va2

1V (fiber)

protease
terminal
protein

1. &bra: A human AdV-2 szerkezetének és felépitésének 3D modellje és sematikus rajza. A
tyuk-AdV-9 elektronmikroszkopos képe; megfigyelhetd, hogy a csucsokon két fibernyulvany
foglal helyet. A mérce 100 nm-t jel6l (Harrach et al., 2011).
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A virus magjat (core) a viralis DNS, és az azzal komplexet alkoto V, VII, X jell és a
terminalis fehérje alkotja (San Martin, 2012). A llla, VI és VIII jelG fehérjék helyzetét a
virionban csak valdszinUsiteni lehet. Feltehetéen a llla két monomerje athatol az éleknél
elhelyezkedd hexonokon. A VI-os fehérjék a pentonbazisokat korulvevd hexonok alatt gyarat
alkotnak, mig a Vlll-as fehérje a hexonok belsé fellletén helyezkedik el. A VI-os és VllI-as
fehériék a kapszidhoz képest meglehetésen hosszu virusgenom feltekeredésében és
rogzitésében a hisztonokhoz hasonlé, de egyeldére pontosan nem tisztazott médon vesznek

részt. Ezek felelések a mag és a kapszid 6sszekapcsolddasaért is (Russell, 2009).

4.3. Az adenovirusok replikacioja

Az adenovirusok replikacios ciklusara vonatkozé ismereteink alapvetéen a human AdV-ok
(HAdV-2 és 5) vizsgalatabol erednek, és nyilvanvaléan nem vonatkoztathatéak a viruscsalad
minden tagjara. A fiber feji részének a megfelel6 sejtreceptorhoz valé kapcsolodasat
kévetdéen a pentonbazis RGD motivuma kdélcsdnhatasba lép a sejtfelszini integrinekkel, és a
virion endocitozissal a sejtbe jut. Az endoszémaban a kapszid lebomlik, majd a virus
szabadda valt DNS-e a sejtmagba szllitodik. Itt a gazdasejt Il-es tipusi RNS-polimeraz
enzimjének segitségével megkezdddik az mRNS transzkripcio. A virus korai géntermékei
ledllitiak a gazdasejt sajat DNS-, RNS- és fehérje-szintézisét, és el6készitik a viralis DNS-
replikaciéjat. Az mRNS-ek érése alatt splicing folyamatok mennek végbe, igy bizonyos
genek kifejez6désekor a genomon egymastél tavolabb elhelyezkedd exonokrdl forditodik le a
fehérje. llyen pl. a mastadenovirusoknal a DNS-polimeraz, a IVa2, a pTP vagy a 33K fehérje
geénje. Megjegyzendd, hogy a splicing mechanizmus jelenségét épp az adenovirusok
génkifejez6désének tanulmanyozasa soran fedezték fel (Berget et al., 1977; Chow et al.,
1979). A sejtmagban felhalmoz6d6 Uj virionok tipikus sejtmagzarvanyokat képeznek,
amelyekben elektronmikroszképpal megfigyelheték a parhuzamos sorokba rendez6dott
kapszidok, az ugynevezett parakristalyok. A virionok éréséhez sziikséges a virus altal kédolt
protedz (endopeptidaz) enzim mikoédése. A prekurzorként keletkezd, és a proteaz hasitasa
nyoman érd fehériéket az AdV-ok esetében p el6tag jeldli (pl. pTP, pllla, pVI, stb.).
Osszeépiilésiik utan a virionok sokaig sejthez kotve maradhatnak, de a sejt lizise utan ki is
szabadulhatnak.

Az AdV-ok szinte utolérhetetlen hatékonysaggal termelik fehérjéiket, ezért alaposan
tanulmanyozott vektorok, sét kereskedelmi forgalomban is kaphaté mar HAdV-5 alapu
eukariéta génkifejezé rendszer. Eredményes alkalmazasuk elképzelhetd mind a human
orvoslas, mind az allategészségligy terén génterapiaban, daganat-ellenes kezelésekben és

kilénbdz6 kérokozok elleni modern, rekombinans vakcinak fejlesztésében.
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4.4. Az adenovirusok genomja

Az adenovirusok linearis, duplaszali-DNS genomja kozepes hosszusagu. Az eddig
tanulmanyozott AdV-ok DNS-ét 26 és 48 ezer bp kozéttinek talalték, meglehetésen
véaltozatos (33,6% és 67,6% kozotti) G+C tartalommal (Harrach, 2014). A genomvégeken
ugynevezett forditott ismétlédé végszakaszok (ITR) vannak, melyek hossza az ismert
virusoknal 30 és 371 bp kozotti lehet. A gének kifejez6désének idébelisége alapjan a
genomot korai (early) és késéi (late) régiokra oszthatjuk, melyeket angol elnevezésik
alapjan E vagy L betlvel jeldlink. A DNS-molekula mindkét szala kédol, igy
megkulonbdztetjik a jobbra illetve balra atirédo, r és | szalat, melyek 5 végéhez kovalens
kotéssel kapcsolodik egy-egy terminalis fehérje (TP) molekula.

Az AdV-ok genomijanak kdzéps6 része az egész viruscsalad valamennyi tagjaban
nagyfoki megérzottséget mutat. Ezt az E2A és B korai régi6, valamint az ezek kozott
elhelyezkedd L régié alkotja (Rusvai et al., 2000). Az E2A kodolja a DNS-kotd fehérjét
(DBP), az E2B pedig a pTP-t, a DNS-fliggd DNS-polimerazt és a IVa2 fehérjét, ami tdbbek
kozott a genomidlis-DNS kapszidba épiléséért (encapsidation) felel6s. Az L régio, amely az
MRNS &tir6dasa alapjan tébb transzkripcios egységre oszthatd, a viriont felépitd szerkezeti
fehérjek génjeit tartalmazza. Elnevezésuk a legrégebb Ota és legintenzivebben kutatott
HAdV-ok megfeleld régidinak neve alapjan tortént. Itt talalhaté az V-0s fehérje génje, amely
kivételnek szamit, mivel csak a Mastadenovirus nemzetség tagjaiban fordul elé.

A genom két széls6é részét alkotd régiok mind méretiik, mind genetikai tartalmuk
tekintetében igen véltozatosak. Az itt talalhaté gének tobbsége csak egy-egy nemzetségen
belil megérzétt, de néha még azonos nemzetségek vagy fajok tagjai kozott is nagy
valtozatossagot, esetenként csak kisfokl hasonldésagot mutatnak. A Mastadenovirus genus
tagjaiban a genom bal végén, az r szalon az E1 régié, mig a genom jobb végén, az | szalon
az E4 régi6 talalhat6. E két régié génjei a virusreplikacié beinditasdban és a gazdasejt
transzkripcidos mechanizmusanak megvaltoztatasaban jatszanak fontos szerepet. A pVIll és
fiber fehérjék génje kozott taladljuk az E3 régiot, amelynek mérete és tartalma szintén nagyon
valtozatos lehet. A Mastadenovirus genus tagjai koztil a ragcsalok adenovirusaiban talaljuk a
legegyszerlibb E3 régiot, esetenként minddssze egyetlen nyitott leolvasasi kerettel (ORF),
mig egyes féemlés-AdV-okban akar 9 gén is talalhatdé itt. Az E3 régid génjei a
gazdaszervezet virus elleni védekezé mechanizmusanak kikerulését hivatottak szolgalni.

Az egyes AdV nemzetségek egy-egy tipikus képviseléjének genomtérképét mutatja
be a 2. abra, amelyen a valtozékony régiok mérete és genetikai tartalma jol
O0sszehasonlithaté. Az abran nem szerepel a legUjabban bevezetett Ichtadenovirus

nemzetség, mert a fehér tok-AdV teljes genom-szekvenciajat még nem kozolték.
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Mastadenovirus (human adenovirus 2)

IX
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Atadenovirus (ovine adenovirus 7)

LH regicn
123 plila pVIl pVl protease 33K fiber
(E1B 55K) 52K Il pX hexon 100K 22.K pvilI
L
s =) | —-  w— o) —)
<= 4= u— [ ] e et
A—
p32K IMa2 pol pTP pTF’ DBP Uexon 34K E41 5 2
3K 6 4 1
RH region
Siadenovirus (frog adenovirus 1) ,
mp- conserved in all genera
hydrophobic plila pVIl pVI protease 33K pVIlI fiber =P in more than one genus
sialidase 52K Il pX hexon 100K 22K E3 7
P =
- i a— e — P = T =)
unique in the genus
<= S ! < . @ = q g
Va2 pol pTP  pTP DBP Uexon 8 o
[10,000 | __20. 000 __30,000 __40,000
L L , , )

2. 4bra: Négy adenovirus nemzetség egy-egy tipikus képvisel6jének sematikus
genomtérképe. A géneket nyilak jelzik, amelyeknek szine az adott gén megdrzottségi szintjét
mutatja. Fekete: a csalad eddig megismert minden tagjaban el6fordul; szirke: egynél toébb
nemzetségben; szines: csak az adott nemzetség tagjaiban el&éforduld gén (Harrach et al.,
2011).

4.5. Az adenovirusok rendszertana

Az Adenoviridae csaladot jelenleg 6t nemzetségre osztjak, melyek koézil harom
megfelel a gerinces gazda-eredet alapjan tortént beosztasnak (Harrach et al., 2011). igy a
Mastadenovirus, az Aviadenovirus €s az Ichtadenovirus nemzetségek tartalmazzak azokat
az AdV-okat melyeknek a gazdai csak eml6sdk, madarak vagy a fehér tok (Harrach & Kajéan,
2011; Mei et al., 2011). A mastadenovirusok kdzé tartozik az eddig ismert 6sszes ragcsalo-

és denevér-adenovirus is (Klempa et al., 2009; Li et al., 2010b) A legujabban elfogadott
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Ichtadenovirus nemzetség egyetlen tagja a fehér tok (Acipenser transmontanus)
adenovirusa (Kovacs et al., 2003; Benké & Doszpoly, 2011).

A szekvencia alapu, részletes molekularis elemzések lehet6ségének megjelenésével
Uj tavlatok nyiltak az adenovirusok rendszerezésében. A genomszervez8dés, egyes
szekvenciasajatossagok és a filogenetikai rokonsag mértéke megfeleld tampontot
biztositanak az AdV nemzetségek egyértelm( elhatarolasahoz (Harrach et al., 1997). Ezek
alapjan a tovabbi két nemzetségbe olyan, kozeli genetikai kapcsolatban &ll6 AdV-okat
soroltak, amelyek kuldonbdzd gerinces osztalyba tartozé gazdakban fordulnak eld. Az
Atadenovirus nemzetség tagjai fertézhetnek madarakat, hilléket, és kér6dzéket, sét egyet
mar erszényesben is kimutattak (Dan et al., 1998; Harrach, 2000; Benkd et al., 2002;
Thompson et al.,, 2002; Wellehan et al.,, 2004; Papp et al., 2009). Jelenlegi ismereteink
alapjan azt feltételezziik, hogy ez a leszarmazasi vonal a pikkelyes hullékkel egyutt fejl6dott
AdV-oknak felel meg. A Siadenovirus nemzetségbe soroltdk a béka-adenovirust, az eddig
ismert egyetlen kétéltiibél szarmazé AdV-t (Davison et al.,, 2000). Egyre né azoknak a
madar-adenovirusoknak a szama, amelyek szintén e csoportba tartoznak, sét elkobzott
tekndsokben is kimutattak mar siadenovirust. Ezért a Siadenovirus nemzetség evollciés
eredetét pillanatnyilag tisztazatlannak tekintjik (Kovacs & Benkd, 2011). Magyar és amerikai
kutaték a kdzelmultban néhany testudinoid tekndsfaj egyedeiben egy feltételezhetéen Ujabb
nemzetség tagjait fedezték fel (Farkas & Gal, 2009; Doszpoly et al.,, 2013). A javasolt,
hatodik nemzetség (ajanlott név: Testadenovirus) ICTV Altali hivatalos jovahagyasahoz
azonban elengedhetetlen legalabb egy ilyen AdV teljes genom-szekvenciajanak ismerete.

A nemzetségeken belll virusfajokat kilonbdztetiink meg, amelyek az AdV-ok
esetében tobb, egymassal kozeli rokonsagban 4all6 szerotipust tartalmazhatnak. A
virusrendszertan egyik legnehezebb feladata az egyes virusfajok elkilonitésére alkalmas
kritériumok meghatarozasa, illetve ezek folyamatos pontositasa, finomitasa (Harrach et al.,
2011).

Az AdV-ok és gerinces gazdaik kozos torzsfejlédésére vonatkozd elmélet alapja,
hogy a gerinces gazdak és a bel6lik kimutatott AdV-ok genetikai, rokonsagi viszonyai,
melyeket tdrzsfa-rekonstrukcioval lehet kimutatni, rendszerint nagy hasonlésagot mutatnak
(Benké & Harrach, 2003). Az AdV-ok altalaban sziik gazdaspektrumuk miatt kivalé modellek

a gazda-parazita koevolucié kérdésének vizsgalatahoz.

4.6. Adenovirusok el6fordulasa ragcsalokban

Noha a ragcsalék az emlésok egyik fajokban leggazdagabb rendjét alkotjak, az AdV-ok
ragcsaldkban vald el6fordulasara vonatkozd szakirodalmi adatok mennyisége viszonylag
kevés. Hazi egérbél (Mus musculus) mar évtizedekkel ezelbtt két AdV szerotipust izolaltak. A

murin adenovirus 1-nek elnevezett (MAdV-1) FL térzs az agyban és a gerincvel6ben
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talalhato vérerek endotél sejtjeit, és a mononuklearis fagocita rendszer sejtjeit fertézi (Hartley
& Rowe, 1960). Ujsziilott egereknél (Blailock et al., 1968), valamint bizonyos egértdrzsek
felnétt egyedeiben is a fertézés halalos lehet. A K87-es torzs képviseli a murin adenovirus 2-
6t (MAdV-2) (Hasimoto et al., 1966; Sugiyama et al., 1967) amely a béltraktus sejtjeit fert6zi
és mind U0jszil6tt, mind feln6tt egerekben legfeljebb hasmenést okozhat, bar altalaban
tinetmentes a fert6zés (Sugiyama et al.,, 1967). Tovabbi egy MAdV tipust izolaltak
pirdkegérbdl (Apodemus agrarius): a murin adenovirus 3-at (MAdV-3) (Klempa et al., 2009).
A MAdV-1-et és MAdV-3-at a Nemzetkdzi Virusrendszertani Bizottsag (ICTV) kilon AdV
fajként, MAdV-A és -C néven tartja nyilvan. Miutan a MAdV-2 teljes genomjat szekvenaltuk
és elemeztik, javaslatunkra ezt az AdV-t is Murine mastadenovirus-B-ként fogadta el az
ICTV. Mind a harom MAdV a Mastadenovirus nemzetségbe tartozik. Az egér-adenovirusok a
gén- és daganatterapia vektorok népszerli modell jeldltjei a human AdV alapu gyogyaszati
és vakcinazasi vektorok fejlesztéseihez (Robinson et al., 2009). A MAdV-3 a MAdV-1-gyel
ellentétben nem talalhaté meg az idegrendszerben, hanem tllnyomoérészt a szivizom
sejtekben replikalédik (Klempa et al.,, 2009). Adenovirusok el6fordulasat 6zegérben
(Peromyscus maniculatus) (Reeves et al., 1967; Phan et al., 2011) is leirtdk. E két alkalom
leirdsabdl nem derll ki, hogy ezek az 6zegér-AdV-ok azonosak-e, mivel a korabban leirt
virusb6l nem kozoltek DNS-szekvenciat. Tudégyulladas jeleit mutaté tengerimalacok
kérbonctani vizsgalata kozben az elvaltozott tlidérészekben AdV-nak feltételezhetd
részecskéket mutattak ki elektronmikroszkoppal. A részecskék AdV jellegét a hexon génre
iranyuld PCR segitségével meg is erdsitették (Pring-Akerblom et al., 1997). Adenovirusok
jelenlétét mutattdk ki vorés moékusban Nagy-Britannia szamos pontjan (Sainsbury et al.,
2001; Everest et al., 2010a; Everest et al., 2010b; Martinez-Jiménez et al., 2011), Anglidban
pedig keleti szirkemdkusban (Sciurus caroliensis) is (Everest et al., 2009).

4.7. Adenovirusok el6fordulasa denevérekben

Toébb mint fél évszazaddal ezelétt az Egyesiilt Allamokban megallapitottak, hogy a kis barna
denevér (Myotis lucifugus) szamos emberi és allati virussal val6o fertézésre fogékony
(Reagan et al., 1950). Jelenleg a denevérek, nagyszamu virus rezervoarjaiként ismertek. A
veszélyes kérokozok mellett, mint a veszettség, az influenza, Nipah, Hendra és Ebola
virusok, amelyeknek hordozdéi, a denevérekben sokféle tovabbi jelentés koérokozd, vagy
artalmatlan virus is eléfordul.

Az elmult 5-6 évben végzett vizsgalatok eredményei szerint a denevérekben a tébbi
virushoz hasonléan az AdV-ok eléfordulasa is gyakori (Maeda et al., 2008; Li et al., 2010b).
A fajok szama szempontjabdl, a denevérek rendje (Chiroptera) tébb mint 1250 ide tartozé
fajjal a masodik leggazdagabb rend kdzvetlenill a ragcsaldk rendje (Rodentia) utan. A rend

két alrendre oszlik. Az egyik alrend a Megachiroptera, amely mindéssze egyetlen csaladot
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foglal magaba, a Pteropodidae csaladba tartozé repul6kutyaféléket tartalmazza. Ennek tagjai
egyedulalldé médon nem rendelkeznek a denevérekre oly jellemzd ultrahangos helyzet-
meghatarozé képességgel. A Microchiroptera alrendbe osztottak az dsszes tobbi, korilbelll
20 csaladba tartozo, és ultrahangos helyzet-meghatarozé képességgel rendelkezé,
ugynevezett kis denevéreket. A leguUjabban javasolt felosztas szerint |étrehozott
Yinpterochiroptera alrend az eddigi Pteropodidae csalad mellett a Rhinolophidae — patkos
denevéreket, és Hipposideridae — levélorrd denevéreket, valamint a Craseonycteridae —
dongddenevéreket, Megadermatidae — &lvampirokat és a Rhinopomatidae — egérfarku
denevéreket is, mig a Yangochiroptera alrend az 6sszes tobbi csaladot tartalmazza (Teeling
et al., 2005). Magyarorszagon 28, mig Németorszagban 25 denevérfaj eddigi eléfordulasat
igazoltak.

Az els6 denevér-AdV-t egy a Yinpterochiroptera alrendbe tartozé Rjukju-szigeteki
repulékutyabdl (Pteropus dasymallus yayeyamae) nyerték Japanban, mikézben mas virusok
izolalasa céljabdl primér sejttenyészetet készitettek (Maeda et al.,, 2008). A sejtek
passzalasa sordn spontan sejtdegeneraciot és jellegzetes sejtlekerekedést tapasztaltak. A
DNS—fligg6é DNS-polimeraz és a hexon génre tervezett PCR soran felerésitett génszakaszok
szekvendlasaval bizonyitottak, hogy egy AdV jelenlétérdl van szé. Az Ujonnan felfedezett
virus, melynek a denevér-adenovirus 1 (BtAdV-1) nevet javasoltak, genomjanak teljes
szekvencigjat eddig még nem kozolték. 2008-ban egy Ujabb, BtAdV-2-nek elnevezett
denevér-AdV-t izolaltak Németorszagban Vero sejteken, két elhullott, kdzdnséges
torpedenevér (Pipistrellus pipistrellus) szerveibdl (Sonntag et al., 2009). A harmadik denevér
AdV-t (BtAdV-3), szintén egy Yangochiroptera denevérbdl (Myotis ricketti — magyar névvel
nem rendelkezik) izolaltdk Kindban. Ennek publikaltdk csaknem a telies genom-
szekvencidjat, amelybdl csupan az ITR szakaszok hianyoznak (Li et al., 2010b). Indiaban,
2012-ben izolaltak egy a Yinpterochiroptera alrendbe tartozé Leschenault-repulékutyabdl
(Rousettus leschenaulti) egy negyedik denevér-AdV-t, amelybdl két gén részleges
szekvencigjat kozolték (Raut et al., 2012). A BtAdV izolatumokon kivul, 20 kulénb6z6
deneveér-AdV-t mutattak ki vilagszerte PCR diagnosztikaval vagy virus metagenomikaval az
Egyesiilt Allamokban, Kindban, Németorszagban, Magyarorszagon és Braziliaban (Li et al.,
2010a; Li et al., 2010b; Drexler et al., 2011; Lima et al., 2013; Yang et al., 2013). Elérhet6
tovabba egy kilonbdzd spanyolorszagi denevérekbél szarmaz6 AdV-szekvencia gyljtemény
is a GenBank-ban (Casas et al., 2010). A PCR termékek nagy része a DNS-polimerazbdl

szarmazik.
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5. Anyag és modszer
5.1. Mintak eredete

5.1.1. Ragcsalé mintak eredete
Hazai gy(jtdbmunka soran, szamos elhullott ragcsald szerveibdl kivont DNS-t (26 minta) és
mas vizsgalatok miatt élve befogott ragcsaloktdl (Egyed Laszld mintai) nyert bélsarbél vagy
végbéltampon mintabdl kivont DNS-t (38 minta) vizsgaltunk. Tébb, nem &shonos ragcsalo
gazdafajbol szarmazo minta AdV vizsgéalatat is elvégeztik (Budapesti Allatkert mintai).
Osszesen hatvannégy ragcsalé mintat vizsgaltunk, amelyek 14 kilonbozé fajt
képviseltek (2. tablazat). Harom elhullott voros mokus szerveibdl kivont DNS-t kaptunk
Németorszagbdl, a kimutatott AdV molekularis jellemzésére. A CMT-93-as egér sejtvonalon
elszaporitott K87-es MAdV-2 tbrzs szovettenyészeti fellliszéjat Dr. Susan Compton
bocséatotta rendelkezésiinkre a genom részletes vizsgalata céljabél (Hamelin et al., 1988).
Kutatécsoportunk a virus teljes genomjanak véletlenszerli klonozassal torténd
szekvenalasat, valamint a genom annotacidjat és molekularis elemzését tlzte ki célul.
Munkank kdzben, a szekvenalas nagy részének elvégzése utan, derllt ki, hogy egy svéjci
kutatécsoport ugyanezt a virust vizsgalja azonos forrasbol kapott anyag alapjan.
Megegyeztink, hogy egyuttmikédésben folytatjuk a munkat a gyors és eredményes
befejezés érdekében.

5.1.2. Denevér mintak eredete
A német mintak 17 Kkuloénb6z6 fajhoz tartozd, elhullott denevérek belsé szerveinek
homogenizatumabol kivont DNS-bél élltak. A mintaszam alapjan egy-egy denevérfajt
atlagban 11 minta képviselt, de val6jdban ez a szam 1 és 58 koz6tt valtozott (3. tablazat). A
mintakat kaldnbozé virusok diagnosztikai vizsgalatara gydjtotték Németorszagban a berlini
Robert Koch Intézet részére, de adenovirus jelenlétére mi szirtik Budapesten. Az egyik
mintabdl, kozdnséges torpedenevérbdl, sikerilt adenovirust izolalni, és ennek teljes genom-
szekvencidjat megallapitani.

A magyarorszagi mintak kozott, fajilag jol azonosithaté denevér koloniak aldl gyjtott
38 guandé-minta volt, melyet az Aggteleki Nemzeti Park teriletérél Boldogh Sandor biztositott
szamunkra. Ez a tertlet ma a denevér populaciok szempontjabél Magyarorszag legjobban
feltérképezett terilete (Boldogh, 2006). Vizsgaltunk tovabba tdébb mint szdz, magyarorszagi,
egyéni bélsar vagy végbéltampon mintat, amelyeket kilonb6zd populacioszamlalas és
vandorlasi vizsgélat soran gydjtottek az orszag minden pontjarol Gorfoél Tamas és Estok
Péter. Ezen kivul két denevértetem is a vizsgalt magyarorszagi mintak kozé tartozott. E

mintéakat a Budapesti Allatkert bocsétotta rendelkezésiinkre.
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5.2. Virusizolalas

A ragcsaléo AdV-ok izolalasi kisérleteihez Vero sejtvonalat, vagy egér rektumkarcinoma
sejtvonalat (TMC93) alkalmaztunk. Denevér-AdV izolalasi kisérletet nem végeztink. A Vero
sejthez RPMI (Sigma, Steinheim, Németorszag), mig a TMC93 sejtvonalhoz DMEM (Sigma,
Steinheim, Németorszag) médiumot hasznéltunk, mely 10% borjusavot (fetal bovine serum —
FBS, Sigma, Steinheim, Németorszag) tartalmazott. A sejtek passzalasat 1x PBS-es mosas
utan (Sigma, Steinheim, Németorszag), 1x Tripszinnel végeztik (Sigma, Steinheim,
Németorszag). A sejttenyészetet a PCR-rel kimutatott AdV-pozitiv bélsarbdl készitett
oldattal, vagy (10 perc, 13.000 rpm-es centrifugalds utan) 20 ul szervhomogenizatummal
fertéztik 24 lukas lemezen és 7-10 passzalason keresztll figyeltik a sejtkarosité hatast
(CPE - cytopathogen effect). Mindkét sejtvonalat 37 °C -on inkubaltuk. Az inkubatorban 5%-
os CO; szintet tartottunk fenn.

5.3. A virdlis-DNS tisztitdsa

A bélsar-mintakbdl E.Z.N.A. DNA Stool Kit (OMEGA bio-tek) segitségével tisztitottuk a DNS-
t, a gyartd ajanlasa szerint. Az elhullott allatok kulonféle belsé szerveinek (maj, vese, tidé és
béldarab) borsényi darabjat Retsch/Qiagen™ TissueLyser MM220, vagy Qiagen™
TissueLyser LT mintahomogenizalé gép segitségével homogenizaltuk 1 ml TE pufferben
(pH=7,9) 2 ml-es Eppendorf cs6ben, 4 mm atméréjlii acél csapagygolyoval, 50-es
amplitdoéval, 20 percen keresztill. A tampon-minta feldolgozasa 1 ml TE pufferben tortént
fél-egy Oras aztatassal, menet kdzben idénkénti egy-két perces vortexelést kdvetéen. A DNS
kivonasi eljards megegyezett a szervhomogenizatumok DNS kivonasaval. A szerv
homogenizatumokat 1 percig 13.000 rpm-mel Eppendorf csében centrifugaltuk 5417C tipusu
Eppendorf asztali mikrocentrifugdban. A fellluszébol 100 pl-t Uj Eppendorf csébe
pipettaztunk, melyhez 10 pl 10%-0s sarcosyl, valamint 4 pl proteinaz-K (20 mg/ml) oldatot
adtunk. Az igy kapott elegyet éjszakan at 55°C-on razatva inkubaltuk. Masnap 300 ul
guanidine-HCI és 20 yl ammoénium-acetat (7,5 M) oldatot adtunk az eddigi elegyhez, majd 20
percenkénti 6vatos keveréssel egy 6ran at szobahémérsékleten inkubaltuk. Az elegyben 1évé
nukleinsavakat 1 ml jéghideg abszolut etanollal kicsaptuk, majd 12 percen keresztil 13.000
rpm-mel centrifugaltuk. A feliiliszo6t eltavolitottuk, és a nukleinsaviledéket 1 ml jéghideg
70%-0s etanollal mostuk. Ot perces 13.000 rpm-es centrifugalds utan a feliiliszo6t ismét
eltavolitottuk, és az etanolt, valamint az (ledéket nyitott Eppendorf csében,
szobahémérsékleten szaritottuk. A nukleinsavat 40 yl MQ vizben feloldottuk és a PCR

elvégzéséig -20°C-on taroltuk.
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5.4. Restrikcios endonukleazos emésztés

A MAdV-2 K87-es torzsének tisztitott DNS-ét a szekvenaldsdhoz molekularisan klénoztuk. A
kordbban kozolt hasitasi mintdzat alapjan (Jacques et al., 1994a) a Bglll restrikcidés
endonukleaz tint idealisnak, mivel ez néhanyezer bp méretli darabokra vagja a MAdV-2
DNS-t. Az emésztést 40 ul végtérfogatban, a gyarté (Fermentas, AG., Vilnius, Litvania, ma
mar a Thermo Scientific Ltd. cégcsoport tagja) altal javasolt pufferrel, 37°C-on 2 6ran
keresztul végeztik. Agardzgél elektroforézissel becsult DNS-koncentraciojuk alapjan, a
plazmid DNS-bél 5 pl, a virus-DNS-bél 12 ul mennyiséget emésztettiink. A reakcioelegy
tartalmazott még 4 ul 10x puffert, a maradék térfogatot pedig MQ viz tette ki. Az igy kapott
hosszabb fragmentumokat pBS KS (plazmid Bluescript; Fermentas) vektorba ligaltuk. Mivel a
pBS polilinker szakasza (multiple cloning site) nem tartalmaz Bglll vagasi helyet, a vektor
emésztéséhez BamHI-et hasznaltunk, amely a Bglll vagasi hellyel kompatibilis ragadds
véget eredményez. A hosszabb szakaszokat igény szerint tovabb emésztettiik ECORI és Pstl
restrikcios enzimekkel. A keletkezett termékek megfeleld hosszat minden esetben 1%-o0s
agarOz gélen vizsgaltuk elektroforézissel. A gélt 0,5x TBE (Tris-Borsav-EDTA pH=8) puffer
felhasznélasaval készitettiik. A gél a DNS festésére GelRed-et (Biotium Inc., Hayward, CA.
USA) is tartalmazott. Az elektroforézist 60-110V-on végeztik. Az UV fénnyel atvilagitott
gélrél digitalis kameraval készitettiink fényképeket (Kodak Gel Logic 212 imaging system).

5.5. Polimeréaz lancreakcio

5.5.1. Célgének és primerek

Az AdV-DNS A&ltalanos kimutatasara olyan kétkorés PCR-t hasznaltunk, amelynek soran
er6sen degeneralt, konszenzus primerek a DNS-figgé DNS-polimerdz gén egyik
legmeg6rzottebb, kb. 320 bp hosszu szakaszat erdsitik fel (Wellehan et al.,, 2004). A
maodszer altalanos szlirésre alkalmas, de a nem specifikus termékek esetenkénti keletkezése
miatt a PCR termékek szekvenalasa elengedhetetlen. A tapasztalatok szerint ez a PCR mind
az 6t eddig elfogadott AdV nemzetség tagjait kimutatja.

Az Gjonnan felismert AdV-ok genomjabdl minél hosszabb szakaszok szekvenalasa
céljabdl (MAdV-2, SqAdV-1), tovabbi génszakaszokra célzott egykoros, vagy kétkorés PCR-
eket alkalmaztunk. E PCR-ek altalaban csak a Mastadenovirus nemzetség tagjainak
felerGsitésére voltak alkalmasak. Nested PCR-t alkalmaztunk a IVa2 (Pant6 et al., 2015;
Vidovszky et al., 2015) valamint a pVIIl gén egy meg6rzott szakaszara. Ezekkel a PCR-ekkel
a Va2 génbdl kb. 250 bp, a pVIlIl génjébdl kb. 450 bp hosszu szakasz nyerhetd. Egykords
PCR-t alkalmaztunk a hexon génen (Kiss et al.,, 1996a), amely kb 300 bp, valamint a
pentonbazison (Panté et al., 2015) ami kb 200 bp hosszu szakaszt erdsit fel. A pVIIl gén

esetén ujonnan tervezett primereket hasznaltunk, melyek szekvencidja a kovetkezé:
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pVllloutre: 5-CNG GNG GKC CNG ARW AVG GNT-3', pVllloutfo: 5-ATH CCM ACV CCB
TAY RTD TGG-3’, pVlllinre: 5-CAC RAA YTC NYS NAC RAA YTG-3', pVlllinfo: 5-ATG AAY
TGG YTN AGY GCN GG-3'. A konszenzus primerek tervezéséhez a kozeli rokonsagu AdV-
ok homoldg fehérjéinek aminosav szekvenciaibol poziciondlis illesztéseket (alignment)
végeztink a MultAlin programmal online az INRA szerverén
(http://multalin.toulouse.inra.fr/multalin/multalin.html). A primerek kivalasztasakor olyan,
er6sen meg6rzott aminosav motivumokat valasztottunk, amelyek lehetéleg kevés (1-2)
kodonnal rendelkezd as-bdl alltak. Az oligonukleotidokban az 6sszes lehetséges kodon
variacio szerepelt.

Az altalanos primerekkel felerdsitett szakaszokat szekvenalaskor az addig megismert
szekvenciak alapjan tervezett, specifikus primerekkel kotottik ©6ssze. A hosszabb
genomszakaszokat ugynevezett primer-sétaval szekvenaltuk, amelynek soran kb 500-700
bp-onként Gjabb primert alkalmaztunk. A primer tervezéshez a Primer Designer version 2
(Scientific and Education Software) programot, illetve oligonukleotid szintézissel foglalkozé
kilonb6z6 cégek honlapjain elérhetd tervezd fellileteket hasznaltunk. Ilyenek példaul a
Thermo Scientific (http://www.thermoscientificbio.com/webtools/tmc/) vagy az Integrated
DNA Technologies (https://eu.idtdna.com/PrimerQuest/Home) honlapjan talalhatéak. A
programok a primerek tervezésekor figyelik a megfelelé6 G+C ardnyt és olvadasi
hémérsékletet (Tm). Tovabba, az 6nmagukban vagy parban toérténd inaktivalodasuk”
kizdrasa érdekében a programok vizsgdljak a primerek dimer-alkoté képességét és
hajtiiképzési hajlandésagukat. A paraméterek manudlisan is allithatdéak, az adott szekvencia

sajatossagai szerint.

5.5.2. A PCR optimalizalasa

A mintak elsédleges sziiréséhez a PCR-eket 200 pl térfogatd PCR csOvekben végeztik
Tpersonal (Biometra Ltd., Gottingen, Németorszag) PCR készlilékekkel. A konszenzus PCR-
ekhez tébbféle Taq polimeraz enzimet, legtdbbszér DreamTaq™ (Thermo Scientific Ltd.),
vagy REDTaq™ (Sigma, Steinheim, Németorszag) DNS-polimerazt hasznaltunk, vagy ezek
ReadyMIX™ valtozatat, mely mar tartalmazza a gélfestéket, bizonyos mennyiségii MgCl,-ot
és dNTP-t. A reakcitelegy végtérfogata kezdetben 50 pl volt, 6sszetétele pedig a kdvetkez6:
1-1 pl 50 pmol/ul koncentracioji konszenzus primer, 2,5 ul REDTaq™, vagy 0,25
DreamTaq™ enzim, 2 ul MgCl (25 mM), 5 pl 10x puffer, 1,5 pl dNTP (10 mM) és 2 pl minta-
DNS. MQ vizzel 50 pl-re egészitettiik ki az elegy térfogatat. ReadyMIX™ hasznalata esetén
a MgCl,, dNTP, puffer és enzim helyett az elegy 25 pl ReadyMIX™-et tartalmazott. A
kés6bbiekben a végtérfogatot 25 pl-re csokkentettiik, igy azonos hatékonysag mellett

koltségmegtakaritast értiink el.
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A hosszabb (>500 nt) szakaszok felerésitésére a Phusion DNS-polimeraz (Finnzyme
Ltd., Espoo, Finnorszag) enzimet hasznaltuk. Ehhez az 50 pl 6ssztérfogatl reakcidelegy a
kovetkezd dsszetevdkbdl allt: 1—-1 pl 50 pmol/pl koncentracioja specifikus primerek, 10 pl 5x
puffer, 1,5 pul dNTP (10mM), 2 yl minta-DNS és 0,5 pl Phusion DNS-polimeraz enzim. A
reakciok programjat (hémérséklet és idétartam) a 1. tablazat mutatja.

A PCR-termékek lathatova tételét 1%-os agaroz gélen elektroforézissel vizsgéltuk. A
pozitiv mintdkbdl a keletkezett DNS-fragmentumot a QIAquick Gel Extraction (Qiagen,
Diisseldorf, Németorszag), vagy NucleoSpin® Gel and PCR Clean-up Kit (Macherey-Nagel,
Duren, Németorszag) hasznalataval tisztitottuk.

1. tAblazat a PCR programok paraméterei

[épés hémérséklet idétartam ciklus
kezdeti denaturacio 98°C 5 perc (p) 1
denaturacié 98°C 30 masodperc (mp)
primer kotédés 46°C-72°C 30-60 mp 45
szintézis 72°C 1-6p
terminalis szintézis 72°C 3-10 p 1

A PCR programokban a primer kotédési hémérsékletét az egyes primerekre azok
degeneraltsagi mértékétél és olvadasi hémérsékletétdl fliggben allitottuk be (1. tdblazat). A
pol PCR esetekben, ahol degeneralt primereket hasznaltunk, ez az érték 46°C volt. A mar
ismert szekvenciakra tervezett specifikus primereknél esetenként Ugynevezett 2 |épéses
PCR-t alkalmaztunk. Ezekben az esetekben a primer kétédése is a szintézis hémérsékletén
(72°C) zajlott. A szintézis id6tartama a felerésiteni kivant szakasz hosszatol fuggétt (30
mp/1000 bp).

5.6. Molekularis klonozas
Molekularis klbnozast végeztink, ha a PCR termékek szekvendlasa utan tdbbszéros
nukleotid-hullamokat kaptunk, és feltételeztiik, hogy a minta esetleg tébb AdV-t tartalmazhat.
A klénozast CloneJET™ PCR cloning kit (Fermentas Life Sciences) segitségével
végeztik a gyartd haszndlati Utmutatdja alapjan. A tisztitott DNS-fragmentumot a
megfeleléen el6készitett vektorral T4 ligaz segitségével egyesitettik. A ligalasi reakciot
kémiailag kompetens Escherichia coli (TOP10, iNtRON Biotechnology) baktériumba juttattuk
hésokkos transzformacioval. Harom pl ligatumot adtunk el6hltott pipettaval a jégen

felolvasztott baktérium szuszpenzié 50 ul-éhez, majd azt jégen inkubaltuk 30 percig. Ezutan
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a csoveket 90 mp-re, 42°C-os vizfurddbe tettlik, majd 5 percig ismét jégen inkubaltuk. A
baktérium szuszpenziéhoz 1 ml elémelegitett SOC (Super Optimal Broth with Catabolite)
médiumot adtunk, és egy 6ran at 37°C-on razattuk. A baktérium sejteket ampicilin tartalmu
LB (Lysogeny broth) tApagar lemezen szélesztettik, és egy éjszakan at 37°C-on inkubaltuk.
Masnap a jol elkdlonllé baktérium telepeket, melyek az ampicilin rezisztencia génnel
rendelkezd plazmidot tartalmaztak, ampicilin tartalmu, folyékony LB tapoldatba helyeztik, és
razatva inkubdltuk egy éjszakan &t 37°C-on.

A plazmid-DNS-t alkali miniprep moédszerrel tisztitottuk (Sambrook et al., 1989). A
baktérium tenyészet 1,5 ml-ét 13.000 rpm-mel 30 mp-ig centrifugéltuk, majd a feltliszot
gondosan eltavolitottuk. Az Gledéket 100 pl I-es oldat (50 mM glik6z, 10 mM EDTA, 25 mM
Tris-HCI pH=8) hozzdadasa utan 30 mp-ig erésen vortexeltiik, majd 200 ul frissen készitett
ll-es oldatot (0,2 N NaOH, 1% SDS) mértiink ra. Az elegyet 5 percig jégen inkubaltuk.
Ezutan 150 pl lll-as oldat (3 M KAc, pH=4,8) hozzaadasat kdvetéen 10 percig inkubaltuk
jégen. Tiz perc 13.000 rpm-es centrifugalads utan a DNS-t tartalmaz6 felllisz6t Gj Eppendorf
csébe tettlk, és 800 ul 96%-0s etanolt adtunk hozza. Ismételt 10 perces 13.000 rpm-es
centrifugalas utan a feluluszot eltavolitottuk és a keletkezett Gledéket 600 ul 70%-0s etanollal
mostuk. Hét perces 13.000 rpm-es centrifugalds utdn a fellliszét ismét ledntottik és
szobahdmérsékleten szaritottuk. A plazmid-DNS-t 2,5% RNA&z tartalmi MQ vizben oldottuk
fel és -20°C-on taroltuk. A klénokbdl nyert plazmid-DNS-ek mértetét 1%-0s agardz gél-
elektroforézissel ellendriztik. Ezek utan a beépitett DNS-szakasz (inzert) restrikcids enzimes
kivagasat elvégeztik.

A MAdV-2 genom molekularis klonozasat alapvetéen ugyanezekkel a modszerekkel,

pBluescript plazmiddal végeztiik.

5.7. A DNS szekvenalasa

A tisztitott PCR termékeket mindkét oldalrél szekvendaltuk 4 pmol/ul koncentraciéju
primerekkel. A klénozott génszakaszokat a vektortdl figgéen T3, T7 vagy pJETfo vagy
pJETre primerekkel szekvenaltuk. A primer-séta soran a DNS-t atfedésekkel, folyamatosan
0j szekvenald primerek tervezésével, mindkét oldalrél szekvenaltuk, mig a teljes szakaszt at
nem értiik mindkét szalon. A szekvenalashoz a BigDye™ Terminator v3.1 Cycle Sequencing
Kit-et (Applied Biosystem Ltd., Warrington, Egyesiilt Kiradlysag) alkalmaztuk a gyart6é altal
javasolt utmutatd szerint. Az elvégzett szekvenalasi reakcid utan a mintakat kapillaris
elektroforézisre a Szegedi Biolégiai Kozpont altal izemeltetett szekvenaldé cégnek (BayGen
Intézet) kildtilk, ahol automata DNS-szekvenalé gépen (ABI Prism® 3500 Genetic Analyzer)
elemezték. Az eredményeket elektronikus Uton ab1 kiterjesztési file-ok formajaban kaptuk

meg.
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5.8. Bioinformatika, filogenetikai szamitasok

Az abl formatumban kapott elektroforetogramokat és az automatikusan megfejtett
szekvencia adatokat a BioEdit programmal (BioEdit Sequence Alignment Editor v5.0.7; Hall,
1999) jelenitettk meg, ellendriztuk mindségét és javitottuk az esetleges hibakat. A teljes
vagy részleges genom-szekvenciak téredékeit vagy kézzel, vagy a Staden (Staden, 1996)
szekvencia elemz6 programcsomagot alkalmazva, a Gap4 programmal illesztettiik dssze.

Az Ujonnan kimutatott nukleotid—szekvenciak AdV eredetét elsésorban, a BLASTX
homolégiakeres6 programmal vizsgaltuk az NCBI honlapjan a GenBank adatbazis
szekvenciaihoz hasonlitva. A tovabbi pontositds érdekében a szekvenciakat
O0sszehasonlitottuk az altalunk meghatarozott, de még le nem kdzolt AdV szekvenciakbdl allé
belsé adatbazisunkkal a BioEdit programcsomag BLASTX programjanak segitségével is.

A MAdV-2 és BtAdV-2 teljes, valamint a SgAdV-1 részleges genomszekvenciajat a
JavaScript DNA Translator 1.1 (Perry, 2002) programmal forditottuk le mind a hat leolvasasi
keretben. Az igy nyert ORF-ek génként valé mikodését homologidjuk, elhelyezkedésik és
méretlik alapjan valdszinisitettiik. Azoknal a géneknél, amelyekrél mar tudott, hogy
intronokat is tartalmaznak, a potencidlis splicing donor és akceptor helyeket egyedi
vizsgalattal hataroztuk meg a konszenzusos szignalokat keresve, valamint a korabbi
meghatarozdsok eredményeivel 6sszehasonlitva. A pozicionalis illesztéseket a MultAlin és
Genedoc programokkal végeztik.

Filogenetikai szamitasokhoz harom kildonb6zé médszert is alkalmaztunk. Mivel rovid
génszakaszok esetében, a valoszinlséget szamitdé bonyolultabb moddszerek megbizhato
alkalmazasahoz az adatmennyiség nem bizonyult elégségesnek, inkabb a tavolsagi analizist
(protein distance matrix) alkalmaztuk, amely ugyan csupan tavolsagot szamit, azonban
megbizhaté eredményeket adott. Ehhez a PHYLIP programcsomag Protdist programjat
haszndltuk (Felsenstein, 1989), majd a Fitch programot telies atrendezés (global
rearrangement) funkcioval, amely az elsé szamitas eredményeként nyert fa minden aganak
helyzetét egyenként Gjra vizsgalja.

Hosszabb szekvenciaadatok, illetve telies gének esetében a legnagyobb
valészinliség (maximum likelihood), illetve a Bayes mddszert alkalmaztuk. A legnagyobb
valoszinliség modszer a matematikai statisztika egyik leggyakrabban hasznalt becslési
eljarasa. A moédszer célja, hogy adott mérési értékekhez (jelen esetben egy torzsfa), az
ismeretlen paramétereknek olyan becslését adja meg, amely mellett az adott érték a
legnagyobb valészinliséggel kovetkezik be. A Bayes-elméleten alapulé Bayes-statisztika
(bayesian method) szintén becslést végez. Ez a mobdszer azonban egy feltételes
valdszinliség és a forditottja kozott allit fel kapcsolatot. Sokkal tdbb paraméterrel szamol, és
itt a becslilni kivant paraméter nem egy régzitett érték, hanem egy valdszinliségi valtozé. E

szamitasokat a Topali 2.5 programcsomag MrBayes programjaval végeztik. A filogenetikai
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szamitdsokban a Bayes-mddszert az ismeretlen valtozok sokasdga miatt nem tudtuk
megbizhaté eredménnyel hasznalni (bizonytalan elagazasokat mutatott), igy a kés6bbiekben
nem alkalmaztuk.

A becslésen alapul6 modszerek kulonféle modelleket (pontozasi matrixot)
hasznalnak, attél fiuggéen, hogy milyen jellegi a vizsgalat. Az as-on alapul6é torzsfa-
rekonstrukciokhoz készitett aminosav helyettesitési matrix modellekbdl szamos létezik.
Legismertebbek a WAG (elnevezése a szerz6k Whelan and Goldman utan), a JTT
(elnevezése Jones DT, Taylor WR és Thornton JM szerz6k utan; Jones et al., 1992), illetve a
legUjabb, és a legtdobb fehérje dsszehasonlitdsan alapul6 modell, az LG (elnevezése Si
Quang Le és Olivier Gascuel szerz6k utan; Le & Gascuel, 2008). Az, hogy melyik modell illik
legjobban az adott adathalmazhoz, szamitasonként kilénbézik, igy a lehet6 legjobb
eredmény eérdekében modellvalasztasi szamitast végeztlink elészor.

A becslésen alapulé szamitasok azt szamitjdk, hogy egy adott
torzsfarekonstrukcionak mekkora a valdsziniisége. A kiindulashoz a legegyszer(ibb, tavolsag
alapu, ugynevezett neighbour joining modszerrel szamol egy tdrzsfat, melynek soran egy
csillag alaku fabol kiindulva a legkdzelebbi szomszédokat 6sszekapcsolja, és helyettesiti
ezeket az atlagukkal. Ezt ismételgeti a teljes fa kialakuldsaig. A neighbour joining
modszernél megbizhatébb a fehérje tavolsagi matrix analizis, ezért mi azzal szamitottuk a
kiindulasi ,alapfat” (user tree), és azt adtuk be a szamolashoz kiindulasi értéknek.
Amennyiben szeretnénk latni a kapott eredményiink megbizhatésagat, ugynevezett
bootstrap szamitast végeztink, amelynek a lényege, hogy a meglévd pozicionalis
illesztésbdl véletlenszerli mintakat vesz, ezekre végzi el a szamitast, majd statisztikat készit.
A bootstrap szamitést altalaban 100 mintavétellel végeztik. Ennek természetesen csak a
hosszabb szekvencidkon alapulé szamitasoknal van értelme. Rovid szekvenciak esetében a
kapott értékek olyan alacsonyak, hogy nem relevansak.

A tavolsagi analiziseket és a legnagyobb valészinliség szamitasokat, amennyiben
bootstrap értékeket is akartunk szamolni, a Mobyle internetes portalon végeztik, a Pasteur
Intézet honlapjan (http://mobyle.pasteur.fr/cgi-bin/portal.py#welcome). Utobbit a PhyML
program (phylogenies by maximum likelihood) alkalmazasaval szamoltuk (http://www.atgc-
montpellier.fr/phyml/, Guindon et al.,, 2010). Modellvalasztasra eleinte a Topali
programcsomagot hasznaltuk, majd attértiink a ProtTest program hasznalatara (Darriba et
al., 2011), amely tobbféle modellt ismer, beleértve a legujabb LG-t is. Ezek a modellvalaszto
programok kiszamoljak azt is, hogy az illesztésben vannak-e (és milyen aranyban) meg&rzott
aminosavak (I=invariable), hogy kell-e gamma-eloszlast alkalmazni a szamitds soréan
(G=gamma distribution), és ha igen, milyen értékkel, (ezeket a modell-szelekcié Aaltal

szamitott értékeket meg lehet adni a Mobyle PhyML szémitasokhoz), végul pedig a
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gyakorisagi (F=frequency) értékeket is. Az alkalmazott eljarast (pl.: LG+I+G+F) a
filogenetikai szamitasok eredményét (torzsfat) mutatd abrak alairasaban tintettem fel.

A Kkész torzsfdkat a FigTree v1.4 (http://tree.bio.ed.ac.uk/software/figtree/)
programmal jelenitettiik meg és szerkesztettik.
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6. Eredmények
6.1. Uj adenovirusok kimutatasa
6.1.1. R4gcséalok uj adenovirusai

6.1.1.1. R4gcséalo adenovirusok sziirése

A virusizolalasi Kkisérleteink soran sajnos nem sikertlt AdV-t

izolalnunk. A

rdgcsalomintak kozil, 17 bizonyult PCR-pozitivhak, ami 26,56%-0s pozitivitast jelent (2.

tablazat). A pozitiv mintakbdl a mezei pocok, a vizidiszné és egy pirdkegér minta szervminta,

mig a tébbi 14 pirokegér bélsarminta volt.

2. tablazat. Ragcsalok vizsgalata adenovirusos fertézottségre.

tudomanyos név altalanos név mintaszam pozitivak
Egéralkatuak alrendje (Myomorpha)
Egérfélék csaladja (Muridae)
1. Apodemus agrarius pirdk erdeiegér 19 15
2.  Apodemus flavicollis sarganyaku erdeiegér 1 0
3. Apodemus sylvaticus k6zbnséges erdeiegér 1 0
4.  Mus musculus hazi egér 16 0
5. Rattus norvegicus vandorpatkany 5 0
Horcsogfélék csaladja (Cricetidae)
Lemmus lemmus k6zbnséges lemming 3 0
Ondatra zibethicus pézsmapocok
Microtus arvalis mezei pocok 1
Foldikutyafélék csaladja (Spalacidae)
9. Nannospalax leucodon foldi kutya 1 0
Silalkatuak alrendje (Hystricomorpha)
Tengerimalacfélék csaladja (Caviidae)
10. Cavia porcellus tengerimalac 0
11. Dolichotis patagonum nagy mara
15. Hydrochoerus hydrochaeris kapibara/vizidiszn6 1
Mékusalkattak alrendje (Sciuromorpha)
Pelefélék csaladja (Gliridae)
13. Glis glis nagy pele 2 0
Mokusfélék csaladja (Sciuridae)
14. Sciurus vulgaris voroés mokus 5 0
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Mastadenovirus
murin-2

m murin-3
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Leschanault-repiildkutya, India
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_I— titi majom
— porcin-3
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human-40
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human-12
human-9

0.1
3. bra. A részleges DNS-polimeraz fehérjén alapuld, mastadenovirusokat tartalmazé tavolsagi
matrix-szal szamitott torzsfa-rekonstrukcid, melyen az 6sszes Uj ragcsalo AdV szerepel. A f6eml6s-
AdV-okbdl fajonként egy képvisel6t tintettiink fel. Az AdV tagot az abran kihagytuk a névbél a
rovidités kedvéért. A denevér-AdV-okat kékkel, a ragcsalo-AdV-okat zélddel, az Gj, altalunk
vizsgaltakat félkdvérrel jeldltik. A feltételezhetéen denevér eredetii, de ma mar mas gazdaban

megtalalt AdV-ok pirossal lathaték.

Egy mezei pocok és egy vizidiszn6é adenovirusa Uj AdV-nak bizonyult (szerv mintak).
Tizendt pol pozitiv pirékegér-mintabol kettd j (altalunk murin AdV-4-nek [MAdV-4] nevezett)
AdV-t, mig a tébbi 13 mintdb6l a MAdV-3-at sikerilt kimutatni (3. &bra). A 15 pozitiv
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pirokegér-mintabol 1 szervminta, mig 14 bélsarminta volt. A vizidiszn6 és a MAdV-4
esetében a IVa2 gén egy szakaszat is sikerllt felerésiteni két koros (nested) PCR
segitségével, mig a pocok-minta esetében negativ eredményt kaptunk a IVa2 PCR soran.

A MAdV-3 vizsgélatakor specifikus PCR-t terveztiink az E1B 19K gén felerésitésére,
mellyel a hazai pirbkegér tdbb hazai populacidjaban jelenlévé MAdV-3-bol egy olyan E1B
19K gént tudtuk felerésiteni, mely a GenBank-ba benyujtott MAdV-3 E1B 19K szekvencianal
sokkal hosszabb (23 aminosav helyett 174 aminosav).

Németorszagi mokusokban talalt AdV-rél szekvencia szinten bizonyitottuk, hogy
mastadenovirus, és feltételezhetéen azonos vagy nagyon hasonlé a Nagy-Britannidban
kimutatott virushoz, mivel a kordbban nyert hexon gén-szekvencia (Benké Maria, személyes

k6zlés) 100%-ban megegyezett az altalam nyert szekvenciaval (Peters et al., 2011).

6.1.2 Denevér-adenovirusok azonositasa

Osszesen 28 denevérfaj képviselSit vizsgaltuk (17 faj Németorszagrol, 28 faj
Magyarorszagrol), mely fajok kozil 18-bol mutattuk ki AdV jelenlétet. Tiz vizsgalt fajbdl nem
sikerult AdV-t kimutatnunk, habar e fajok némelyike meglehetésen magas mintaszammal
képviseltette magat (a legtébb 19 minta volt), akar mindkét orszagbdl is (3. tablazat). A
pozitiv mintdk gazdafajai kozé tartozik 3 faj, mely a Rhinolophidae csaladba tartozik és a
legUjabb rendszertani rendszerezés szerint a Yinpterochiroptera alrendbe sorolhatd. Az
0sszes tobbi minta valamely Yangochiroptera alrendbe tartozé csalad tagjatol szarmazik
(Vespertilionidae és Miniopteridae), habar AdV-ra pozitiv csak a Vespertilionidae csaladbdl
szarmazo mintak kozott volt.

A DNS-fuggé DNS-polimeraz génre iranyuld6 PCR-ek termékeinek direkt
szekvenalasa tobb esetben azt mutatta, hogy tobbféle AdV is lehet a mintdban. A PCR
termékek molekularis klbnozasa és a klénok szekvenaldsa bizonyitotta, hogy némely minta
kulonbdz6é meértékben eltéré AdV valtozatokat tartalmaz. Minden esetben két, egymastdl jol
elkGl6nulé AdV-t és egy vagy kettd tovabbi, néhany, de legalabb egy aminosavban eltér6
varianst talaltunk. Az AdV variansok eltérése egy-egy denevérfajon belil 2-5 nt illetve 1-4
aminosav volt. Harom denevérfajnal tapasztaltuk ezt. A kereknyergl patkésdenevér
(Rhinolophus euryale) esetében 4 kilénb6z6 AdV-t, a szopran térpedenevérbdl (Pipistrellus
pygmaeus) 3 AdV-t és a sz6roskaru koraidenevérbdl (Nyctalus leislerii) szintén 4 AdV
véltozatot mutattunk ki.

A polimeraz PCR termékeket szekvendlva, a primer szekvenciak eltavolitdsa utan
269-275 bp hosszUsagu szakaszt kaptunk. Osszesen 34 kiildnb6z6 AdV-t mutattunk ki,
melyekbdl csupan 3 volt korabban mar kimutatott AdV-sal teljesen megegyezd (a részleges
pol génben). igy dsszesen 31 eddig ismeretlen Gj AdV-t talaltunk. Ezek mindegyike a

Mastadenovirus nemzetségbe tartozik.
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3. tablazat. AdV jelenlétére vizsgalt denevér-mintak

pozitiv mintak szama/

vizsgalt hany féle virus
tudomanyos név altalanos név Lich pol poz. IVa2 poz
H G H G H G
alrend Yinpterochiroptera
csalad Rhinolophidae
1. Rhinolophus euryale kereknyerg(i patkésdeneveér 3 - 1/4 - 1 -
2.  Rhinolophus ferrumequinum  nagy patkésdenevér 10 - 3/1 - 1 -
3. Rhinolophus hipposideros kis patkdsdenevér 13 - 3/1 - 1 -
alrend Yangochiroptera
csalad Miniopteridae
4. Miniopterus schreibersii hosszlszarnyl denevér 10 = - = - -
csalad Vespertilionidae
5. Barbastella barbastellus nyugati piszedenever 3 2 - - = =
6. Eptesicus nilssonii északi késeidenevér 1 5 - 1/1 - 1
7. Eptesicus serotinus kozonséges késeidenever 9 13 2/1 1/1 1 1
8. Hypsugo savii alpesi denevér 1 - - - - -
9. Myotis alcathoe nimfadenevér 3 - - - - -
10. Myotis bechsteinii nagyful denevér 19 - - - - -
11. Myotis blythii hegyesorru denever 7 - 1/1 - 1 -
12. Myotis brandtii Brandt deneveér 5 2 - = = =
13. Myotis dasycneme tavi denevér 5 - 2/1 - 1 -
14. Myotis daubentonii vizi denevér 11 4 - - - -
15. Myotis emarginatus csonkafll( denevér 5 - 1/1 - 1 -
16. Myotis myotis kézbnséges denevér 13 1 4/1 - 1 -
17. Myotis mystacinus bajuszos denevér 2 17 - 1/1 - -
18. Myotis nattereri horgassz6ri denevér 8 5 = - = =
19. Nyctalus lasiopterus Orias koraidenevér 4 - - - - -
20. Nyctalus leisleri széroskaru koraidenevér 1 3 - 1/4 - 1
21. Nyctalus noctula rét koraidenevér 4 58 2/1 20/5 1 4
22. Pipistrellus kuhlii fehérszélli térpedenevér 3 4 - 1/1 - -
23. Pipistrellus nathusii durvavitorlaju térpedenever 3 11 - 2/2 - -
24. Pipistrellus pipistrellus kézbnséges torpedenevér 3 42 - 6/4 - 2
25. Pipistrellus pygmaeus szopran térpedenever 8 3 1/1 1/3 1 1
26. Plecotus auritus barna hosszu-fulG denevér 7 11 - 1/1 - -
27. Plecotus austriacus szirke hosszu-filt denevér 2 1 1/1 - 1 -
28. Vespertilio murinus fehértorkd denevér 2 12 - 1/1 - 1
Osszesen 28 magyarorszagi faj és 17 németorszagi faj 165 194  21/14 36/24 11 11

Roviditések: H, mintdk Magyarorszagrol, G, Németorszagbdl; pol poz, hdny minta lett pozitiv a

polimeradz génre vald vizsgalat soran/azokbdl hany féle virust kulénitettink el; IVa2 poz, hany minta

lett pozitiv IVa2 génre vizsgalva. Az azonositott AdV-ok 6sszesitett 6sszegénél figyelembe kell venni,

hogy 4 alkalommal tobb faj egyedeiben is kimutatott virust talaltunk. A kimutatott AdV-ok kisebb

szama a pozitiv mintakéhoz képest azt jelenti, hogy a kilénb6z6 pozitiv mintakban azonos AdV-t

talaltunk. Ha ez a szadm nagyobb, akkor ugyanabban a mintaban tébb kilénb6zé AdV valtozatot

talaltunk, amelyeket molekularis klénozéssal kilén szekvenalni tudtunk.
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Az Uj adenovirusok elnevezésénél a kovetkez6 nomenklatarat alkalmaztuk.
Amennyiben az adott AdV-t csak egy gazdafajban talaltuk meg, akkor a névnél a gazdafaj
angol nevét hasznaltuk, és 1-t6l kezdve szamoztuk. Amennyiben az AdV-t tdbb gazdafaj
mint4jabdl is kimutattuk, az elnevezésre a legkdzelebbi kdzOs rendszertani csoport neveét
hasznaltuk. Pl. amikor ugyanazt a virust tobb, a Vespertilionidae csalddba tartozo
denevérfajbdl is kimutattuk, akkor az elnevezésnél a csaladnevet hasznaltuk, és
'vespertilionid adenovirus’ nevet kapta a megfeleld szammal. Kilonbdz6 csaladokhoz tartozé
denevérekbdl sosem talaltunk azonos AdV-t. Ha legaldbb egy aminosavban kilonbdzott két
AdV ezen a rovid polimeraz génszakaszon, mar Uj tipus nevet (szamot) adtunk. Amennyiben
csak nukleotid szekvencidban, de aminosav szinten nem kulénboztek, azokat a virusokat
csupan ugyanazon tipus genetikai varidnsaiként kezeltik.

Harom kulonb6z6, a Vespertilionidae csaladba tartozé denevérfaj németorszagi
mintaibdl, egy bajuszos denevér (Myotis mystacinus), egy durvavitorlaju térpedenevér
(Pipistrellus nathusii) és négy rét korai denevér (Nyctalus noctula) mintab6l mutattuk ki a
Lvespertilionid adenovirus 1”-et (4. tablazat). Egy masik Uj AdV-t, a ,vespertilionid adenovirus
2"-t szintén egy rét korai denevér mintabdl, valamint egy k6zénséges térpedenevér mintabdl
mutattuk ki. Mindkét minta Németorszagbol szarmazott és a virusok aminosav szinten nem,
de nukleotid szinten 4 bp kiildnbséget mutattak. Ot kiildnbdzd kdzdénséges térpedenevér
mintabdl két hatarozottan eltéré uj AdV-t tudtunk kimutatni, melyek kilénboztek a szekvenalt
BtAdV-2-tél is, amit szintén ennek a gazdafajnak egy mintajabol mutattak ki és izolaltak
(Sonntag et al., 2009), valamint még egyet, mely csupan 1 aminosavban kilénbézik a
BtAdV-2-t6l a részleges pol szakaszon. Ezek alapjan az AdV-okat ,common pipistrelle
adenovirus 2—-4"-nek (kbzbnséges torpedenevér-adenovirus 2—4) neveztik el, meghagyva az
l-et az izolalt, publikdlt és mar teljes genom szinten megfejtett, disszertaciomban
részletesen kifejtett kozonséges toérpedenevér-adenovirusnak.

Csupan harom olyan denevérfaj volt, a kdzonséges késeidenevér (Eptesicus
serotinus), a rét korai denevér és a szopran tdrpedenevér, amelyek mindkét orszagbal
szarmazO mintai kozt voltak pozitivak. Bar a németorszagi és magyarorszagi azonos
denevérfajok mintakban talalt szekvenciak egyike sem volt azonos, érdekes, hogy a német
k6zbnséges késeidenevér mintdban talalt AdV megegyezett egy korabban Kinaban, a
legnagyobb vespertilionid denevérben (melynek nincs magyar elnevezése, great evening bat
— la io) talalt AdV szekvenciaval.

Mindkét AdV, amit a német rét korai denevér mintakban talaltunk (az egyiket egy, a
masikat 7 mintabol mutattuk ki), kulonbozott a két magyar mintédbdl is kimutatott rét korai
neveztik el. A szopran torpedenevérek esetében a magyar mintabol szarmazé AdV

szekvencia nem volt azonos egyik szekvenciaval sem, amit a német szopran térpedenevér-
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minta molekularis klonozasa soran nyertink. Hét tovabbi AdV-t talaltunk Magyarorszagrél.
Pond adenovirus 1-nek neveztik el, a két, kulonb6z6 foldrajzi helyrdl szarmazd magyar tavi
denevér (Myotis dasycneme) mintaibol kimutatott AdV-t, és ,Goeffroy’s bat adenovirus 1”-
nek egy magyar csonkafuli denevér (Myotis emarginatus) mintdban talalt AdV-t. Talaltunk
egy AdV-t egy magyarorszagi hegyesorra denevér (Myotis blythii) mintaban is, melyet ,lesser
mouse-eared bat adenovirus 1"-nek neveztiink el. A ,greater mouse-eared bat adenovirus
1”-nek elnevezett virust 4 kilonb6z6 kézénséges denevérbdl (Myotis myotis) mutattuk ki,
melyek Magyarorszag kulonb6zd foldrajzi helyeirl szarmaztak. A magyarorszagi
patkosdenevérek csaladjanak (Rhinolophidae) képviseletében, a mar kordbban emlitett
kereknyergli patkdsdenevérbdl molekularis klonozéssal kinyert AdV-okon kivil, harom kis
patkésdenevér (Rhinolophus hipposideros) és harom nagy patkésdenevér (Rhinolophus
ferrumequinum) mintabdl is mutattunk ki AdV-t, ennek megfeleléen ezeket ,lesser horseshoe
bat adenovirus 1” és ,greater horseshoe bat adenovirus 1’-nek neveztik el. Magyarorszagi
mintakban szirke hosszuful(i-denevér (Plecotus austriacus) AdV-t is sikerllt kimutatnunk,
melyet ,grey long-eared bat adenovirus 1”-nek neveztiink el.

Egy német barna hosszufil(i-denevér (Plecotus auritus) mintaban talaltuk meg a
,orown long-eared bat adenovirus 1”-et, és ugyanebbdl az orszagbdl a ,Nathusus’s pipistrelle
adenovirus 1”-et durvavitorlaju térpedenevérben (Pipistrellus nathusii). Az utolsé két AdV-t
egy fehérszéll térpedenevérben (Pipistrellus kuhlii) a ,Kuhl’'s pipistrelle adenovirus 17-et, és
egy északi késeidenevérben (Eptesicus nilsonii) a ,northern bat adenovirus 17-et talaltuk.
Mindkét minta Németorszagbdl szarmazik. Az Ujonnan talalt AdV-ok nevei és a gazdafajaik
nevei a 4. tdblazatban lathatédak.
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4. tablazat. A kimutatott AdV-ok és a gazdafajok

GenBank
Nr. Az AdV neve gazdafaj (szarmazas, térzsnév) azonosité korabbi kimutatas,
szam. + GenBank azonosito
1. brown long-eared bat AdV-1 szirke hosszufiili-denevér (1G) KM043094
2. common noctule AdV-1 rét koraidenevér (1H, BS24) rét koraidenevér (H)
(HUN/2007) GU198877
3. common noctule AdV-2 rét koraidenevér (7G, 119/08) KM043110
4. common noctule AdV-3 rét koraidenevér (1G, 150/08) KM043111
5. common pipistrelle AdV-2 kozonséges torpedenevér (2G, 141/07) KM043096
6. common pipistrelle AdV-3 kézbnséges torpedenevér (1G, 202/09) KM043108
7. common pipistrelle AdV-4 kdzobnséges torpedenevér (2G, 199/09) KM043109
8. Geoffroy’'s bat AdV-1 csonkafll( denevér (1H) KM043084
9. greater horseshoe bat AdV-1 nagy patkdsdenevér (1H) nagy patkésdenevér (H)
(HUN/2009) GU289918
10. greater mouse-eared bat AdV-1 kdzdnséges denevér (4H) KM043106
11. Kuhl's pipistrelle AdV-1 fehérszelil torpedenevér (1G) KM043100
12. lesser horseshoe bat AdV-1 kis patkdsdenevér (1H) kis patk6sdenevér (H)
(Teresztenye/2010)
JN167522
13. lesser mouse-eared bat AdV-1  hegyesorra denevér (1H) KM043086
14. lesser noctule AdV-1 sz6roskaru koraiden. (1G, 239/08 cl. 1) KM043102
15. lesser noctule AdV-2 sz6roskaru koraiden. (1G, 239/08 cl. 3) KM043104
16. lesser noctule AdV-3 szBroskaru koraiden. (1G, 239/08 cl. 4) KM043105
17. lesser noctule AdV-4 sz8roéskaru koraiden. (1G) KM043103 szdréskaru koraidenevér
(Sp) JX065124
18. Med. horseshoe bat AdV-1 kereknyergii patkésden. (1H, BS12 cl. 1) KM043079
19. Med. horseshoe bat AdV-2 kereknyergii patkésden. (1H, BS12 cl. 2) KM043080
20. Med. horseshoe bat AdV-3 kereknyergii patkésden. (1H, BS12 cl. 5) KM043081
21. Med. horseshoe bat AdV-4 kereknyergii patkésden. (1H, BS12 cl.12) KM043082
22. Nathusius’s pipistrelle AdV-1 durvavitorlaju térpedenevér (1G, 140/07) KMO043095
23. northern bat AdV-1 északi denevér (1G) KM043101
24. particoloured bat AdV-1 fehértorkd denevér (1G) KM043099
25. pond bat AdV-1 tavi denevér (2H) KM043083
26. serotine bat AdV-1 kdzobnséges késeidenevér (2H, BS14) KM043085
27. soprano pipistrelle AdV-1 szoprén torpedenevér (1H) KM043090
28. soprano pipistrelle AdV-2 szoprén térpedenevér (1G, 176/09 cl. 4) KM043091
29. soprano pipistrelle AdV-3 szopran torpedenevér (1G, 176/09 cl. 5) KM043092
30. soprano pipistrelle AdV-4 szopran torpedenevér (1G, 176/09 cl. 7) KM043093
31. vespertilionid AdV-1 rét koraidenevér (4G, 191/07) KM043087
bajuszos denevér (1G) KM043088
durvavitorlaju térpedenevér (1G, 154/09) KM043089
32. vespertilionid AdV-2 kdzbnséges torpedenevér (1G, 157/08) KM043097
rét koraidenevér (1G, 121/08) KM043098
33. vespertilionid AdV-3 rét koraidenevér (7G, 162/09) KM043112 o6rias koraidenevér (Sp)
JX065126
34. vespertilionid AdV-4 kozonséges késeidenevér (1G, 492/08) KMO043107 great evening bat (Cn)

JQ308807

Roviditések: Med.:

Mediterranean; cl.: clone/klén; H.. Hungary/Magyarorszag; G.:

Germany/Németorszag; Sp.: Spanyolorszag; Cn.: China/Kina; Ha egy fajban tdbb AdV-t is

talaltunk, a mintak azonositasa miatt a torzsnevet is felt(intettik.
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Kilenc mintaban, harom kordbban leirt AdV-szekvenciat talaltunk. Egy elhullott
sz6roskaru koraidenevér mintajabdl a Spanyolorszagban, ugyanebben a fajban kordbban
kimutatott AdV szekvenciaval azonos szekvencigju PCR terméket nyertiink (Casas et a.,
2010; JX065124). Ezt a gazda alapjan ,lesser noctule adenovirus 4”-nek neveztik el. Hét
példany rét korai denevér mintajabdl ugyanazt az AdV-t mutattuk ki, amit Spanyolorszagban
korai denevérben taldltak (Casas et al., 2010; JX065126). A tobbféle gazda miatt a
,vespertilionid adenovirus 3” nevet adtuk. Végul egy olyan AdV-t talaltunk k6zonséges kései
denevérben, amelynek szekvencidja megegyezett egy kordbban Kinaban leirt AdV
szekvenciajaval (great evening bat; Chen et al., 2012; JQ308807). Ez lett a ,vespertilionid
adenovirus 4”.

Minden egyes mintanal, amely a pol génre Gjnak bizonyult, megkiséreltik egy masik
génszakasz feler8sitését is, a Va2 génjére irAnyuld PCR vizsgalatokkal. Ez a pol alapjan
ujnak bizonyuld mintak (38) hozzavet6leges kétharmadanal volt eredményes (11 német és
11 magyar minta esetében). Ez a 22 minta 15 fajhoz tartozott (3. tablazat). Egyik tisztitott és
szekvendlt IVa2 PCR termék sem mutatott kevert szekvenciara utal6 jeleket, még annak a 3

mintanak az esetében sem, amelyeknél a pol gén szekvenciaja tobb varianst tartalmazott.

6.2. Genom analizis

6.2.1. Murin adenovirus 2

A MAdV-2 K87 genomja 35.203 bp hosszunak bizonyult, és viszonylag magas G+C
(63,35%) tartalom jellemzi (GenBank szadm: HM049560). Az ITR-ek 121 bp hosszuak. A 28

gént a masik két MAdV-val és a SgAdV-1-el 6sszehasonlitva az 5. tablazat sorolja fel.
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4. dbra. A MAdV-2 genomtérképe méretardnyosan 6sszehasonlitva a masik két murin AdV
genomjaval. Az Adenoviridae csalad 6sszes tagjdban megdérzott génkészletet sotétsziirke
hattér jeloli. A kozépen futd vilagossziirke, vizszintes vonalak az 5 kb-nak megfelelé
szekvencia szakaszokat jelzik. A szirke nyilak az 6sszes AdV-ban el6éforduld géneket jeldlik.
Fekete nyilak jelolik az egynél tobb, de nem az 6sszes nemzetség tagjaiban megtalalhato
géneket. (Az E1B 55K-nak és az E4 34K-nak megtalalhatéak homoldgjai az Atadenovirus

nemzetségben). A fehér nyilak a specifikus géneket jeldlik.

6.2.2. MOkus-adenovirus 1

A Németorszagban kimutatott és vizsgalt SqAdV-1 genomjanak 20.602 bp hosszusagu, a
IVa2 és a pVIll gének kozti szakaszat szekvenaltuk (Peters et al., 2011). A virust nem
sikerUlt izolalni, igy az alkalmazott véletlenszerii klonozast sokkal kevesebb DNS-sel kellett
végeznink, ami nehezitette a munkat, és hozzdjarult ahhoz is, hogy még nem Aall
rendelkezésiinkre a teljes genom-szekvencia. Az ismert régié G+C aranya 45,72%, ami
kiegyensulyozottnak tekinthet6. Ezen a szakaszon 17 gént azonositottunk (5. téblazat). A
IVa2 és pVIIlI génekbdl csak rész szekvencia all a rendelkezésiinkre. A szekvencia szinten
megismert gének mérete altalaban megfelelt a Mastadenovirus nemzetség tobbi tagjanak
homolég génjével. A gének elhelyezkedését az 5. abra mutatja.

35



5. tdblazat. A MAdV-2 és SgAdV-1 génjeinek dsszehasonlitdsa a tobbi MAdV-ban és a
HAdV-2-ben taldlhatd génekkel; a MAdV-ok genom méretkulénbsége a gének hosszéara és

nem a gének szamanak eltérésére vezethetd vissza

MAdV-2 MAdV-1 MAdV-3 SgAdV-1 HAdV-2
(35.203) (30.944) (30.570) (20.602)# (35.937)
. . . . ; L méret (as)
Gén/ORF méret (aminosav) a kdadolo szekvenciak helye
ITR 121 bp 1..121, 35082..35203 93 bp 126 bp > 102 bp
E1A 263 348..975, 1068..1231 253 187 > 289
333 23 >
E1B 19K az N-terminalis régi6 1505..2506 175 (174) 175
(150 as) homolég
E1B 55K 608 1885..3711 447 432 - 495
IX 99 3774..4073 96 86 - 140
478 4133..5556, 5910..5922 ¢ -
Va2 (476) (4133..5556, 5920.5926 ¢) 440 el Ga
pol 1274 5296..9117, 14362..14364 ¢ 1214 1202 1154 1198
pTP 743 8925..11153, 14362..14364 c 636 627 ~607* 671
52K 492 11174..12652 359 359 340 415
pllla 541 12689..14314 494 498 537 585
1 498 14501..15997 489 490 473 571
pVll 165 16065..16562 199 209 110 198
\% 336 16673..17683 228 205 345 369
pX 81 17731..17976 74 74 83 80
pVI 252 18100..18858 237 226 236 250
hexon 922 19016..21784 910 909 909 968
proteaz 214 21797..22441 204 203 206 204
DBP 480 22507..23949 c 461 461 432 529
100K 844 23861..26395 743 721 701 805
33K 172 26094..26315, 26749..27045 193 186 215 228
22K 210 26094..26726 170 172 119 195
pVII 261 27155..27940 215 218 - 227
E3 12,5K 303 27933..28844 - - - 107
181 (nem homolég) 28801..29346 -
ESORF 160 (nem homolég)  (28754..29236) — i -
U exon 59 29444..29622 c - - - 54
fiber 787 29621..31984 613 567 - 582
E4 34K 322 32024..32992 c 266 265 - 294
E4 ORFE 200 (nem homolog) 32757..33359 ¢ 168 178 - =
E4 ORFD 391 (nem homoldg) 33382..34557 ¢ 259 284 - =
E4 ORFC - 145 143 - -
E4 ORFB - 116 - = =
E4 ORFA - 132 129 - -

* A splicing akceptor hely bizonytalan; #, részleges szekvencia
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5. abra. A SgAdV-1 kézéps6, megismert genomszakaszanak térképe. A kbzépen futd

vizszintes vonalak az 5 kb-nak megfelel§ szekvencia szakaszokat jelzik.

6.2.3. Denevér-adenovirus 2
A Németorszagban izolalt BtAdV-2 telies genomjanak szekvencidjat udjgeneracios
szekvendalassal (piroszekvenaldssal) allapitottdk meg, amelyhez 454 Genome Sequencer
FLX (454 Life Sciences, Branford, CL, USA) gépet hasznédltak. Az 0Osszedllitott
genomszekvenciat elemeztem, és a tobbi mastadenovirus genomhoz hasonlitva
megallapitottam a géneket, ORF-eket és a feltételezhet6 splicing helyeket (GenBank
benyujtasi szam: JN252129). A genom 31.616 bp hosszu, atlagos 53,5% G+C tartalommal,
146 bp hosszl ITR-rel rendelkezik, és 31 feltételezhetd gént tartalmaz (6. abra).

Az ICTV-hez benyujtott javaslatunk alapjan az Uj AdV-t, a bat adenovirus 2 (BtAdV-2)
tipust, a Mastadenovirus nemzetségbe tartoz6 0j AdV fajként fogadtak el Bat
mastadenovirus B néven (Harrach et al., 2011). A BtAdV-2 génjeit is 6sszehasonlitottuk mas

AdV-ok génjeivel, amit a 6. tAblazat mutat be.

E1A E1B Denevér-adenovirus 2 N,
19K px 33K[|D 12,5K
X pVII proteaz D DORF1 ORFA,B, C
[T D [s2> @D- D-D - L [ feecs  D0D
DBP Uﬂemn G‘QAERFD
El E2B E2A E3 orre7 E4

6. abra. A BtAdV-2 genomtérképe. A jeldlések a 4. abranal leirtaknak megfelel6ek.
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6. tablazat. A BtAdV-2 feltételezett génjeinek dsszehasonlitasa a BtAdV-3, a CAdV tipusok,
az EAdV-1 és a HAdV-2 génjeivel

Gén/ORF

ITR

E1A

E1B 19K
E1B 55K
IX

Va2

pol

pTP

52K
pllla
11
pVII
\Y,

pX
pVI
hexon
proteaz
DBP
100K

33K

22K

pVlill

E3 12,5K
E3 ORF1
U exon
fiber

E4
ORF6/7
E4 34K
E4 ORFD
E4 ORFC
E4 ORFB
E4 ORFA

EAdV-A HAdV-C

(32.690)  (35.937)

[106 bp]
188
179
453
121

350
1164

638

417
572
480
132
441

68
246
913
206
454
714

200

218
227

376
54
835

94

257
125
132
125

[102 bp]
289
175
495
140

449
1198

671

415
585
571
198
369

80
250
968
204
529
805

228

195
227
107

54
582

150
294

BtAdV-B BtAdV-A CAdV-A
BtAdV-2 BtAdV-3 CAdV-1 CAdV-2 EAdV-1 HAdV-2
(31.616) (>31.680)"  (30.288)  (31.323)
a kodolo szekvenciak méret (as)
elhelyezkedése
1..146, 31471..31616  [146 bp] NM  [199bp]  [198 bp]
490..1000, 1085..1305 243 217 230 232
1474..2016 180 182 169 169
1836..3170 444 459 444 444
3237..3548 103 106 103 103
3545..4881,
5160 5172 ¢ 449 442 446 446
4654..8061,
12628..12636 ¢ 1138 1142 1149 1150
7917..9740,
12628..12636 c il ol 58t Ll
9777..10970 397 438 389 388
10843..12591 582 574 563 567
12660..14093 477 525 477 477
14125..14508 127 134 170 172
14582..15895 437 433 421 428
15852..16133 93 69 68 69
16186..16932 248 273 238 249
17000..19723 907 908 905 905
19735..20355 206 206 206 206
20399..21783 ¢ 461 472 454 454
21796..23895 699 682 689 689
23732..23860,
24099. 24401 143 164 149 149
23732..24262 176 155 128 128
24405..25094 229 222 224 224
25081..25431 116 (118) 117 119
25454..26626 390 382 216 364
26658..26821 c 55 67 55 55
26820..28493 557 555 543 542
28508..28725,
29512..29533 ¢ (e &t e =9
28748..29533 c 261 260 265 259
29534..29986¢ 150 130 124 124
29862..30275 137 124 132 123
30302..30661 119 119 128 134
30746..31141 131 187 153 131

130

Roviditések: c, a gén a komplementer szaron van kédolva; NM, nincs meghatarozva; *, a genom

végek nincsenek pontosan meghatéarozva.
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7. Megbeszélés
7.1. Uj adenovirusok

7.1.1. R4gcsélok adenovirusai

Minden kimutatott ragcsalé-AdV a Mastadenovirus nemzetségbe tartozik. Ez egybevag a
korabbi eredményekkel, eddig ugyanis szinte minden emldésbél kimutatott AdV
mastadenovirus volt. Ez aldl kivételt képeznek a kér8dz6k és egy erszényes roka (rokakuzu -
Trichosurus vulpecula) amelyekben atadenovirusokat (is) talaltak (Bartha 1969; Harrach et
al., 1997; Thomson et al., 2002). A vilagon elséként mutattuk ki AdV jelenlétét vizidiszndban,
amely a tengerimalacfélék (Caviidae) csaladjaba tartozik. Hasonl6képpen, a hoércsogfélék
(Cricetidae) csaladjaba tartoz6 mezei pocokbdl, szintén senki nem mutatott ki AdV-t ezel6tt
(Vidovszky et al., 2011). Két pozitiv minta esetében pir6kegérbél egy eddig ismeretlen AdV-t
sikerllt kimutatnunk, melynek a murin AdV-4 nevet javasoljuk. Ezen fellll igazoltuk a MAdV-3
jelenlétét a magyar vadon élé allomanyban is. A 19 vizsgalt mintabdl 15 lett pozitiv, ami a
virus jelentés elterjedésére enged kdvetkeztetni. Mintagydjtésink soran igyekeztliink minél
szélesebb rendszertani korbél vizsgalni a ragcsaldé mintakat. A 14 fajhoz tartozé 64 vizsgalt
ragcsalo-minta a ragcsalok rendjének harom alrendjét képviselte. Mind a harom alrend
legalabb egy mintdjaban sikerllt AdV-t kimutatni. Nevezetesen az Egéralkatliak
(Myomorpha) alrendjébdl pirékegérbdl és mezei pocokbdl, a Silalkatiak (Hystricomorpha)
alrendjébdl vizidisznobdl, a Mokusalkattak (Sciuromorpha) alrendjébél vords mokusbol. igy
lehetdségiink volt a virusok filogenetikai viszonyainak vizsgéalatara is (3. abra). AdV jelenléte
vorés mokusban azonban csak a németorszagi mintédkbdl volt kimutathatd. A filogenetikai
rekonstrukciok alapjan kijelenthetjuk, hogy a ragcsaldé AdV-ok mind &siek, de nem
monofiletikusak. Erdekes moédon a torzsfa-rekonstrukciokon a BAdV-10 is a ragcsalok
adenovirusai kdzott jelent meg. A BAdV-10 erfsen patogén és minden eddigi izolatuma
elhullott allatokbdl szarmazik. Mindezek alapjan feltételezhetjik a BAdV-10 ragcsalo-AdvV
eredetét (Matiz et al., 1998).

A harom MAdV-on kivil ragcsalékbdl korabban csak tengerimalacbél (Pring-
Akerblom et al., 1997), k6zdnséges (voros mokus) és szirkemodkusbdl (Everest et al., 2008;
2009; 2010a; 2010b; 2012; 2013, Sainsbury et al., 2001; Martinez-Jiménez et al., 2011)
valamint ézegérb6l (Reeves et al., 1967; Phan et al., 2011) irtak le adenovirust. igy a
felismert ragcsalé-adenovirusok szamat jelentdsen tudtuk noévelni. Elséként sikerUlt
kimutatnunk a SgAdV-1-et az eurdpai kontinensen is, mivel kordbban csak az Egyesiuilt
Kirdlysag szigetein mutattak ki, mig mi Németorszagban befogott allatokb6l. A németorszagi

SgAdV-1 nem tlnik kildnbdzének az egyesdult kirdlysagbeli virustol. Mas szerzék azota AdV
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olaszorszagi jelenlétet is leirtak kdzonséges (voros) valamint szirkemokusban is (Romeo et
al., 2014).

A
1 70

MAdV-3Szlovakia ATGCTGCGTG TTTTCCCTTT ACTGACTCCT TTTATGGATT CTTTTCCCGC AATTCGCAAT TTGCTTTTGT
MAdV-3Magyaro ATGCTGCGTG TTTTCCCTTT ACTGACTCCT TTTATGGATT CTTTTCCCGC AATTCGCACT TTGCTTTTGC
71 140
MAdV-3Szlovakia AAGCTACGGG ACATAGGGAA CCATGGTGGT TTCGTTTTTT TGTTCTGTTT GGTTTTCCGC GCTTTCGTCA
MAdV-3Magyaro AAGCTACGGG ACATAGGGAA CCATGGTGGT TTCGTTTTTT TGTTCTGTTT GGTTTTCCGC GCTTTCGTCA
141 210
MAdV-3Szlovakia CTTGGGGGAT GTAGTGAGGA GTCTTGCTCG GGAACGGGAA ACTGAGTTTC AGATTCTTCT TCCCTCTTGG
MAdV-3Magyaro CTTGGGGGAT GTAGTGAGGA GTCTTGCTCG GGAACGGGAA ACTGAGTTTC AGATTCTTCT TCCCTCTTGG
211 280
MAdV-3Szlovakia ATGATTTCAG ATGTTGCGCA GGGTACTTTT GCTATGTTGC CTGAGTTCTT GCTTAGTTTG CGTTTTGATG
MAdV-3Magyaro ATGATTTCAG ATGTTGCGCA GGGTACTTTT GCTATGTTAC CTGAGTTCTT GCTTAGTTTG CGTTTTGATG
281 350
MAdV-3Szlovakia CTGCGGGCCA GGCTATGGTT TCACTTGCGT TTTTGTCATA TCTTATTGAT AGGGCTGTGC AGCAAGGGCC
MAdV-3Magyaro CTGCGGGACA GGCTATGGTT TCACTTGCGT TTTTGTCATA TCTTATTGAT AGGGCTGTGC AGCAAGGGCC
351 420
MAdV-3Szlovakia GCTTTCCTAT TTTACTATTG TGGAGATTGT TTCTTTGCAT CTATGGAGAG CGATCAATTT GCCCCTGAGA
MAdV-3Magyaro GCTTTCCTAT TTTACTATTG TGGAGATTGT TTCTTTGCAT CTATGGAGAG CGATCAATTT GCCCCTGAGA
421 490
MAdV-3Szlovakia CCTACGAGAC CAGCGATGTG GGTCTCCAGG TTGCCAACCT TGGCGGAGGA GGACGAAGAG ACCAGGCCCC
MAdV-3Magyaro CCTACGAGAC CAGCGATGTG GGTCTCCAGG TTGCCAACCT TGGCGGAGGA GGACGAAGAG ACCAGGCCCC
491 525
MAdV-3Szlovakia CAGGCTCGGA GCCGGAGCAC GAGAGCTCGG CCTAA
MAdV-3Magyaro CAGGCTCGGA GCCGGAGCAC GAGAGCTCGG CCTAA

B
1 70

MAdV-3Szlovdkia MLRVFPLLTP FMDSFPAIRN LLLXATGHRE PWWFRFFVLF GFPRFRHLGD VVRSLARERE TEFQILLPSW

MAdV-3Magyaro MLRVFPLLTP FMDSFPAIRT LLLQATGHRE PWWFRFFVLF GFPRFRHLGD VVRSLARERE TEFQILLPSW
71 140

MAdV-3Szlovédkia MISDVAQGTF AMLPEFLLSL RFDAAGQAMV SLAFLSYLID RAVQQGPLSY FTIVEIVSLH LWRAINLPLR

MAdV-3Magyaro MISDVAQGTF AMLPEFLLSL RFDAAGQAMV SLAFLSYLID RAVQQGPLSY FTIVEIVSLH LWRAINLPLR
141 174

MAdV-3Szlovadkia PTRPAMWVSR LPTLAEEDEE TRPPGSEPEH ESSA

MAdV-3Magyaro PTRPAMWVSR LPTLAEEDEE TRPPGSEPEH ESSA

7. abra. A Szlovakiaban izolalt és az altalunk, hazai pirékegérbél kimutatott MAdV-3 térzsek
E1B 19K génjeinek szekvenciaja. A: nukleotid szekvencidk 6sszehasonlitdsa, B: az
aminosav szekvencidk dsszehasonlitasa. A 24. pozicidban X jel6li a stop kodont. Az

eltéréseket kék szin, a meg6rzott homoldg szakaszt sziirke hattér jeldli..

A GenBank-ban lévé MAdV-3 teljes genomjanak tanulmanyozasakor feltlint
szamunkra az E1B 19K gén szokatlan révidsége a tébbi AdV-hoz viszonyitva. Gyanus volt,
hogy a rovid ORF stop kodonja utani téredék ORF altal kédolt aminosav szekvencia is
homolégiat mutatott a tobbi AdV E1B 19K fehérjéjével. Ennek vizsgalatara specifikus
primerek tervezésével felerGsitettik az E1B 19K gént a sajat mintainkbdl, és bizonyitottuk,
hogy a magyarorszagi vadallomanyban talalhat6 virusban a gén teljes hosszlsagu az izolalt
virussal ellentétben, vagyis nem tartalmazza a koztes stop kodont. Az esetleges
szekvenalasi hibdk kizarasa céljabdl zirichi kollégéainkkal (Prof. Detlev H. Kruger jévoltabol)
Ujraszekvenaltuk az izolalt MAdV-3 E1B 19K génjét is, de ismételten a stop kodon szokatlan
jelenléte igazolodott az izolatumban. Az adott génszakaszon a hazai MAdV-3-hoz

viszonyitva tovabbi harom nt eltérést talaltunk, amely egy aminosav eltérést is okozott a
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fehérjében. Mivel a stop kodon megjelenését egyetlen nt kilénbség okozta, feltételezhetd,
hogy spontan pontmutaciorél van szo, amely esetleg mar az izolalast kévetd passzazsok
soran keletkezett. Az E1B 19K génrdl keletkezé fehérje apoptozis gatlé hatassal rendelkezik
(Han et al., 1996). A stop kodon utani rész homoldégigja is arra enged kovetkeztetni, hogy
nemrégiben még a telies gén jelen lehetett a virusban. A felismert nt és aminosav

kilonbségeket a 7. bra mutatja be.

7.1.2. Denevérek adenovirusai

Magyarorszagrol mind a 28 eléforduld denevérfajbdl sikertlt mintat gydjtenidnk, mig a
Németorszagban eddig megfigyelt 25 faj kozul csak 17-bdl. Az északi denevér (Eptesicus
nilsonii) eléfordulasat Magyarorszagon csupan két megfigyelés tanudsitja, ezért emlitésre
méltd, hogy a magyarorszagi minta ugyan negativnak bizonyult (Janoska et al., 2011), de a
faj németorszagi mintajabol sikerult AdV-t kimutatnunk.

Németorszagban 3 elhullott kozdnséges térpedenevér mintajabol mutattak ki PCR-rel
egy Uj AdV-t, melyet bat AdV-2 PPV1-nek neveztek el (Sonntag et al., 2009). A kimutatott
virusra tervezett specifikus primerekkel, real-time PCR-rel igazoltak a virus jelenlétét tovabbi
9 kozonséges torpedenevérben. A pozitiv allatok nagy részénél (10 esetben) a patologiai
vizsgalat komoly traumatikus sériléseket deritett ki, pl.: tépett szarnybért (6 eset),
csonttorést (3 eset), lehorzsolt bért (2 eset) és hasi vagy rekeszsérvet (2 eset). Két allatban a
vese megnagyobbodasa, duzzanat volt lathato.

Az altalam PCR-rel vizsgalt, 6sszesen 359 denevér-mintabdl 57 (15,88%) bizonyult
AdV pozitivnak. A pozitiv mintdk aranya a német mintdknal valamivel nagyobb (36/194;
18,55%), mig a magyaroké alacsonyabb volt (21/165; 12,72%). Ez valdszinlleg elsésorban
a mintdk eredetének tulajdonithaté. A német mintdk ugyanis mind elhullott allatokbdl
szarmazo belsd szervek voltak. A magyar mintak jelentésebb része viszont egyéni trlléek
vagy végbéltampon-minta volt. Ezeknél a pozitivitas kilondsen alacsony volt (3/108; 2,7%).
Ugyanakkor a hazai denevérkolénidk aldl gydijtoétt guand-mintak pozitivitasat kiemelked6en
magasnak talaltuk (17/54; 31,48%). A magyar mintadk kozott mindéssze 3 elhullott denevér
bels6 szerveibdl kivont DNS volt, amelyek kdzll egy bizonyult pozitivhak.

A denevér mintdk fajok szerinti megoszlasa, noha tobbé-kevéshé 6l tikrozte az
egyes denevérfajok el6fordulasat, mégsem nevezhet6 reprezentativnak. A felmérd
munkankban néhany faj nem volt megfelelé szamban képviselve. Ezeknek a fajoknak egy
része ritkan fordul el Magyarorszagon, illetve Németorszagban, mig mas fajok egyedei
nehezebben hozzaférhetd helyeken, pl fak odvaban toltik hibernacidjukat vagy nappali
pihenésilket az aktiv idészakban. igy az ezen fajok mintainak negativ eredménye nem

feltétlendl jelenti azt, hogy ezek a fajok ne rendelkeznének AdV-sal.
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A denevérekrél, id6rél idére bebizonyosodik, hogy szamos zoondzisért felelds
korokozo, koztuk igen veszélyes virusok hordozéi (Kuzmin et al.,, 2011). A természetes
szallashelyek csdkkenése és fokozatos eltiinése a denevéreket az emberekhez egyre
kozelebb kényszeriti, igy egyes fajok kénytelenek bekdltdzni a templomtornyokba és a hazak
padlasaira.

A denevérekre hihetetlen nagy biodiverzitas jellemz6. Munkank soran meglep&en
magas AdV pozitivitassal (15,88%) talalkoztunk (Vidovszky & Boldogh, 2011; Vidovszky et
al., 2014, 2015). Az elhullott, vagy legyengllt gerinces A&llatok szlrésekor, a
laboratériumunkban eddig tapasztalt atlag 10%-os AdV pozitivitAshoz képest, ami az
eml8sdk esetében még ennél is kisebb (2-5%), mindenképpen meglepd volt a denevérek
ilyen magas pozitivitdsi eredménye. A mintak egy részét populacioszamlalas céljabdl végzett
denevérhalézas, vagy hiurcsapdazas kézben gydjtotték egészséges, é16 példanyokbdl. Ujabb
megfigyelések szerint, a denevérek a legtdébb virust féként vizelettel Uritik (Anthony et al.,
2013). A nagyobb denevérkoldniak aldl gyijtott guand-mintak tartalmazzak a denevérek
vizeletét is. A koldniaban él6 fertézott egyedek kdnnyen kontaminalhatjak az egész guano
halmot. Szerencsére a denevérek altalaban fajonként alkotnak koléniakat, igy a fajok kdzotti
kontaminacié lehetéségét nagy valoszinlséggel kizarhatjuk. A német mintak mind elhullott,
legyenglilt egyedektél szarmazé belsd szervmintdk, melyek mindegyike stresszes vagy
beteg egyed lehetett. Az ilyen Allapot elésegiti a korabbi AdV-os fert6zottségek
generalizalodaséat. Mindent egybe véve kijelenthetjik, hogy a denevér-mintagyljteménytnk
AdV pozitivitasa kiemelkedéen és meglepben magas 06sszehasonlitva a korabbi
eredményekkel, tovabba megallapithatd, hogy jéval nagyobb az esély AdV kimutatasara a
guandbdl vagy elhullott allatokbdl, mint a befogott egészséges példanyokbdl.

Egy adott denevérfaj egyedeiben eléfordulhat tobb AdV tipus is, ugyanigy, mint mas
allatokban és az emberben is (Harrach et al., 2011, 2014). Ugyanakkor lehetnek olyan AdV-
ok, amelyek tébb denevérfaj egyedeit is fertézhetik. Néhany pozitiv mintdban egynél tébb
AdV tipus vagy genetikai valtozat jelenlétét mutattuk ki. Az AdV-ok egy-egy mintaban valo
variabilitAsdnak egyik magyarazata az lehet, hogy a minta telel6 kolénia al6l szarmazik, és
az egyedekben a virus kulonféle valtozatai vannak jelen. Ez ellen a magyarazat ellen szél
azonban az a tény, hogy a kevert mintdk nagyrésze német eredetli, azaz egyedi bels6
szervekbél szarmazott, tehat az elébb emlitett lehetéséget kizarhatjuk, és elfogadhatjuk,
hogy egyetlen denevér példanyban egyszerre tobb AdV tipus is létezhet.

Egy frissen kimutatott AdV-t akkor feltételezhetlink Uj tipusnak, ha ezen a rovid pol
génszakaszon legaldbb egy as-ban kilénbozik a korabbi virusoktol. A tyuk-AdV-okkal
veégzett korabbi vizsgalatok ugyanis azt mutatték, hogy a kilénb6zd szerotipusu, de azonos
virusfajhoz tartoz6 FAdV-oknak altalaban azonos aminosav szekvencidja volt ebben a

régiéban (Kajan et al., 2011). Tehat egy aminosav kilénbség mar eltéré tipust sejtet.
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Amennyiben csak olyan nt kilénbség volt, ami az aminosav sorrendet nem befolyasolta, az
AdV-t ugyanazon tipus genetikai varidnsanak tekintettik. llyen esetekben alkalmazhat6 a
hexon 1-es és 2-es hurok megfelel6 génszakaszanak PCR-es felerdsitése és szekvenalasa,
amely véglegesen elddntheti, hogy valdban kiilénb6z6 (szero-) tipusok-e ezek a virusok. Az
AdV-okat a gazdafaj angol neve utan neveztik el, az Adenoviridae csaladban alkalmazott
nevezéktan gyakorlataval 6sszhangban. A hivatalos angol név helyett azonban a jelen
magyar nyelvi dolgozatomban, ahol lehet, a magyar fajnevekbdl képzett viruselnevezéseket
hasznalom. Ha olyan AdV-t talaltunk, ami megegyezett egy méar korabban, mésik fajban leirt,
vagy altalunk méas gazdafajban is megtalalt AdV-sal, akkor az elnevezéshez a legkdzelebbi
kozos taxont hasznaltuk. Ez esetliinkben mindig a Vespertilionidae csalad volt. Ezeket a
latinos neveket az eredeti formajukban hasznalom a tovabbiakban is.

Harom esetben azonos AdV-t mutattunk ki foldrajzilag igen tavoli mintdkban. Két
alkalommal a mintak eltéré eredete Németorszag és Spanyolorszag volt (a széroskaru
koraidenevér-AdV-4 és a vespertilionid AdV-3 esetében), egyszer pedig Németorszag és
Kina (a vespertilionid AdV-4 esetében). Ugyanakkor nem talaltunk szekvencia azonossagot
a pol szakaszon németorszagi és magyarorszagi pozitiv mintaknal, még megegyez6
gazdafaj esetében sem, noha Magyarorszag kozelebb esik foldrajzilag Németorszaghoz,
mint Spanyolorszag. Az eurdpai denevérekre jellemzé az északkelet-délnyugat irdnya éves
migracidé, ami inkabb biztosit lehet6séget az Utvonal altal érintett orszagokban eléforduld
egyedek kozti viruscserére (Hutterer et al., 2005). Két magyarorszagi rét koraidenevér
mintabdl is kimutattuk a rét koraidenevér-AdV-1-et. A németorszagi rét koraidenevérben
talalt AdV szekvencia ezektdl 1 as-ban kiulénbdzott. Ezt az AdV-t vespertilionid AdV-2-nek
neveztik el, mert 4 nt eltéréssel (de azonos aminosav szekvenciaval) megtalaltuk egy német
kozonséges torpedenevér szerveiben is. A felerfsitett Va2 szekvenciaja a rét koraidenevér
AdV-1-nek és a vespertilionid AdV-2-nek megegyezik. Az, hogy ez a virus el6fordul két
németorszagi denevérfajban és egy aminosav eltéréssel egy magyarorszagiban is, bizonyitja
a denevér-AdV-ok nagy tavolsagu eléfordulasat.

A kinai la io faj (great evening bat) és a németorszagi kdzonséges késeidenever
mintak 95%-0s nt és 100%-0s aminosav azonossaga még érdekesebb. Itt a gazdafajok
koz6tti nagy geografiai tavolsag arra enged kovetkeztetni, hogy egy ujkeletli gazdavaltasrol
lehet sz0. A gazdavaltas jelentésen hozzajarul egyes AdV-oknak nagy foldrajzi tavolsagra
valé elterjedéséhez. Habar a kdzonséges késeidenevér és az la io denevérek tavol élnek
egymastol, és nincs k6zos élettertk, genetikailag elég kdzeli rokonok. Kézvetitd fajként pedig
elképzelhet6 a kozdnséges késeidenevér egy alfaja (Eptesicus serotinus pachyomus),
amelynek élettere éatfedi az la io denevérét (Juste et al., 2013). A harom esetb6l, amikor
ugyanazt az AdV-t talaltuk foldrajzilag egymastdl tavol esd helyszineken (szdérdskaru

koraidenevér-AdV-4, vespertilionid AdV-3 és -4), két esetben (vespertilionid AdV-3 és -4) a
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gazdék eltéré fajhoz tartoztak, ami mutatja, hogy a gazdavalt6 AdV-ok nagyobb tavolsagot
képesek megtenni.

Braziliaban, egy ujvilagi vampir denevérben, rét vérszopd denevérben (Desmodus
rotundus) is taléltak egy Uj AdV-t (Lima et al., 2013). Ez a virus a dél-amerikai kontinens
korabbi kulonallasa, és mind a mai napig meglévé nagy foldrajzi tavolsag ellenére sem mutat
nagy filogenetikai tavolsagot a tobbi denevér-AdV-tdl, sét jol beilleszkedik a Vespertilionidae
csalad képviselSiben kimutatott AdV-ok csoportjaba (8. dbra). Ez azért is meglep6, hiszen a
rét vérszopd denevér egy masik csaladba, a Phyllostomidae csaladba tartozik, amibdl
jelenleg ez az egyetlen ismert AdV. Az Gjvilagi levélorrd denevérek (Phyllostomidae) csak
Kbzép- és Dél-Amerikaban fordulnak elé. Feltételezzik, hogy ez az AdV gazdavéltassal
juthatott a vampir denevérbe, valamelyik simaorri (Vespertilionidae) denevérbél. A simaorru
denevérek eredetileg valahonnan Laurazsiabol, esetleg Eszak-Amerikabél szarmaznak, de
mara el6fordulnak vilagszerte. Ezek alapjan a virus az invaziv denevérfajokkal kertlhetett az
ajvilagba, amikor a dél-amerikai kontinens egyesiilt Eszak-Amerikaval. Feltételezziik, hogy a
dél-amerikai denevérek tovabbi vizsgalataval megtalalhatjuk az Ujvildgi Phyllostomidae
csalad eredeti, a denevér csalad tagjaival az évezredek soran egyiitt evolvalodott AdV-at.

Az a tény, hogy az Osszes denevér-AdV a Mastadenovirus nemzetségbe tartozik,
megerdsiti korabbi hipotézistinket, miszerint a mastadenovirusok az emlésok ,sajat” virusai,
azaz egylitt fejlédtek vellik. Mastadenovirust maig csak emlésb8l mutattak ki, €és emlésben a
kér6dz6kon és egy erszényesen kivul csak mastadenovirust talaltak. A kivételt képzd
kérédz6kbe feltételezhetéen a pikkelyes hillékbdl kerllhettek az atadenovirusok (Benkd &
Harrach 2003). Egyetlen alkalommal egy erszényes gazdaban, nevezetesen a kdzdnséges
rékakuzuban is talaltak atadenovirust (Thomson et al., 2002). Feltételezhetd, hogy ez a virus
is gazdat valtott, de eredete egyelbre tisztazatlan. Még az is lehetséges, hogy csak a
taplalékkal kerilt a rékakuzu belébe.

A torzsfa-rekonstrukciok denevérek esetében is alatdmasztjdfk az AdV-ok
gazdafajaikkal valé egyutt fejlédését a vonatkozd denevér rendszertan szerint. Legjobban ezt
a korabbi Microchiroptera és Megachiroptera alrendekbe tartozé denevérek AdV-ainak
tokéletes elkllonilése mutatja. A Vespertilionidae, Hipposideridae, Rhinolophidae és
Pteropodidae csalddok AdV-ai szintén jol elkulonulé csoportokat alkotnak, noha sajnalatos
modon nem teljesen monofiletikusak. Mindenesetre, a mi denevér-AdV-okkal kapcsolatos
eredményeink a korabbi Megachiroptera—Microchiroptera alrendi elrendezést latszanak
alatamasztani az Ujonnan javasolt Yinptreochiroptrea és Yangochiroptera felosztassal
szemben. A Rhinolophidae és Hipposideridae csaladok, amelyek az Uj rendszerezés szerint
a Pteropodidae csaldddal egyutt a Yinpterochiroptera alrendbe tartoznak, a denevérgazdak
AdV-aira vonatkozo torzsfa-rekonstrukcion egyértelmiien a korabbi alrend-tarsukkal, a

Vespertilionidae csaladdal alkotnak inkabb kdzods agat, mint a jelenlegi alrend-tarsukkal, a
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Pteropodidae-vel, amelytdl tisztan elkilontlnek. Ez egyértelmlien a korabbi Micro- és
Megachiroptera alrendi szeparaciét igazolja. Val6jaban oly mértékben kilénbozéek ezek
virusai, hogy a mastadenovirusok nagyrésze, beleértve a féemlés-AdV-okat is a Micro- és
Megachiroptera AdV csoport kozé ékelédik a torzsfan. Néhany denevér-AdV elhelyezkedése
a torzsfan nem a varakozasainknak megfelel6. Ezekben az esetekben gazdavaltast
feltételeziink. Példaul a kereknyergl patkésdenevérbél kimutatott AdV-ok egy csoportja
(kereknyergl patkdsdenevér AdV-1, -2 és -3), a Hipposideridae csaldd AdV-aival alkotnak
egy agat, tavol a tobbi patkdsdenevér-AdV-tol (8. abra).

A canin AdV-ok (CAdV-1 és -2) mind filogenetikailag, mind pedig
genomszervez6désuk alapjan nagyon hasonlitanak bizonyos denevér-AdV-okra, és
feltételezzik, hogy valamilyen denevér-AdV eredettel rendelkeznek (Kohl et al., 2012). Egy
kézelmultban megjelent tanulmanyban az 1-es tipusu 16-AdV (EAdV-1) teljes genom-
szekvenciajat és elemzését kozolték (Cavanagh et al., 2012). E munka alapjan vilagossa
valt, hogy a CAdV-ok mellett az EAdV-1 is valészinlleg denevér-AdV eredetli. A nagyon
egyedi és sokszor virusfajonként is jellemzéen eltéré E3 illetve E4 régiéban (Davison et al.,
2003; Ursu et al., 2004) is szamos homoldég ORF-et tartalmaznak a denevér- és canin AdV-
ok a |6-AdV-sal. Nevezetesen az E3 régidban van egy k6z6s homoldg génjik, amelyet eddig
semmilyen mas AdV-ban nem mutattak ki. Az EAdV-1 genomjaban ez az egyetlen E3 gén,
mig a CAdV-1 és -2-ben, a BtAdV-2 és -3-ban talalhaté egy 12,5K homolég is, ami szinte
minden mas mastadenovirusban is létezik. Az E4 régiojukban pedig ugyanaz a 4 génjik van,
melyek csak e virusokban fordulnak el6 eddigi ismereteink alapjan (6. tablazat).

Ha egy gazdafajban talalt AdV nagyon kulonbdzik a gazdafaj tébbi AdV-atol, az
egyértelmi jele, hogy nem a gazdafajjal egydutt fejlédott virusrdl van szd. Vilagos az is, hogy
az elébb emlitett CAdV-ok és az Gjonnan szekvenalt EAdV-1 kdzeli leszarmazasi viszonyban
van bizonyos denevér-AdV-okkal. A rovid pol szakaszra alapozva megtaléltuk a CAdV-okhoz
legkozelebbi denevér-AdV-t, a vespertilionid AdV-4-et. Ez a virus annyira kdzeli, hogy a
CAdV-1 és -2 kozé esik a filogenetikai fan. A harom virus (CAdV-1, -2 és a vespertilionid
AdV-4) tehét egyetlen virusfaj (Canine mastadenovirus A) tagjanak tekinthetd. Raadasul a
vespertilionid AdV-4 tobb denevérfaj egyedeiben is megtalalhatdé, ami jelzi a virus magas
virulenciajat. Elképzelhetd tehat, hogy nemcsak a denevérfajok kozotti gazdavaltas, hanem
sokkal nagyobb barrier atlépésére is képes ez a virus. A ragadozok rendjének, a
kutyaalkatuak alrendjének tagjaira, valamint egy fliggetlen esemény soran a lovakra is at
tudott kertini. A CAdV-ok-rél ugyanis tudott, hogy képesek megfertézni a kutyaalkatuak
szamos fajat (Benkd, 2008), igy a kutydkon (Canis familiaris) kivul aranysakalt (Canis
aureus), farkast (Canis lupus), rokakat (Vulpes sp.), borzot (Meles meles) és kulénb6zd
medve fajokat (Ursus sp.) is (Zarnke és Evans, 1989; Kiss et al., 1996b; Chomel et al., 1998;
Dunbar et al., 1998; Qin et al., 2010; Bronson et al., 2014; Di Francesco et al., 2015). Ezeket
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az eseteket féként szeroldgiai vizsgalatokkal deritették fel, és az aranysakdalon kivil nem
bizonyitottak molekularis modszerekkel (Dandar et al., 2010). A molekularisan jellemzett
eddigi egyetlen medve-AdV, nevezetesen egy jegesmedvébdl kimutatott AdV (Bészérményi
Kinga, személyes kozlés) a CAdV-oktél nagyon eltéré6 mastadenovirusnak bizonyult. A
ragadozok kozul még a kaliforniai oroszlanfékabol (Zalophus californianus) all rendelkezésre
AdV szekvencia (Cortés-Hinojosa et al., 2015), ami a jegesmedve-AdV-hoz hasonl6éan tavol
esik a CAdV-oktdl. igy feltételezhetjik, hogy ezek valamelyike a ragadoz6 (Carnivora)
gazdakkal egyutt fejl6dott AdV-ok.

A vespertilionid AdV-4 eredményeink alapjan filogenetikailag kézelebb all a CAdV-2-
hoz, mint a CAdV-2 a CAdV-1-hez. Ez mutatja, hogy egyre kdzelebb vagyunk ahhoz, hogy
megtalaljuk azt a denevér-AdV-t, ami a CAdV-ok kozvetlen &se lehetett. Feltételezzik
tovabbda, hogy az EAdV-1 &se is egy vespertilionid AdV lehet, de egy masik denevérfajbdl.
Mindkét gazdavaltds valamikor a kozelmultban torténhetett, hiszen a CAdV-1 és -2
filogenetikailag nagyon kozeliek, az EAdV-1-nek pedig még nem is ismeretes semmilyen
valtozata. A CAdV-ok tipusként valé besorolasat els@sorban a kérokozo-képességikben
felismert eltérés indokolta. Bar egyelére kevés adatunk van a masik 16-AdV-ra, az EAdV-2-re
vonatkozdan, a hexon gén részleges szekvenciaja alapjan filogenetikailag tavol all az EAdV-
1-tél (Harrach et al., 2011). Tehat az EAdV-2 nem szarmazhat az EAdV-1-14l, illetve azzal
kozos 6stél. Feltételezhetjik, hogy az EAdV-2 az evollcié soran a lovakkal egyutt fejl6dott
AdV. Ezt tAmasztja ala a CAdV-1-nek és EAdV-1-nek, az EAdV-2-hez viszonyitott magas
patogenitdsa is, ami elméletink szerint az AdV-oknal gyakran a gazda-valtas jele, amely

jelenséget mas virusoknal is leirtak.
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8. abra. A DNS-fligg6 DNS-polimeraz részleges szekvencigjan alapulo6 tavolsagi matrix
torzsfa-rekonstrukcié. A f6emlés-AdV-okbdl fajonként egy képviseldt, a Mastadenovirus
nemzetségen kivili nemzetségekbdl pedig 5-5 tagot tintettiink fel. A virusokat csak a gazda
jeloli, az AdV-t kihagytuk a névbdl. A kinai AdV-okat a gazdafaj latin neve jel6li, mivel
ezeknek a denevéreknek nincs magyar neve. A BtAdV-okat kékkel, az &ltalunk talalt uj
BtAdV-okat felkovérrel jeloltuk. A feltételezhet6en denevér eredetll, mas gazdaban

el6forduld AdV-okat piros szinnel emeltem Ki.

A 8. abran bemutatott torzsfarekonstrukciokon szerepel szamos indiai repulékutyabdl
(Pteropus giganteus) kimutatott AdV is, amelyeket nemrégiben publikaltak egy az emlésok
virusainak diverzitasat vizsgalé munkaban (Anthony et al., 2013). Erdekes megjegyezni,
hogy az egyik tydk-AdV, mig egy masik szekvencia az azéta kdzolt kaliforniai oroszlanféka-
AdV megfelelé szekvenciajatol (GU979536) minddssze 2 nt-ban tér el (aminosav valtozas
nélkdl). Megtalaltdk tovabba a kozeli rokonfajbdl, nevezetesen a rjukju-szigeteki
repulékutydbdl a BtAdV-1-nek elnevezett (AB303301, Maeda et al., 2008) izolalt AdV-t. A két
repulékutya-AdV vizsgalt szakaszan a szekvencian 1 nt eltérés van, ami aminosav valtozast
nem okoz.

Egy szintén friss, hazai publikdciéban egy eddig ismeretlen, Ujvildgi majom-AdV
izolatumot irtak le (Gal et al., 2013). Filogenetikai fakon elfoglalt helye alapjan ez az AdV
feltételezhet6en szintén valamilyen denevér-AdV-t6l szarmazhat. Erdekes lenne a virus E3

A fent taglalt eredmények mind megerdsitik a denevér-AdV-ok meglepd sokféleségét.
Tovéabbi tanulméanyozasuk bizonyara kbzelebb visz majd tovabbi, érdekes gazdavaltasok
felfedezéséhez.

Teljes AdV gének esetén a korszer(ibbnek tartott maximum likelihood szamitasok is
jol alkalmazhat6ak voltak. A révid, 3-500 bp hosszUsagu szakaszok vizsgalatakor azonban
csak a fehérje tavolsagi matrix szamitdsi mobdszer bizonyult megbizhaténak és
informativnak. Természetesen ilyen rovid szakaszok esetén a szamitds eredmeényeinek
megbizhatésdga mindig kérdéses. A fehérje tavolsagi matrix analiziseken az AdV
nemzetségek elkuldénulése mindig kdvetkezetesen megfigyelhetd. Az eddigi tapasztalataink
szerint legeredményesebben alkalmazhat6 PCR-ek azonban sajnos csak révid
génszakaszok felerdsitését teszik lehetévé (Wellehan et al., 2004). Az ezeknél nyert
torzsfarekonstrukciok azonban tajékoztatast adnak arra vonatkozéan, hogy melyik virusokat
érdemes tovabb vizsgalni. Pillanatnyilag a PCR-es vizsgalatokbdl kapott adatainkat csak
el6zetes, tajékoztatdé eredménynek tekintjik, amelynek alapjan tovabbi kutatasaink céljat és

irAnyat megtervezhetjik.
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7.2. Genom analizis

7.2.1. Murin adenovirus 2

Izolaldsa utan bizonyitottdk, hogy a MAdV-2-nek és a HAdV-3-nak kdzds komplement-kété
antigénje van (Hashimoto et al., 1966). A maga idejében ez elegendd adat volt a két virus
azonos nemzetségbe soroldsahoz. A MAdV-2 teljes genomszekvenciajanak elemzése
megerdsitette a virus helyét a Mastadenovirus nemzetségben.

A MAdV-2 elsd, a GenBank-ba benyujtott szekvenciaja a hexon gén 253 bp hosszu
toredéke volt (Lednicky & Ohr, 2004). A teljes genom szekvenaldsakor ezen a szakaszon
100% nt azonosséagot talaltunk. A kovetkezd publikalt szekvencia a DNS-figgé DNS-
polimeradz gén 2.894 bp hosszl szakasza volt, valamint a hexon gén kétharmadat, a teljes
protedz gént és a DNS-koté fehérje gén (DBP) felét tartalmazd 3.334 bp hosszuséagu
szakasz (Compton, 2007a, 2007b). Tizenkét nt-on Kkivil, amelyek a benyujtott
szekvenciakban 3 leolvasasi keret ugrast (frame shiftt) okoztak, ezek az adatok is
megegyeztek az altalunk nyert szekvencidkkal. Az altalunk végzett telies genomanalizis
kijavitja az apr6 hibakat, és az érintett gének (proteaz és DBP) megfeleld hosszisagusagat
is meghatarozza.

Hamelin és tarsai restrikcids enzimes hasitasi kisérletekkel mar 1987-ben
bizonyitottak, hogy a hazi egérbdl izolalt két AdV torzs (FL és K87), két jol elkilonlld virusfajt
alkot (Hamelin és Lussier, 1987; 1988; Hamelin et al., 1988). Késébb, a két MAdV
genommeéretét is megbecsulték. A restrikciés enzimek altal hasitott tdredékek méreteinek
Osszeadasaval a HAdV-2-h6z viszonyitva, a MAdV-1 (30,14 Kb-ra becsilték) és MAdV-2
(34,72 Kb-ra becsulték) kozott jelentds méretkilonbséget ismertek fel (Jacques et al., 1994a;
1994b). Ezek a becslések a teljes genom-szekvencidk ismeretében meglepbéen pontosnak
bizonyultak. A MAdV-1 jelenlegi genommérete 30.944 bp (eredetileg 30.946 bp-nak kdzolték,
Meissner et al., 1997), mig a MAdV-2 genomméretét munkank keretében hataroztuk meg, és
35.203 bp. A MAdV-3 teljes genomja 30.570 bp (Klempa et al., 2009), a MAdV-1-hez sokkal
jobban hasonlit, mint a MAdV-2-héz. Osszehasonlité genomelemzésiink bebizonyitotta,
hogy a MAdV-2 genom jelentdsen nagyobb méretét elsésorban az egyes gének hossza
okozza, mig a gének szama alig tébb vagy azonos (5. tablazat). A MAdV-2 minden génje, és
ebbdl kovetkeztetve minden fehérjéje hosszabb (kivéve a pVIl és a 33K), mint a MAdV-1-ben
és MAdV-3-ban megtaladlhatd parjuk. Ha azonban a HAdV-2-t is belevesszik az
0sszehasonlitasba, akkor mar csak 3 gén marad a MAdV-2-ben, amelyek szokatlan
hosszuknal fogva kildgnak a sorbdl. Ennek megfeleléen levonhatjuk a kdvetkeztetést, hogy
egyes esetekben inkdbb a MAdV-1-nek és a MAdV-3-nak vannak megrovidilt génjei, ami
azonban nem magyardzza tovabbra sem a néhany kivételesen hosszl gén jelenlétét a

MAdV-2-ben. A K87-es torzs (MAdV-2) igen hosszu passzazsmulttal rendelkezik az egér
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sejtvonalakon. Feltételezhetd, hogy a passzalasok soran néhany szelekcidés tényezd
elbsegitette bizonyos mutaciok rogzulését, tobbek kdzott azokat is, amik a hosszabb gének
megjelenését okoztadk. Ugyanakkor az is lehetséges, hogy a vadon él6 hazi egér
populacidoban fellelhet6 MAdV-2 varidnsok is hasonl6 hossziusaguak, amit PCR-es
felerésitésekkel tudnank majd ellendrizni.

Emlitésre mélt6 még, hogy a MAdV-2 G+C tartalma (63,35%) kiemelked6en magas
az adenovirusok kozoétt. Csupan a porcin AdV-3 (PAdV-3) és a pulyka-AdV-1 (TAdV-1)
rendelkezik magasabb G+C arannyal (63,85% és 67,55%). A MAdV-1 és MAdV-3 G+C
tartalma jelentésen alacsonyabb (47,78% és 47,22%). Egy korabbi hipotézis szerint, az
alacsony G+C tartalom jele lehet a virus kdzelmultbeli gazdavaltdsanak (Benké & Harrach,

2003), ami azt igazolja, hogy a MAdV-2 a hazi egér eredeti, vele egyutt fejl6dé virusa.

7.2.1.1. A genom sajatossagai

A jelentés méretkilonbség ellenére a harom MAdV genom szervez6dése nagyon hasonlé,
minddssze néhany apro eltérés figyelheté meg. A genom kdzépsé része 16 gént tartalmaz,
mely megdrzétt az Adenoviridae csalad minden egyes tagjaban. A mastadenovirusokban
ketté tovabbi gén talalhaté ebben a megérzétt régidban. Ezek a nemzetségspecifikus gének
a IX-es és az V-0s fehérjéket kddoljak. A 1X-es gén korai/atmeneti atirédasi régiéban, mig az
V-0s, késoi atirédasi régioban helyezkedik el. Ezek a gének megtalalhatéak a MAdV-2-ben
is, de eddigi ismereteink szerint a mastadenovirusokon Kkivill egyik mas nemzetség
képvisel&iben sem fordulnak elé (Davison et al., 2003).

Egy tovabbi feltételezhetb gén els6 exonja, az ugynevezett U exon szintén meg6rzott,
de felismerhet6 homoldgja csak az egyes nemzetségeken belll talalhatdé meg. Szinte
minden mas adenovirusban is van itt egy exon, de a kddolt fehérjék csak az azonos
adenovirus-nemzetségek esetén hasonléak. A Human mastadenovirus C fajba tartoz6 (az 1-
es, 2-es, 5-0s és a 6-0s) HAdV szerotipusokban az UXP fehérjét kddolé gén U exonon kivili
tovabbi két exonjat is megtalaltak (Tollefson et al., 2007). A HAdV-C-be tartozé virusok
esetében azt is bizonyitottdk, hogy az UXP fehérje jelenléte fokozza a virushozamot a
replikacié soran. Ennek a génnek az U exonon kivili masik két exonjat szekvencia
dsszehasonlitassal sajnos nem, csak mMRNS vizsgélattal lehetne azonositani. igy a HAdV-C
fajba tartozo virusokon kivil egyelére nem ismertek. Az U exon hidnya a BAdV-10-ben,
MAdV-1-ben és 3-ban kivételesnek szamit (Matiz et al., 1998; Ursu et al., 2004; Klempa et
al., 2009). Ezekkel szemben a MAdV-2-ben a homolég exont azonositani tudtuk (2. tablazat).

A virus-asszocialt (VA) RNS gént az AdV genom létfontossagu alkotérészének tartjak
(Russell, 2009), habar jelenlétét eddig a féemlés-AdV-ok mellett csak a tyuk-AdV-1-ben
(FAdV-1) igazoltak, am ott eltér6 genom elhelyezkedéssel és nem homoldg génként. Nem

sikerilt VA RNS gén jelenlétére bukkanni egyik MAdV esetében sem (Meissner et al., 1997;
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Klempa et al.,, 2009). A VA RNS gén valdszinlleg a mastadenovirusok féeml8s agaban
jelent meg, majd az emberszabasuak és emberek AdV-aiban megkett6z6dott (Benkd &
Harrach 2003). Ezt az elméletet erésiti az ujabban megjelend nem féemlés mastadenovirus
genomok elemzése, melyekbdl rendre hidnyoznak ezek a gének. A FAdV-1 esetében a VA
aranylag keéséi idépontjaban, hiszen egyetlen mas (akar avi-) adenovirus tipusban sem
sikerult ilyen gént kimutatni (Marek et al., 2014a; 2014b; Kajan et al., 2010, 2012; Grgi¢ et
al., 2011).

A mastadenovirusokban altaldnosnak gondoltdk az RGD aminosav motivum
jelenlétét a pentonbazis fehérjében, ami a gazdasejt av integrinjeiben el6idézi az
endocitozist, és ezzel a virus sejtbe vald bejutasat (Wickham et al., 1993; Russell, 2009). Az
RGD motivum valéban szinte minden f6eml6s-AdV pentonbazisdnak szekvenciajaban
megtalalhatd (a HAdV-40 és -41-es kivételével). Ugyanakkor mara vilagos lett, hogy hianyzik
minden mas mastadenovirus, példaul a bovin, porcin, canin, moékuscickany-, féka-AdvV
pentonbazisabdl, és nem talalhaté egyik MAdV-ban sem.

A masik fehérje, ami fontos szerepet jatszik a virus sejthez valé kapcsolédasédban, az
antennaszerlien kinyuld fiber. Az aviadenovirusok és mastadenovirusok virionjai kozott
szembetliné strukturalis kilénbség a fibernyllvanyok vertexenkénti szama. A fiber gének
szamatol  flggetlenil a  tydk-adenovirusoknak  csUcsonként  kettd, mig a
mastadenovirusoknak csak egy fiberiik van (Szendréi et al., 2003). A tydk-adenovirusoknal
az egy vertexen elhelyezkedd két fiber hossza azonos vagy eltérd lehet, attdl figgden, hogy
az adott AdV genomja egy vagy két kilonb6zd fiber gént tartalmaz. A FAdV-1 és FAdV-4
esetében (Griffin és Nagy, 2011), a genomban két fiber gént azonositottak. A tébbi FAdV
esetében, a FAdV-8-ban és -9-ben (Grgi¢ et al., 2011) a genom csak egy fiber gént
tartalmaz, ennek megfeleléen a vertexeken elhelyezkedé két fibernyulvany egyenld
hosszUsagu. Két fiber gént mutattak ki tovabba a TAdV-1 és -5 (Kajan et al., 2010), valamint
a galamb-adenovirus-1 esetében is. Ezzel szemben a kacsa-adenovirus-2 (DAdV-2) és a
TAdV-4 elemzése soran csak egy fiber gént taldltak (Marek et al., 2014a, 2014b). El6fordul
mastadenovirusok esetében is, hogy a genom két kulénb6z6 fiber gént tartalmaz. Erre példa
a HAdV-40, -41, -52, valamint szamos 6vilagi (nem emberszabasi) majom-AdV, mint pl. a
simian AdV-1 (Kovacs et al., 2005; Pant6 et al., 2015). Ezekben az esetekben a kiilénb6z6
hosszusagu fiber nyulvanyok valdszinlleg mindig kulénbdzé vertexeken jelennek meg a
virionban. A nem-féemlés-mastadenovirusok esetében azonban mindig csak egy fiber gén
talalhaté a genomban, ennek megfeleléen minden MAdV-ban is. Az egy vagy két fiber gén
jelenlétét tartjdk az egyik meghatarozo elkulonité kritériumnak a fajok behatarolasanal is
(Benké et al., 2005) A siadenovirusoknal eddig mindig csak egy fiber gént talaltak (Kovacs &

Benkd, 2011). Az atadenovirusoknak 1 vagy 2 fiber génje lehet. Ez utdbbiak kézil a gyik-
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AdV-2-nél talaltdk az eddigi legmeglepébb strukturat. Elektronmikroszképos képek alapjan a
virion két szemkozti csticsan 3 hosszu fiber van, mig az 6sszes tébbi vertexen 1-1 révid
(Pénzes et al., 2014). Rontgen-krisztallografia alkalmazéaséaval a fehérje haromdimenziés
szerkezete vizsgalhato, pl. a fiberek feji részének affinithAsa meghatarozhaté. Ilyen
vizsgélatokhoz mi is készitettiink konstrukcidkat (Nguyen et al., 2015).

Egyes génekben a splicing megléte vagy hianya szintén a nemzetség egyik
specifikus meghatéarozoja lehet. A pTP és a 33K fehérje génje minden AdV esetében két
exonbdl all. A mastadenovirusoknal tovabbi két fehérje rendelkezik még biztosan splicing
helyekkel, a IVa2 és a DNS-fliggé DNS-polimeraz. A si- és atadenovirusok esetében a DBP
fehérje termel6dik két exonrdl (Davison et al., 2003). A MAdV-2 in silico analizise alapjan
megallapitottam, hogy a IVa2, a pTP, a DNS-polimeraz és a 33K gén 1-1 intront tartalmaz,
ugyanugy mint a MAdV-1-ben és a MAdV-3-ban.

A mastadenovirusokban a genom bal oldalan talalhaté E1 régi6 meglehetésen
megdrzott. Minden E1 gén megtalalhatd a MAdV-2-ben is. Az E1B régié 19K homoldg
génjénél meglepd méretkllénbségeket tapasztaltunk a harom MAdV genomjaban. A MAdV-2
E1B 19K-ja a genomanalizis alapjan 330 aminosav hosszlUsagu, és N-terminalis fele (150
aminosav) homolog a MAdV-1-ben talalhaté E1B 19K fehérjével, ami csupan 175 aminosav
hosszl. A MAdV-3 Szlovakiaban izolalt térzsében az E1B 19K fehérje 23 aminosav utan
meglepben befejezddik egy stop kodonnal. Ha ezt a stop kodont figyelmen kivil hagyjuk,
akkor 174 aminosav hosszlUsagu fehérjét kddol6 gén lenne. Mindenesetre a MAdV-2-ben
talalhato kifejezetten hosszi E1B 19K gén kulénlegességnek szamit, és atfed az E1B 55K
génnel, ami egy masik leolvasasi keretben talalhato.

A vizsgalt mastadenovirusok kozil ez idaig a BAdV-10-nek van a legrévidebb E3
régiéja, ami csak 2 gént tartalmaz. A MAdV-1-nek és a MAdV-3-nak a megfelelé
genomrégidja valamivel hosszabb, noha csupan egyetlen ORF-bél all. Ezzel ellentétben a
MAdV-2 E3 régidjaban 3 ORF taldlhatd, amelyek kozul az egyik, ami hidnyzik mind a MAdV-
1-bél, mind a MAdV-3-bél a 12,5K-val homol6ég (Klempa et al., 2009). A 12,5K szerepe
egyelbre tisztazatlan, de ugy tlnik, nem létfontossagu. Megtalalhat6 majdnem minden
mastadenovirusban kivéve a HAdV-40-et és -41-et, a BAdV-3-at, PAdV-4-et, mokuscickany-
AdV-1-et és az EAdV-1-et (Davison et al., 2003; Ursu et al., 2004). A MAdV-2 E3 régidjaban
a 12,5K gént kovetben szintén az r szalon, atfedve, de kilénb6z6 leolvasasi keretekben két
ORF talalhato, melyek egy 181 aminosav és egy 160 aminosav hosszu fehérjét kédolnak.
Egyikik sem mutat homoldgiat barmilyen mas fehérjével a GenBank-ban. Emlitésre mélto,
hogy a pVIII és fiber génje kdzott még egy, szintén semmire nem hasonlitd ORF van, de ez
nem része az E3 régionak, mivel az | szalon helyezkedik el, teljes atfedésben az elébb
emlitett két ORF-fel. Potencialisan 211 aminosav hosszu fehérjét kédol. Tovabbi kisérletek

lennének sziikségesek ahhoz, hogy bizonyitsuk a harom ORF koézul hany, és melyik

52



mikodik génként. A 4. abran bemutatott genomtérképen csak a 181 aminosav hosszusagu
ORF-et tuintettem fel.

A genom jobb oldalan az AdV-ok egyik legvaridbilisabb szakasza, az E4 régio
talalhat6. Tartalma és mérete is nagy kulonbségeket mutat a Mastadenovirus nemzetségbe
tartoz6 AdV fajok kozott (Ursu et al.,, 2004). A régid legmeg6rzéttebb génje a 34K gén
(Davison et al.,, 2003), aminek a homolégja még az atadenovirusokban is megtalalhat6é
(Both, 2002). A 34K az E1B 55K fehérjéjével heterodimert alkotva befolyasolja a gazdasejt
anyagcseréjét az ubiquitinacié folyamat révén (Harada et al., 2002; Gilson et al., 2014).
Néhany mastadenovirusban és latszlag minden atadenovirusban is, a 34K fehérjének két
példanya van jelen (Nagy et al., 2001; Ursu et al., 2004, Farkas et al., 2008; Pénzes et al.,
2014). Ezzel szemben mindharom MAdV-ban csak egy 34K gén talalhaté (Kring et al., 1992;
Klempa et al., 2009; Hemmi et al., 2011). A MAdV-1 genomban a 34K géntél jobbra az E4
régioban 5 feltételezhetd gént irtak le (ORFA-E), noha ezek funkciéja nem ismert (Davison
et al., 2003). A MAdV-3-ban az ORFB-n kivil megtalaltdk ezek homolégjait (Klempa et al.,
2009). A MAdV-2-ben viszont ezen a helyen csupan két ORF taldlhaté a balra atirddé
szalon, noha egyikik sem mutat semmilyen homologidt a MAdV-1 ORF-ekkel. Ez is
bizonyitja, hogy a MAdV-2 genomszervez6dés tekintetében is jelentésen eltér az egymasra

nagyon hasonlit6 MAdV-1 és -3-tél.
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9. abra. Teljes DNS-polimeraz szekvencian alapuld torzsfa-rekonstrukcio. A filogenetikai

szamitdsokat ,legnagyobb valdszinliség” modszerrel szamitottuk a modell-szelekcio alapjan

LG+I+G+F modellel. Az elagazasokon lathatok a bootstrap értékek. A f6emlés-AdV-okbdl

fajonként egy képvisel6t, a Mastadenovirus nemzetségen kivuli nemzetségekbdl pedig 3—4

virust foglaltam az analizisbe. A BtAdV-okat kék, a radgcsalé-AdV-okat narancssarga szin

jeléli. Az altalam vizsgalt virusok félkovérrel kiemelve. A virusok jelélésekor az AdV-t

elhagytuk. A feltételezésiink szerint BtAdV-eredet(, 16- és kutya-AdV-ok pirossal kiemelve.
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7.2.1.2. A MAdV-2 filogenetikai helyzete

A torzsfa-rekonstrukciékon a MAdV-ok vagy monofiletikus &gat alkotnak, vagy nagyon kozel
helyezkednek el egyméshoz. A tobbi ismert mastadenovirushoz képest mindig a leg6sibbnek
tinnek (Hemmi et al., 2011). Mig a MAdV-1 és MAdV-3 szinte barmilyen gént alapul véve a
torzsfa-rekonstrukciékban mindig monofiletikusnak bizonyul, a MAdV-2 kdvetkezetesen
ezektdl elkulonild, monofiletikus vagy szomszédos agat alkot. Ez a fa-topoldgia arra utal,
hogy a MAdV-2 a leg6sibb az eddig megismert 6sszes mastadenovirus kozott (9. abra).
Mindharom MAdV kozott a teljes genetikai tavolsdg meghaladja az 5-15%-ot, ami a
szikséges elbfeltétele az AdV-ok kulon fajba sorolasanak. Ennek kdvetkeztében, mindharom
MAGdV tipus kilén virus fajba sorolhat6. Leghamarabb a Murine adenovirus A fajt fogadta el
az ICTV (Benké et al., 2005), ami a mostanaban bevezetett névvaltoztatas kdvetkeztében
ma Murine mastadenovirus A. A MAdV-3 publikalasa utan (Klempa et al., 2009) szinte rogton
elfogadtdk a Murine mastadenovirus C fajt is. Inditvanyunk alapjan az ICTV fenntartotta a
Murine mastadenovirus B fajt a MAdV-2-nek, amit a telles genomanalizis alapjan
harmadikként szintén el is fogadtak (Hemmi et al., 2011).

Wigand és munkatérsai (1977) kozolték, hogy a MAdV-1 és a MAdV-2 kdzott nincs
keresztreakci6. Ezt az allitast telies mértékben igazolta a két virus kozott altalunk talalt
filogenetikai és genetikai kulonbség. Az eltér6 antigén hatas az AdV-oknal elsésorban a
hexon 1-es és 2-es hurok, valamint a fiber fej kulonbségein mualik. A MAdV-1-et és MAdV-2-
6t korabban mas kutatok rokon, de kilonb6zé virusként azonositottdk (Sugiyama et al.,
1967; Smith et al., 1986; Lussier et al., 1987).

A 10. dbran bemutatott 6sszehasonlitas a virusok hexonja k6zoétt j6l mutatja mind a
kulonbségeket, mind a tapasztalt hasonldésagokat.

A tény, hogy a MAdV-2 sokkal kevéshé hasonlit a MAdV-1-re vagy a MAdV-3-ra mint
azok egymasra, kissé kilonds, hiszen a MAdV-1-et és a MAdV-2-t hazi egérbdl izolaltak,
ellentétben a MAdV-3-mal, amit pirbkegérbdl. Erre a paradoxonra még nem sikerilt biztos
magyarazatot talalnunk, de feltételezhetd, hogy a MAdV-2 lehet a hazi egér ,eredeti’, vele
egyutt fejlédott virusa, a MAdV-3 pedig a pir6kegéré, hiszen ezek nem okoznak koéros
elvaltozdst a gazdaikban. A MAdV-1 viszont, ami bizonyos egér tbrzsekben
encephalomyelitist idéz el6, esetleg egy gazdavaltast atélt virus, a MAdV-3 rokona, amely
késobb kerllhetett at a hazi egérre. Ezek alapjan a MAdV-1 eredeti gazdajat valdszinlleg

nem ismerjik meég.
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NRVLDMASTY
NRVLDMASTY
NRVLDMASCY

FASRVLKADOQ
YAGRVLKTNQ
KGGRALDLTQ

DNFIGLMYYN
DNFIGLMYYN
DNFIGLCYYN

TSFAFDLRGI
TSFAFDLRGV
VSYAFDPSGV

QRIAPAGLIE
QRIAPTGLVE
ARLVPSGLID

RKDVNMVLQS
RKDVNMVLQS
RKDVNMILQS

SIPARNWAAF
SIPARNWAAF
SIPSRNWAAF

KRHIDAEGLC
KRNIDGEGLC
KRALDGEGYT

GWRSAGPPIF
GWKSASAPIF
GWAAFPIATW

NVDPMQEATF
EVDPMTEATY
EVDAMDEPTL

SQYLSPGVVQ
SQYLSPGVMQ
TEYLSPGLVQ

FDIRGRLDRG
FDIRGRLDRG
FDIRGTLDRG

PVLPNYGSYA
PVLPNYGSYA
TATTNYGSYA

SNGNQGVLAG
SNGNQGVLAG
SNGNQGVLAG

GDLPYKQVQT
GRLEYKQVQT
ELT--KKIKV

TYVNVGGRWS
TYVNMGGRWS
AYINMGARWS

SLGNDLRADG
TLGNDLRADG
TLGNDLRVDG

RGWSFTRIKQ
RGWSFTRLKQ
RGWSFTRVKA

VGOSNMTKDW
VAQSNMTKDW
TCQCNITKDW

AREGAPYPAN
PREGAPYPAN
QRIGFPYPAN

LYILFEVFEDC
LYILFEVEDC
LYLLFEVEFDM

FAAATDTYFS
FAAATETYFS
FAQATDSYFS

PSFKPYSGTA
PSFKPYSGTA
PTFKPYCSTA

YPTNINGTQV
FPTNENGTQV
FPTSNNGTQE

QASQLNAVVD
QASQLNAVVD
QOSSQLNAVVD

HANTTCYIGK
HNNATSYIGK
HTNVNMYVDR

VDFMDTVNPFEF
VDFMDTVNPFEF
VDSMDNENPF

ARLETHSVNL
ASLEIHSVNL
ASINYTQINL

QETPNIGSPY
SETPNIGSPF
LETPSLGSVY

FLVOMLSNYN
FLVOMLANYN
FLVOMLANYN

WPYPLCGEAA
WPYPLCGEMA
WPYPLIGSQA

VRIHQPHRGI
VRIHQPHRGI
ARTHQPHRGV

LGNKFRNPTV
LGNKFRNPTV
LGNKFRNPTV

YNSLAPRAAP
YNSLAPRAAP
YNCLAPRGAP

YMCSKGANVQ
FMLPK-VNAQ
FEFSN--ANNQ

LODRNTELSY
LODRNTELSY
LODRNTELSY

GNMAAMEINT
GNMAAMEINT
GEPRAMEINI

NHHRNEGLKY
NHHRNDGLKY
NHHRNAGLRY

YASFFPMAHN
YASFFPMAHN
FASFFPLAHN

DPYFKYSGSI
DPYFTYSGSI
DPYFVYSGTI

IGYQGFYLPE
IGYQGYHLPD
IGYQGYWIPD

WAAKTQORKFL
WATRTQRKFL
FPSVTOKKFL

IEAVYLRSPF
IEAVYLRTPF
IEAVYLRTPF

APTHDVTTDR
APTHDVTTDR
APTHDVTTER

NNLMFAQANT
NNLMYAQANT
NPTVAGIATI

PDVVLYSEEV
ADVVLYSEEV
PHTMLYSEQV

QFLLDSLYDR
QFLLDSLYDR
QYLLEVLQDR

PANLWLGFLY
PANMWIGFEFLY
QANLWRGFLF

RSQILGNGREF
RSQVLGNGRY
RSQLLGNGRY

TASTLEAMLR
TASTLEAMLR
TASTLEAMLR

PFLDATFYLT
PFLDATFYLT
PYLDGTFYLN

NNKDRTYSFV
NNKDRTYSFL
GPRDRTYSFF

VDRYMYRIPF
VDRYMYRIPF
CDRTMWKIPE
857
SAGNATT
SAGNATT
SAGNATT

SQRLTLRIVP
SQRLTLRIVP
SOQRLQLRFEVP

VGSTIDQDNN
PGTQIDANNN
DGGTIDQONGD

NLQAPDTHLL
NLQAPDTHLL
NVISPDTHVT

SRYFSLWNQA
SRYFSLWNQA
SRYFSMWNQA

ANVAQYMPDD
ANVAQYVPDA
SNVGQYLPDR

VDFHIQVPQK
VDFHIQVPQK
VDFHIQVPMK

NETNDQTFLD
NETNDQTFLE
NETNDQVFAD

HTFQRVSIMF
HTFQRVSIMF
HTFRRVAIQF

RNFEPLARQV
RNFEPMTRQV
RNFQPMTROM

SSNFMSMGAL
SSNFMSMGAL
SSNFMNMGAL

80
VDREDSQYTY
VDREDSQYTY
VDREDNVYSH

160
VALNPNAGEP
ONLDIQRGEP
ANAYVDTDDI

240
DGPGADFCAA
EGPSAAIQAA
FSYGGAQWSQ

320
IDSYDPRVRI
IDSYDPRVRI
IDSYDPDVRI

400
FKVDPNIQMP
YKVDPNIAMP
LKVGPNVDPD

480
FFAIKSLLLL
FFAIKNLLLL
FFATIKNLMLL

560
YLSSATMME'P
YLSSATMME'P
YLSSANMLYP

640
DSSVSWPGND
DSSVSWPGND
DSSVSWPGMD

720
VDDAAAANRD
VDRQLDGRVD
PD-VTKPNYP

800
TDLGONLLYA
TDLGONLLYA
TDLGQGLLYA

10. dbra. A harom MAJdV teljes hexon szekvencidjanak 6sszehasonlitasa. A piros szin jeloli

az azonos, vagy hasonlo jellegli aminosavakat. Kék és fekete a virusok kozti kisebb vagy

teljes eltéréseket.

Kovetkeztetésként megallapithatjuk, hogy a MAdV-ok tliinnek a legésibbnek az ismert
mastadenovirusok kozil. Az 6sszehasonlitd genomanalizisek soran kimutatott szamos
kiloénbségre alapozva ezek a virusok érdekes targyai lehetnek a késébbiekben a murin AdV
patogenitas genetikai hatterének felderitését célzé kutatadsoknak. A kutatasok kiterjedhetnek
a feltételezett gének altal termelt fehérjék szerepének a vizsgalatara is. Tovabbi részletes
vizsgalatok iranyulhatnak a MAdV-okra, mint potencialis modelljei az AdV alapu gyogyaszati
célu vektoroknak, példaul egér tumor modellekkel kombinadlva. Ez lehetévé tenné, hogy

teszteljlk az AdV vektorok onkolitikus kapacitasat olyan él6 szervezetben, amely teljes,
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mikoédé immunrendszerrel rendelkezik, ezzel névelve a sikeres anti-tumor terapiak varhat6
értékét (Robinson et al., 2009).

7.2.2. Mokus-adenovirus 1

Harom, fogsagban tartott, hét hénapos voérés moékus (két ndstény és egy him) pusztult el
varatlanul, Németorszagban. Az allatokat magankézben tartottdk, fogsagban szaporitottdk
és a tulajdonos elmondasa szerint, soha nem hagytak el a ketrecuiket, és a ketrecbe sem
érkezett semmilyen mas allat. A tetemeket a német allatorvosok kdrbonctanilag vizsgaltak. A
mokusok jé allapotban voltak és megfelel6 testsullyal rendelkeztek (180 g, 220 g, 240 g). A
f6 kértani elvaltozas: a kitagult vékonybelek vizeny6s, krémes, barna tartalma volt. A vastag-
illetve végbélben nem mutattak ki komolyabb kérbonctani elvaltozast. Mindharom mokus
veséjét enyhén vagy mérsékelten megnagyobbodottnak talaltak. Két mokuson elvégzett
korszovettani vizsgéalattal a vékonybélben heves, sulyos, elhaldsos gyulladast talaltak. A
bélbolyhok sulyosan karosodottak voltak. A nyalkahartya neutrophil granulocytas, histocytas,
lymphocytas és plazmasejtes beszirédését lehetett latni. A bélhamsejt magjaban néhany
AdV-ok jelenlétére utalé bazofil zarvanyt figyeltek meg. A bél lumenében és mélyen a
nyalkahartyaban bélférgek keresztmetszete latszott. Hemolizalé E. coli-t sikerilt izolalni
mindharom mokus belébdl, tovabba egyikik majabol és veséjébdl is. Mas, bakteridlis
kérokozot nem talaltak. Flotaciés modszerrel mindhdrom mokus bélsardbdl nagyszamu
bélféreg petét mutattak ki. A leirtak alapjan, nem vonhatdo le egyértelmien az a
kovetkeztetés, hogy az allatok elhullasat a kimutatott AdV okozta volna, azonban masok,
tobb esetben is kimutattak az AdV jelenlétét silyos hasmenéses tlneteket mutatdé vords
mokusokbdl (Everest et al., 2008; 2010a; 2010b; 2012; 2013).

Mivel minden esetben Kklinikai tlineteket mutatd, vagy elhullott vorés moékusokbdl
mutattak ki az AdV jelenlétét, egy esetben viszont teljesen egészséges Kkeleti
szlirkemoOkusokbdl (Everest et al., 2009), feltételezhetjilk, hogy a vorés moékust elterjedési
tertletérdl egyre jobban kiszoritd, behurcolt, invaziv keleti szirkemodkus lehet a forrasa az
AdV-nak. Bar a 2009-es cikk azt irja, hogy PCR-rel mutattak ki a keleti szirkemékus AdV-at,
annak szekvencigja nem elérhetd, igy ez a feltételezés egyel6re nem bizonyitott. Hazankban
azonban, ahol nem jelent még meg a szirkemokus, nem talaltuk véros mékusban a SqAdV-
t. Egy 2013-ban megjelent publikacio szerint olyan vorés mokusokban is talaltak AdV-t Nagy-
Britannidban, amelyek él6helyén nincsenek keleti szirkemokusok (Everest et al., 2013). Ez
ellentmondani latszik a behurcolt, és az Eurdpaban él6 modkusokra patogénebb virusra
vonatkoz6 elméletnek, vagy a virus mar gyorsabban terjed, mint az eredeti gazdaja.

A SgAdV-1-nek a meg6rzott géneket tartalmazé kozépsé régidjat, a Va2 géntdl a
fiber génig, PCR segitségével felerGsitettik és nukleotid-sorrendjét meghataroztuk. A

SqAdV-1 vizsgalt szakaszanak genetikai szervez6dését a mastadenovirusokra altalaban
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jellemzének talaltuk (Rusvai et al., 2000; Nagy, 2002; Kovacs et al., 2005). A régié a minden
AdV-ra jellemz6 szokasos 16, és a csupan a mastadenovirusokra jellemzé V-0s géneket
tartalmazza. A Va2, polimeraz, pTP és 33K gén rendelkezik splicing helyekkel, vagyis e
gének minden esetben két exonbdl allinak dssze. Egyik kivétel a Va2 gén elsé exonjanak
splicing szekvenciajaban megtalalhaté potencialis splice donor és akceptor hely, mert nem
tokéletesen felelnek meg a konszenzusnak. A pVIl polipeptid, mint &ltaldban minden AdV-
ban, nagyon eltéré ebben a virusban is. A mérete 110 aminosav és csak a fele mutat
barminem{ homoldgiat mas AdV-ok pVII génjével. A pVIl gén jellegzetes protedz vagasi
szignalokkal rendelkezik, mint minden prekurzor fehérje, melyet az adenovirusoknal
megegyezés szerint a p kezddbetl jelol. Ezek a proteaz vagasi szignalok adenovirus
nemzetségenkeént eltéréek, és konszenzus szekvenciajuk alapjan 1-es ((M/L/NXGG'X) és 2-
es tipusba ((M/L/I/IN/Q)XGX'G) sorolhatdéak. Jelenlegi tudasunk szerint minden AdV pVil
génje két hasitasi hellyel rendelkezik (Davison et al., 2003). Az N-terminalis régio feldli
szignal mindig 2-es tipusu, mely a mi altalunk vizsgalt virusoknal is ilyennek bizonyult (11.
abra). A masodik vagasi hely szignalja nemzetségenként egyedi, igy a mast- és siadenovirus
nemzetségeknél 1-es tipusd, mig az avi- és atadenovirusoknal 2-es tipusl. Bar a vagasi
helyek alaptipusa meg6rzott nemzetségenként, a motivum a nemzetségeken belll is
valtozatos szekvencidval rendelkezhet (Ruzindana-Umunyana et al., 2002). Itt érdemes
megemliteni, hogy a SqQAdV-1 és a MAdV-2 masodik, 1-es tipusu vagasi helyének motivuma
megegyezik a tobbi ragcsalé azonos motivumaval (MYGG’A). Ugyanigy a BtAdV-2-é a
BtAdV-3-éval, a canin AdV-okéval, illetve a 16-AdV-1-ével (LFGG’'A). Ezek az azonossagok is
alatamasztjak mind a SgAdV-1 ragcsalé AdV-okhoz, illetve a 16- és a canin-AdV-ok denevér-
AdV-okhoz val6 kdzeli rokonsagat (11. abra).

Sajnalatos médon, a legérdekesebb régiok, az E3 és E4 régiok szekvencigja
egyelére nem ismert a SqAdV-1-bél. Ennek oka, hogy eddig nem sikerUlt izolalni, igy csak a
fert6zott szervekbdl kivont DNS all rendelkezésiinkre. Ugy tiinik, hogy a genomszekvenalasi
projektet PCR segitségével tudjuk csak tovabb folytatni.

A mokusfélék virusainak tanulmanyozasa human egészségigyi szempontbdl is
fontos lehet, mivel nemrégiben leirtak, hogy amerikai valtozékonymodkus (Sciurus
variegatoides) tenyészték az allatoktdl kapott birnavirus fertézésbe haltak bele (Hoffmann et
al., 2015).
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Mastadenovirus

1 2-es tipus l-es tipus 50
mékus-AdV-1 MAVLISPSNNSGWG-—--—-—————— LG--MKSMYGGAKSWTESHPVMVRKH
murin AdV-1 MSILISPSDNTGWG-—--—-——-—-——- LG--TGKMYGGARKRSAEHPVHVRSY
murin AdV-2 MSILISPSNNTGWG----—-—-—-——- LG--VSKMYGGALTRQGPYTVAVRSY
murin AdV-3 MSIMISPSDSTGWG-——--—-——-—-——- LG--TGRMYGGARKRSPNHPVHVRSY
canin AdvV-1 MATILISPSNNTGWG-—--—-—————— LG--THKLFGGAKQKSDQHPVYVQAH
canin AdV-2 MATILISPTNNTGWG-—--—-—————— LG--THKLEFGGAKQKSDQHPVYVQAH
16-Adv-1 MAILISPTNNTGWG-—---——-—-——- LGLGNNKLFGGAVTRSDEHPVYVKAH
denevér-Adv-2 MAILISPTNNTGWG---------- LG--THRLFGGAKQKSDEHPIFVQAH
denevér-Adv-3 MAILISPSNNTGWG------——---— LG--SHRLFGGAKQKSDQHPVFEFVRAH
humédn AdvV-5 MSILISPSNNTGWG-—--—-—————— LRF-PSKMFGGAKKRSDQHPVRVRGH

Aviadenovirus
1 2-es tipus 2-es tipus 50
tytk-Adv-1 MSILISPSDNRGWGA-—-———- NM-RYRRRASMRGVGRR--RLTLRQLLGL
galamb-AdvV-1 MSILISPSDNRGWGM—-—-——————— RRRPRSSMRGVGST-GRLVLRRLLGL
liba-Adv-4 MSTILISPSDNRGWGTMMRRSRSRSTMRRRPAMRGTGVRRR-—--IRRALT
kacsa-Adv-2 MSTILISPSDNRGWGAMMRRSRSRSVMRRRPSMRGTGLRRRLTRVVRAVLP

Atadenovirus
1 2-es tipus 2-es tipus 50
gyik-Adv-2 MSILISPSDNTGWG-———-—-—————— LG--NCRIRGTGARFTLSTPVPVRHY
kigyo-Adv-1 MPILISPSDNTGWG———-—-—————— LG--KLRIRATGLTFTDSTPVSVRHY
papagdj-Adv-3 MSILISPSDNTGWG---—-—-—-—-—-—-— VG--TTLMRATGTRFTDDEPVRVRAY
bovin AdV-4 MSILMSPSDNTGWG—-——-—-————— SIG--TALMRATGVKFSKRQPVRVRPY

Siadenovirus
1 2-es tipus l-es tipus 50
béka-Adv-1 MTAVLLSPADNRGWGA-—-——-——— RAMRGSGVYLVGGASAPSDVYTEHVRGY
rag.mad.-AdV-1MSSIVYSPADSRGWGI———---—--— GNTAMRAY-LIGGALEPSDVYTVRVREH
szkua-Adv-1 MASIVYSPGDSRGWGI ——————— GNSAMRDYYLVGGALEPSDVYTVRVREH
pulyka-Adv-3 MHSVVYSPGDSRGWGI-—-—-—-—-- GNSSMRDYYLIGGALQPSDIYTVRVREH

11. 4bra. Pozicionalis illesztés a vizsgalt AdV-ok pVII fehérjéjének protedz vagasi helyeket
tartalmazé szakaszaib6l. Kék hattér jel6li a minden AdV-ra jellemz8, 2-es tipusi vagasi
szignalt. Z6ld hattér jel6li a mastadenovirusokban és siadenovirusokban a masodik vagasi
helyet, ami mindig 1-es tipusu és genus specifikus Ezek az avi- és atadenovirusoknal 2-es
tipustak (szirke hattér). Az altalunk elemzett virusok neve kékkel kiemelve. Rovidités:

rag.mad., ragadoz6 madar.

7.2.3. Denevér-adenovirus 2
A BtAdV-2 izolatum sikeres in vitro replikacidja lehetéséget adott egy Uj denevér-virus
molekuléris és genomialis jellemzésére Gjgeneracids szekvenalassal.

A korszovettani vizsgalatok soran a fébb elvaltozasok a tidében és a lépben voltak,
de (molekuléris vizsgélat soran) a bél, vese és m4j mutatta a virus jelenlétét. A vizsgalt 12
denevér kozul négyben medfigyelheté volt a Iép lymphoreticularis szdveteinek fokozott
aktivitasa, ami a virusos fert6zottség egyik jele lehet. A vizsgalt szbvetekben azonban nem
mutatkoztak zarvanyok. igy végiilis nem sikeriilt bizonyitani az dsszefiiggést a molekularis
vizsgalatok eredménye és a denevérek korszovettani elvaltozasai kozott. A vizsgalt

denevérek enyhébb vagy sulyosabb traumas sérliléseket szenvedtek, és ezek vezettek
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elhullasukhoz. Feltételezhetd, hogy a BtAdV-2 fert6zés csupan enyhébb tlineteket okoz,
vagy tinetmentes.

Minden eddig talélt denevér-AdV, igy a BtAdV-2 is a Mastadenovirus nemzetségbe
tartozik, tehat tovabbra is ugy tlnik, hogy az eml6sok kozul az atadenovirusok csak a
kér6dz6kre ugrottak at, és telepedtek meg azokban, és csak azt kovetéen, amikor mar
elkulondltek a tobbi emlés vonaltdl. A mastadenovirusokban az ITR éaltaldban hosszabb (93—
371 bp), mint ma&s nemzetségek AdV-aiban (siadenovirusokban 30-39 bp,
aviadenovirusokban 39-118 bp, atadenovirusokban 42-118 bp) (Déan et al., 2001; Harrach,
2014). A BtAdV-2 ITR-je 146 bp hosszl. Osszehasonlitva a kozeli rokon CAdV-1 ITR-rel
(199 bp) és CAdV-2 ITR-rel (198 bp), egy kicsit rovidebb azoknal (6. tAblazat). A BtAdV-2-n
kivul egyedlli denevér-AdV, aminek ismerjik szinte a teljes genomjat, a BtAdV-3, &m ennél
éppen a végszekvenciakat nem hataroztak meg, igy sajnos az ITR teljes hosszarél nincs
informacionk (Li et al., 2010b). Ebbdl adddik az is, hogy a BtAdV-2 az elsé denevér-AdV,
melynek a teljes genomja ismert. A BtAdV-2 ITR elsé 40 bp-ja teljesen azonos a CAdV-1 és
CAdV-2 ITR-jének ezen szakaszaval, ami Ujabb bizonyiték a denevér-AdV-ok és CAdV-ok
kézeli genetikai rokonsagara.

A mastadenovirusban ismert minden E1 gén megtalalhaté a BtAdV-2-ben is (E1A,
E1B 19K, E1B 55K, IX), és méretik is a nemzetségre jellemzé atlag kordli (4. tablazat).

A BtAdV-2 genom kdzéps6 részében 16 gén talalhatd, melyek az AdV-ok meg6rzott
génjeinek szamitanak, valamint a csak mastadenovirusokban el&forduld V-6s fehérjét kddold
gén is jelen van tizenhetedikként a régio kozepén. Hasonloképpen a MAdV-2-h6z, a BtAdV-2
pentonbazisdban sincs RGD motivum. Nem tudtuk kimutatni a VA RNS gén (vagy gének)
jelenlétét sem.

A mastadenovirus nemzetségre jellemzé splicing mintdzatot a denevér-adenovirusok
(BtAdV-2, BtAdV-3) is igazoljak. Nevezetesen a IVa2, pTP, DNS-polimeraz és a 33K gén 1-1
intront tartalmaz.

E3 régioval csak a mastadenovirus genomok rendelkeznek. Az atadenovirusokban
talalhaté E3 elnevezésl fehérje nem homoldég semmilyen mastadenovirus fehérjével. Az E3
régio vizsgalata fontos, hiszen az egyik legvariabilisabb régiérél van sz6. Raadasul az eddig
vizsgalt itt talalhato fehérjék hatasardl mindig valamilyen sejtmanipulélasért felelés aktivitas
igazolodott be. E régidéban talalhaté gének altalaban nem homoldgok, vagy ha igen, azok is
csak az egymassal nagyon kozeli mastadenovirusokban talalhatok meg, nincs olyan gén,
mely minden mastadenovirusban megtalalhaté lenne. A 12,5K gén az, mely a legtébb
mastadenovirusban ugyan megtalalhato, de néhany mastadenovirusbol még ez is hianyzik.
A BtAdV-2-ben jelen van. Erdekesség, hogy azonositottuk a 12,5K-t a BtAdV-3-ban is, noha
az eredeti genomanalizis nem irta le (Li et al., 2010b). A BtAdV-2 genomjat elemezve

ugyanis a BtAdV-3 genomijat is gorcsé ala vettik. A BtAdV-2 E3 régidjdban a 12,5K-n kivdl
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még egy ORF talalhatd, amely homolég a BtAdV-3, valamint a CAdV-1, CAdV-2, és EAdV-1-
ben megtaldlhatd6 E3 ORF-el. Méasik, kordbban kozolt mastadenovirus E3 génnel nem
homolég ez az ORF.

Megtalalhaté tovabba a BtAdV-2 genomjaban a hipotetikus fehérje génjének (UXP)
els6 exonja, ami a mastadenovirusok kozil eddig csak a MAdV-1, MAdV-3 és BAdV-10
genomjdban nem lehetett kimutatni. A tovabbi exonok kimutatdsdhoz tovabbi mRNS
vizsgalatokra lenne szikség.

Ahogy az véarhaté volt, mind a BtAdV-2 mind a BtAdV-3 csupan egy fiber génnel
rendelkezik, tehat valdszin(i, hogy a virion minden vertexén egy, azonos hosszusagu fiber
nyulvany talélhato.

A szintén nagyon variabilis E4 régio elsé génje a BtAdV-2-ben az ORF6/7, amely
nincs jelen minden mastadenovirusban, példaul a mar targyalt MAdV-okban sem. Ez a gén
szintén két exonbdl all, mint a IVa2, pTP, DNS-polimeraz és a 33K. A BtAdV-2 rendelkezik
34K-val is, ami nem csak a mastadenovirusban talalhaté meg, hanem az atadenovirusokban
is eléfordul. Néhany mastadenovirusban és az atadenovirusokban tébb 34K is el6fordulhat,
a BtAdV-2, -3, a CAdV-ok és az EAdV-1-ben azonban csupan egy homoldgja talalhaté. A
34K-t6l jobbra négy tovabbi ORF talalhaté a BtAdV-2-ben, az ORFA-D. Ezeknek az ORF-
eknek a homologjai a CAdV-okban, BtAdV-3-ban és EAdV-1-ben is megtaldlhat6, noha az
altaluk koédolt hipotetikus fehérjék szerepe még nem ismert.

A torzsfa-rekonstrukciokon a CAdV-ok és az EAdV-1 mindig denevér-AdV-okkal
esnek kozel egymaéshoz, illetve monofiletikusak. Az E3 és E4 régioban tapasztalt
hasonlésaguk alapjan kozeli genetikai rokonsaguk megkérdéjelezhetetlen (3. &bra, 8. abra,
9. abra).
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* *
human-1 : EFBELCLVN S ARENES 74
canine-1 : WSFPLEILVME ESEIRV 74
canine-Z : WSFPLELVME ESEIEV 74
bhat-2 : SFPLEIGLVEE & SEIIEV 74
equine-1 : WSFPLEILVME ESEREV - : 73
hat-3 : HEPLOBTLVIETIPPPTSASSVVLSTRSPTPAPSGAE PPTPPTGGERUPSPLWDLEREPEGC : 74
bat3corr : WHEPLOLLVME &S : 74
murine—1 : WHIQREGLGTYD ) cf= 74
bovine—4 : WOYENAL——E ) 34 72
frog-1 : MSPEH VEWFEQN{sENeEeR 71
fowl-1 : TGEW TSRTEVQeE ER 72
5] 5] c W
* 100 * 120
human-1 VMEFGEDE ' S VOLGWDEWEQ ITEEEM 148
canine-1 : VE eNE JATTONWDTWNS ITEEKR 148
canine-2 VE e0D JTEQNWEIWNG ITEEKR 148
bat-2 VF eDA YRELGWDEWQDVISCIMTPERR 148
equine-1 : VE ETE JFQEGWDRWQD 147
bat-3 SCQSESWWARPEWWEREGSWERERDGTEGTL 148
bat3corr : EVFE ELT = JARQGWNSWDA 148
murine—1 : VM =0M JEQMGYSEHHLI 148
bovine—4 IVFENIT[eSE JYDCGEMMERG 146
frog-1 CETHMFEDE —ISSNSNILEL 144
fowl-1 CE eD P RQDD———-RL 142
P g
* 160 * * 200 *
human-1 : ARDIEWSSEYASL PHEADWINSPEENTYEERUKLFSTIKG VEHNT] ) I AONN | H : 216
canine-1 : ANMWWSHVIFCQ-I PRIMEEMENPE DRI TANQL ELQG HMN : 215
canine-Z : BASWWSHVECO-WEPOWRQERMESPEENMTEDQLGEF -KELEG N ) UMH : 215
bhat-2 : ANSIFWSHENMVA R BPONMOFFRACPEMRFPEDLGK I -EVEG AN : 215
equine—l > VAMRNSHVESQ- W BPOWEEFPY SERUTPEQIIMEL -KLQG GHN ) ' N EH : 214
hat-3 : PPSSGSHEMSQ— L PMEAFKIMPNSEMSYARATIMKL -KLQG N ) NSH : 215
hat3corr : ASQUEWSHEWSO— POWEAFWPNSEDMSYARAT ELQG N ET NSH : 215
murine-1 : AEEMWONNUNY-——EEQTYWCLLDLTEPERLEQEAEPLEN N Vil : 214
bovine-4 : BRRNUWLRE-SK-EQEMETIINYDEI KLNK JEL——EKLA i IV{exE : 211
frog-1 : IE IKNFETE KEMLTDYESIYEMDLLE NLILTLQ LEEYV:GHN 5 ) 1] Tinfed : 214
fowl-1 r AQNEVDRYAAA-WRDYCDQYGSVHEMPYELFEKPTSPLS FE‘J'I ML SED 2UVE T {ejn) : 211
n 1 oe GGHNI gFDEGGGA [} L

12. abra. Néhany AdV polimeraz génszakaszanak dsszehasonlitasa. Jol lathatd, hogy a
BtAdV-3 (bat-3) a szakasz elején és végén nagyon hasonlit a tébbi AdV-ra, mig a szakasz
kézepén épp ellenkezbleg, teljesen eltér a tébbi AdV-tdl, ahol az 6sszes tdbbi, a kildnbdzd
adenovirus nemzetségek tagjai is nagymérték(i hasonlésagot mutatnak. Lathatd tovabba,
hogy a BtAdV-3 javitott verziéja (bat3corr), ahol kézzel kijavitottuk a feltételezett leolvasasi

keret ugrasokat, homolég a k6zéps6 szakaszon is.

A teljes DNS-polimeraz szekvencian alapulé torzsfa-rekonstrukcié készitésekor
feltGnt, hogy a Kinaban, Myotis ricketti-bdl izolalt Bat AdV-A fajba tartoz6 BtAdV-3 egy
szakasza eltér a tobbi AdV ugyanezen szakaszatdl (12. abra). A szekvenciat jobban
vizsgalva két feltételezhet6 leolvasési keret-ugrast fedeztink fel, melyek valamilyen
szekvenalasi hibdbdl szarmazhatnak. Ugyanis a két leolvasasi keret-eltolédas kozotti
szakaszon, ahol a BtAdV-3 polimeraz génje eltér a tobbi AdV-étdl, egy masik frame-ben
megtaldlhaté a homoldg szekvencia. Mig a MAdV-3 E1B 19K génjének esetében volt
lehet6ségunk a felismert génrdvidulést ismételten vizsgalni, €s bizonyitani, hogy a delécio
valoban létezik az izolalt MAdV-3 virusban, itt a szekvenalasi elektroforetogrammok, illetve a

virus-DNS hianyaban nem lehetlink biztosak abban, hogy szekvenalasi hibardl van-e sz6,

62



vagy a BtAdV-3 ezen a kb. 150 aminosav hosszU pol szakaszon valéban egy ilyen, nem
letdlis mutaciéval rendelkezik. A teljes polimerdz génen alapulé torzsfa-rekonstrukcio
elkészitésénél igy az eredetieg a GenBank-ban talalhatd, feltételezhetéen hibas,
szekvenciat hasznéltuk, de még igy sem lattunk jelentés eltérést, vagyis a BtAdV-3 a tobbi
deneveér-AdV kozott jelent meg (9. &bra).

A BtAdV-2-nek a genetikai tavolsaga a BtAdV-3-tdl illetve a CAdV-oktol meghaladja
az 5-15%-ot, rdadasul mas gazdafajoktdl szarmaznak, igy egyértelmien indokolt kulon-
kulon AdV fajba sorolasuk. A CAdV-1 és CAdV egydutt alkotja a Canine adenovirus A fajt
(Benkd et al., 2005). A BtAdV-3-nak mint az els6é ismert genomszekvenciaju denevér-AdV, a
Bat mastadenovirus A fajba, mig az altalunk vizsgalt BtAdV-2 a Bat mastadenovirus B fajba
sorolasat az ICTV hivatalosan jovahagyta.
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8. Uj tudomanyos eredmények

1. Adenovirusok jelenlétére PCR-rel vizsgaltam a Magyarorszagon eléforduld 6sszes
denevérfajbdl és a Németorszagbhan eddig megfigyelt denevérfajok zomébdl gydjtott
mintakat. Kimutattam 31 (j adenovirust és megallapitottam, hogy ugyanaz az egyed

tobbféle adenovirussal is fert6zott lehet.

2. Elemeztem az izolalt denevér-AdV-2 telies genomjat, és igazoltam egyes allatorvosi

szempontbdl jelentés mastadenovirusok denevér-adenovirusokkal k6zos eredetét.

3. Uj AdV-ok jelenlétét mutattam ki ragcsalokban, pirokegérben, mezei pocokban és
vizidiszndban. Elséként publikaltuk a mékus-AdV el6fordulasat Nagy-Britannia tertletén

kival.

4. Részt vettem a murin AdV-2 genomjanak szekvenaldsdban, elemeztem és

filogenetikailag vizsgéltam eredetét.

5. Meghatéroztam és elemeztem a mokus-AdV genom mintegy kétharmadanak a DNS-

szekvencigjat.
6. A hazai pirékegér populaciban a murin AdV-3 jelenlétét tobbszdr kimutattam.

Megéallapitottam az eredeti MAdV-3 izolatumban leirt csonka E1B 19K gén teljes

hosszlUsagu valtozatat, és hogy az jelen van a vadon él6 pirékegerek virusaban.
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