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Bevezetés és célkitlizések

Az adenovirusok (AdV) altaldban szik gazdaspektrummal rendelkezé dsDNS-
virusok, melyeknek el6fordulasat a gerincesek (Vertebrata) altérzsében szinte minden
jelentsebb osztaly képvisel6jében kimutattak mar. A PCR széleskori elterjedése és a DNS
szekvenalasra kidolgozott mddszerek egyszerlisédése lehetévé tette, hogy a kutatasok az
emlésok és madarak mellett kiterjedjenek a tébbi gerinces osztaly képviselire is. Egyben
lehetéség nyilt a virusok izolalasa nélkul is a genom vizsgalatara, és ebbdl taxonémiai és
filogenetikai kovetkeztetéseket lehetett levonni. Munkédm kezdetekor hull6kbSl mar létezett
néhany AdV torzs, mig kétéltliekbdl csupan egyetlen egy izolatum volt ismert, mely szamara a
telies-genom szekvencidjanak elemzése alapjan létrehoztak a Siadenovirus nemzetséget.
Hullék AdV-ai kozll az egyetlen teljes genom-szekvenciat egy kigy6-AdV-bél hataroztak meg,
és megallapitottak, hogy az Atadenovirus nemzetség tagja (kigyo-AdV-1, SnAdV-1) (Farkas et
al., 2008). A pikkelyes hillékben (Squamata) a tovabbiakban kimutatott valamennyi AdV
atadenovirusnak bizonyult.

A parvovirusok (PV) (Parvoviridae) két alcsaladja kozil a Parvovirinae képvisel6it
gerincesekben, ezen bellil eml&és6kben, madarakban és hullékben mutattak ki. Eddig hullékben
az 6sszes PV-t AdV-okkal egyltt figyelték meg, ezért dependoparvovirusnak feltételezték Sket.
Molekularis alapu vizsgalati modszerekkel azonban ezt csak két kigyofaj esetében allapitottak
meg, melyeket AdV-os fert6zottség melldl irtak le. A Dependoparvovirus nemzetség legtébb
tagjanak replikaciéjahoz helper virus (leginkabb AdV vagy herpeszvirus) jelenléte sziikséges.
Kivételt képeznek a vizi szarnyasok dependoparvovirusai, melyek 6nallé replikaciora képesek.
A Dependoparvovirus genust a diapsidakkal (tuatarak, pikkelyes hillék, krokodilok és madarak)
elsédlegesen egyutt fejl6dott nemzetségnek vélték, és feltételezték, hogy gazdavaltasa az
emldsdkre viszonylag ujkeletl lehet. Ezt tdmasztotta ala, hogy autondm dependoparvovirusokat
csak madarakban mutattak ki. A pikkelyes hull6k dependoparvovirusainak replikacids
tulajdonsagairdl azonban nem volt adat. Kétéltlekben napjainkig nem mutattak ki PV-t.

Részben a kétéltliek PV-aival és AdV-aival kapcsolatos informaciok csekély mennyisége
miatt, részben pedig az Atadenovirus nemzetség pikkelyes hiillé eredetére vonatkozé tovabbi
bizonyitékok reményében fogtunk hozza e két gerinces osztalyba sorolhaté allatok virusainak
vizsgdlatdba. Cél volt még a hilléket fert6z6 PV-ok evollcidjanak és replikaciés
tulajdonsagainak vizsgalata is, akarcsak a szintén csekély szamban reprezentalt hill6-PV-ok
mennyiségének gyarapitasa. A két viruscsalad sokféleségét egyrészt Uj virusok kimutatasaval
terveztik vizsgalni, masrészt a kimutatott virusok genomszervezédésének analizisét is célul

thztlk ki. Az Gjonnan kimutatott PV-okat lehet6ség szerint teljes genom szinten kivantuk



meghatarozni, akarcsak két, korabban Németorszagban izolalt gyik-atadenovirus teljes genom-
szekvencidjat is. A PCR segitségével nyert részleges szekvencidkkal készitett torzsfa-
rekonstrukciok és a genomok 0©sszehasonlitdé elemzése alapjan Ujabb kovetkeztetések
levonasat reméltik az Atadenovirus és Dependoparvovirus nemzetségek evolucidjara

vonatkozolag.



Anyag és modszer

A vizsgalati mintak eredete

A mintdk tulnyomé tébbsége egy budapesti, kifejezetten hull6kre szakosodott
allatkereskedésbdl szarmazott, tovabba maganszemélyek is rendelkezésiinkre bocsajtottak
elhullott allataikat. Vizsgaltunk még — altalaban jarmivek altal elutétt — szabadban, féként
Eszak-Magyarorszagon begydijtétt elhullott allatokat is. A tiz csukaorrd aligator (Aligator
mississipiensis) majminta az Egyesiilt Allamokbdl szarmazott. Osszesen 314 hiilld és 207
kétéltd mintajanak PCR-es vizsgalatat végeztik el AdV-okra, mig ezek koézil 165 hiillé és 60
kétélti mintat szirtink PV-okra. A valtozatos forrasokbdl adoédéan — a hidasgyikokat
(Rhyncochephalia) kivéve — az 6sszes hillé rendbél keriltek hozzank mintak, mig a kétéltliek
harom rendjébdl kett6 (Caudata, Anura) volt képviselve. A nukleinsavat kilénbdzé belsd
szervekbdl (maj, tidé, vese, bél, gonadok) vontuk ki.

A teljes genom szinten vizsgalt két gyik-AdV-t a Hohenheim Egyetemen leguan sziv
sejtvonalon (IgH-2,118 ATCC: CCL-108) és Russell vipera sziv sejtvonalon (VH-2, ATCC: CCL-
140) szaporitottak el. A két AdV egyikét mar 2004-ben leirtak gilabol (Heloderma suspectum)
(gyik-AdV-1, LAdV-1) (Wellehan et al, 2004), mig a masikat csak 2008-ban, mexikoi
viperagyikokbdl (Heloderma horridum) (gyik-AdV-2, LAdV-2) (Papp et al., 2009).

Polimeraz lancreakcio6 (PCR)

A PCR-ekhez szamos héstabil DNS-polimeraz enzimet kiprobaltunk. Az 1000
bazispar (bp) méret alatti PCR termék eléallitasahoz kilonb6zé Taq polimeraz enzimeket, mig
az ennél hosszabb PCR termékek felerésitéséhez kilonbdz6 rekombinans enzimeket
alkalmaztunk.

Az AdV fert6zottség megallapitasahoz a Wellehan és mtsai (2004) altal leirt, kétkoros
(nested) PCR maddszert alkalmaztuk. Ehhez a PCR-hez az er6sen degeneralt, ugynevezett
konszenzus primereket a virus DNS-polimeraz enzimjét kédol6é génnek az Adenoviridae csalad
valamennyi akkor ismert tagjaban meg6rzott aminosav motivumaira tervezték. A moddszer
lehetévé teszi a DNS-fliggé DNS-polimeraz génbdl egy kb. 300 bp hosszu szakasz (pol)
felsokszorozasat, és eddig minden nemzetség kimutatasaban sikeresnek bizonyult.

A PV diagnosztikahoz hasznalt primereket magunk terveztik. Ezek a cap ORF egy
megérzott szakaszara iranyultak, és egy kb. 600 bp hosszu fragmentumot erdsitettek fel a
Dependoparvovirus nemzetség tagjainak genomjabol.

Azokat a mintakat, melyekben PV pozitivitast mutattunk ki, de AdV-t nem, tovabb
vizsgaltuk mas, nagyméretli, a genomjukban sajat DNS-fliggé DNS-polimeraz enzimet kodold

DNS-virusok jelenlétére (Hanson et al., 2006).



Az AdV-ra pozitiv mintakbdl tovabbi génszakaszok kinyeréséhez a Va2 és fiber gén
altal hatarolt konzervativ genomrégiobodl valasztottuk ki a célszekvenciat. A felerésitendd
fragmentumok hossza 200 és 1000 bp kozétt valtozott. Megkiséreltik még a csak az
Atadenovirus nemzetségre jellemzé p32K gén kimutatasat is. A PV tartalmi mintakbdl két
degeneralt primerpar segitségével kiséreltik meg tovabbi szakaszok felsokszorozasat. Ezek
egyike a rep ORF-bé&l 250 bp, mig a masik kb. 400 bp hosszu fragmentum felerdsitésére volt
alkalmas.

Teljes genom-analizis

A két LAdV genom szekvenalasat németorszagi kutatdkkal egyuttmikoédésben
végeztiik molekularis kiénozas és PCR alkalmazasaval. A LAdV-1 genomjanak 80,6%-at mig a
LAdV-2 genom 73,7%-at szekvenaltuk mi. A PV-ok két génjébdl felerésitett rovid szakaszokat
szintén PCR segitségével 6sszekotottik. A genomok szélein 1évé szakaszok felerfsitéséhez
egykari PCR-t is hasznaltunk. Az AdV genom legvégének nukleotid-sorrendjét terminalis-
transzferaz enzim alkalmazasaval hataroztuk meg az 5'/3' RACE kit (Roche®) hasznalataval. A
PV genomvégeket a DNS-hez ligalt adapterekre tervezett primerekkel, PCR-rel ersitettik fel,

majd klénoztuk és szekvenaltuk.

Az adatok elemzése

A nukleotid-szekvenciakat a Staden programcsomag Gap4 programjaval illesztettik
Ossze és javitottuk szilikség szerint. A szekvenciak specificitdsarél a BLAST homoldgia keresé
programok on-line hasznalataval gy6z6dtiink meg.

A hosszabb genom-szekvenciak annotalasat vagy a JavaScript DNA Translator 1.1
internetes programmal, vagy az Artemis Genome Browser ingyenes software-rel végeztik el. A
splice donor és akceptor helyeket manualisan, vagy a Neural Network Splice Site Prediction
program segitségével kerestik. A poliadenilaciés szignalok validitasat a Soft Berry POLYAH
program hasznalataval ellenériztiik. Az azonositott fehérjék kiilonb6zé funkcionalis motivumait
és szignalszekvenciait a SMART programmal vizsgaltuk.

A tobbszords pozicionalis illesztések (multiple alignment) létrehozasahoz tébbféle
programot is igénybe vettiink. A filogenetikai szamitasokat — a meglehetésen hosszu tavu
evolucié vizsgalata miatt — kizarélag aminosav (as) alapon végeztik. A modellszelekciét a
ProtTest programmal hajtottuk végre és a PHYLIP v3.696 programcsomag Protdist és Fitch
programjait hasznalva készitettik el az un. ,vezetd fakat” (guide tree). A maximum likelihood
elven alapulé szamitasokat és a fak megbizhatésaganak tesztelést (un. bootstrap analizisét) az

ATGC-Montpellier internetes platform PhyML3 programjaval végeztik el.



Eredmények

Adenovirusok

Az AdV-os fertézottségre vizsgalt 314 hilld mintabdl 41-et taldltunk pozitivnak, ami
13,1%-o0s prevalenciat jelent. A 41 mintaban 6 féle AdV-t mutattunk ki, melyek koézul 3 uj, a
tudomany szamara eddig ismeretlen virusnak bizonyult. Ezeket egy fehértorki varanusz
(Varanus albigularis), két hosszufarku fligyik (Takydromus sexlineatus) és 23 rovidfarku
térpekaméleon (Rampholeon brevicaudatus) mintajaban talaltuk. Ez az elsé alkalom, hogy a
hazankban is éI6 nyakdrvosgyik-félékben (Lacertidae) AdV-t mutatnak ki. A térpekaméleonok
fertézottsége kiugréan magas volt (88,5%), és nukleotid (nt) szinten 5 genotipus volt
elkulonithetd. Azonositottuk tovabba a szakallas agamak (Pogona vitticeps) vilagszerte ismert
AdV-at is, szintén csekély variaciokkal as szinten. A fert6zottség itt is kiugréan magas volt
(88,9%). Kigyok kozul AdV-t 6sszesen 7 egyedben mutattunk ki, de ezek mindegyike mar
korabban ismert virus volt. A SnAdV-1 génbanki tipustdl as szinten is eltéré harom valtozatat
mutattuk ki egy vOrosfarkd boa (Boa constrictor) mintajaban. A fiatal allat idilt majkarosodas
jeleit mutatta. A virus gazdaspektrumat két Uj fajjal bévitettiik, melyek kozil a vizisikld (Natrix
natrix) AdV-a az els6 hazai, szabadon €l hullében kimutatott AdV. A SnAdV-2-t is kimutattuk
egy Uj gazdafajbdl, a vords korallsiklébdl (Lampropeltis triangulum sinaloae).

A 207 kétélti minta kozott minddssze 7, azaz a vizsgaltak 3,4%-a volt pozitiv.
Valamennyi pozitiv eredmény nyilméreg békakbdl (Dendrobates auratus, Phyllobates vittatus)
szarmazott, melyek témegesen pusztultak egy budapesti allatkereskedésben. A szekvencia
alapjan egy Uj, 1973 6ta csupan a masodik kétéltlieket fert6zé AdV-t mutattunk ki (FrAdV-2),
melynek két, a pol szakaszon egymastél 3 as-ban kilénb6z6 valtozatat kilénbdztettiik meg.

Mar a BLAST keresések mutattak, hogy minden ebben a munkaban felismert AdV az
Atadenovirus genus tagja lehet.

Az Adenoviridae csaladra altalanosan jellemzé gének kozil a pentonbazisra és a pVI-
ra tervezett primerpar segitségével minden Uj AdV-bdl sikeriilt felerésiteni a teljes pVIl és pX
géneket. Mind a két fehérje szekvencidban megvizsgaltuk és azonositottuk a protedz vagasi
helyeket. A torpekaméleon-AdV (PCAdV) 3-as genotipusabol és a fehértorkl varanusz-Adv-
abdl (VAdV-2) majdnem a teljes pentonbazis gént is sikerllt kinyerni. Az Atadenovirus
nemzetségre specifikus p32K génbdl is meghataroztunk egy 261 bp hosszu fragmentumot a
PCAdV 2-es genotipusabdl, mig 217 bp-t a fligyik-AdV-bdl (GLAdV).

A FrAdV-2 1-es valtozatab6l meghataroztunk és Osszeillesztettiink egy 8161 bp
hosszl szakaszt, mig a varhaté genommeéret kozel felét (12.033 bp) a masik genotipusbdl.
Mivel a két genotipus egymassal az atfed6 régidkban 99,36%-ban azonos, igy a két
szekvenciat 6sszeillesztettik. Az igy kapott 14.114 bp hosszu ,kiméra” szakasz 6sszesen 9
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telies és 2 részleges ORF-et tartalmaz. G+C tartalmat 36,63%-nak talaltuk. A genusra
jellemz6en az egyes gének kozotti tavolsag rovid, azok gyakran at is fednek egymassal.
Splicingra utalé szekvenciakat a Va2 és pTP génekben azonositottunk. Atadenovirusokban
eddig nem mutattak ki intront a IVa2 génben (Both, 2011).

A két, Németorszagban izolalt gyik-AdV teljes genomjat — beleértve az ITR-eket is —
meghataroztuk (1. abra). A két virus hossza eltér, 36 628 bp a LAdV-1 és 32 965 bp a LAdV-2
esetén. Az eltérés két tovabbi génben nyilvanult meg a LAdV-1 javara. A teljes genom G+C
tartalma 43,99% (LAdV-1) és 44,16% (LAdV-2) volt. Az ITR-ek hossza 125, ill. 126 bp,
ellentétben a nem-hillé atadenovirusok 70 bp-nal is révidebb ITR szekvenciaival. A LAdV-1 az
eddigi leghosszabb atadenovirus genom, mig az ITR-ek szintén a leghosszabbak a

nemzetségben.
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1. abra A két gyik-adenovirus genetikai térképe. Felll a gilabol szarmazé LAdV-1 genomja, mely 36 628 bp-bdl all,125 bp
hosszu ITR-ekkel. Alul lathaté a mexikéi viperagyikbol szarmazé LAdV-2 genomja, mely szignifikansan révidebb, 32 965
bp, 126 bp hosszu ITR-ekkel. Az egyes géneket méretaranyosan nyilak jeldlik az atirodas iranyaval megegyezé
iranyultsaggal. Az ORF1 a LAdV-1 genomban pseudogénként van jelen (*). A beosztasok 5000 bp-onként helyezkednek el,
mig a megvastagitott szakaszok az altalunk szekvenalt régiokat jeldlik (a vékony régidk nukleotid sorrend;jét
Németorszagban hataroztak meg).

Mindkét genom legels6 génje az | szalon az Atadenovirus nemzetségre specifikus
p32K volt. Azonositottuk a szintén genus-specifikus 3 LH gént is az r szalon. A genomok
kozéps6 régidja a csaladra jellemzd szervezdédést mutatta. Az E2B régio génjei koziil, a FrAdV-
2-h6z hasonléan, splicing-ot figyeltiink meg a 1Va2 és pTP esetében. A konzervativ régidban
mindkét virusban két fiber gént azonositottunk, ami eddig nem latott tulajdonsag az
Atadenovirus nemzetségen beliil. A Spanyolorszagban ezekkel végzett proteomikai és
szerkezeti vizsgalatok kideritették, hogy a LAdV-2 1-es fibere csucsonként egyesével, mig a
hosszabb és a predikciok alapjan hajlékonyabbnak tiind 2-es fiber harmasaval all. Ez az egész
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csaladban egyedulallé struktura. A két virus 1-es fibere 95%-ban azonos, és as szekvenciajuk a
SnAdV-1 fiberére hasonlit a legjobban. A 2-es fiberek kézott a két LADV homolog génjei kozil a
legnagyobb mértékl kuldnbséget figyeltik meg (csak 87%-ban azonosak).

Az E4 régiot kdveté genomszakasz bizonyult mindkét virusban a legvariabilisabbnak.
Az itt talalhatd, szam szerint 11, ill. 9 ORF kozul csupan 6tnek, ill. négynek van homoldgja mas
AdV-ok genomjaban. Hasonléan a SnAdV-1-hez és eltéréen a tobbi, nem hill6ket fert6z6
atadenovirustél, csupan egyetlen RH gént azonositottunk mindkét genomban. Ennek hossza
azonban tébb mint kétszerese volt a SnAdV-1-ben 1évé homoldgjanak. Hasonldéan a nem-hiillé
eredetli atadenovirusok RH génjeihez, egy un. F-box motivumot fedeztiink fel benne. Ezek a
motivumok eukaridtakban a sejtciklus szabalyzasaért felelések, mig az atadenovirusokban a
gazdavaltassal hozzak 6ket 0sszefiiggésbe. A madar- és kérédz6-atadenovirusok RH génjeivel
ellentétben az F-box motivum az N-terminalistdl tavol, a gén kézepén talalhatd. A motivumot
megel6zd metioninnal szétvagva, a fehérjét két RH-ként kezelve, torzsfa-rekonstrukciot
végeztiink a gén evoluciéjanak részletesebb vizsgalatahoz. Ennek alapjan ugy tinik, a gén két
fele eltérd evolucios eredettel bir. Osszeolvadasuk masodlagos tulajdonsagnak tekintheté.

Az E4 régiétol jobbra es6 szakaszban talalhatd ORF7-nek egyetlen homoldgjaként a
SnAdV-1 ORF1 génjét azonositottuk. Ugyanez a helyzet az ORF1 génnel, melynek egyetlen
homolégja az 1-es tipusu kacsa AdV ORF1 génje. A gén a LAdV-1-ben azonban csupan
pseudogénként lehet jelen (gén kdzepébe két stop kodon ékelédik, mig az ORF tobbi része
meg6rzott). A 105R-nek egyik ismert homolégja a SnAdV-1 105R génje, a masik egy
mastadenovirus, a mokuscickany-AdV genomjaban talalhato. A LAdV-1 két, a LAdV-2 egyetlen
105R génjében kilonb6zd 1g doméneket mutattunk ki, elészor az Atadenovirus genusban. llyen
domének egyes immunsejtek receptorain, adhéziés fehérjékben, valamint a Coxsackie virus és
adenovirus receptorban (CAR) is megtalalhat6éak.

A homoldg nélkilli ORF-ek koziil az ORF2 egy C-lektinek csaladjaba tartoz6 fehérjét
kédol. llyen fehérjék mas virusokban (pox- és asfarvirusok), valamint immunsejtek felszini
receptoraiban taldlhatok meg. Az ORF4 a mastadenovirusok |X-es proteinjéhez hasonldéan
coiled-coil motivumot tartalmaz. Feltételezzik, hogy — a |X-es fehérje homolégjanak hianyaban
— ez a fehérje is transzkripcids faktorként miikodik, és a késéi fé6 promoter stimulalasaban vesz
részt.

Torzsfa-rekonstrukciot készitettlink 4 fehérje alapjan. Ezek eredménye szerint a
GLAdV a jelenlegi leg8sibb atadenovirus. Ez Osszhangban van a gazdafajok evolucios
viszonyaival. A FrAdV-2 viszont a DNS-polimeraz szekvencia alapjan a nem-hillé
atadenovirusokkal kerlilt egy agra. A p32K alapjan késziilt fa a pikkelyes hiill6- és a nem-hiill
atadenovirusokat monofiletikus csoportként jeleniti meg. Az RH alapjan késziilt térzsfa az
atadenovirusok RH génjeit harom leszarmazasi vonalon abrazolja, ahol a LAdV-ok RH-inak két

fele ezek kozil kilonbozéeken helyezkedik el. A G+C tartalom minden a&ltalunk vizsgalt
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virusban kiegyensulyozottnak (vagy extrém magasnak) bizonyult, kivéve — hasonléan a nem-

hiillé atadenovirusokhoz - a FrAdV-2-t.

Parvovirusok

A PV-ok kimutatasahoz az altalam tervezett primereket hasznalva a 165 vizsgalt hullé
minta koézll 7 (4,2%) bizonyult pozitivnak. A hét pozitiv mintaban 4, a tudomany szamara uj PV-
t talaltunk. Az egyik Uj PV-t négy szakallas agdma mintajaban mutattuk ki. Erdekes modon, a
négy allatbol csak harmat talaltunk elézéleg AdV-ra is pozitivnak, mig a negyedik allatban sem
AdV-t, sem egyéb, helpervirusként széba joheté nagy DNS-virust sem sikerdlt kimutatnunk. PV
jelenlétét sikerult kimutatni egy révidfarku torpekaméleon mintajabdl is, mely egyuttal AdV-ra is
pozitiv volt. A kaméleonfélék (Chameleonidae) csaladjaba tartozd egyedekben elsé alkalommal
lehetett PV-ok jelenlétét megfigyelni. PV-ra pozitivnak bizonyult az egyetlen asdégyik
(Trogonophis wigmanni) mintaja, mely egyuttal negativ volt mind AdV-ra, mind herpeszvirusra
és mas, sajat DNS-polimeraz enzimmel rendelkezé DNS-virusra is. Az asdgyik-alkatuak
alrendjének (Amphisbaenia) tagjaiban korabban soha nem mutattak ki sem PV-t, sem barmilyen
mas virust. A kigydk mintai koézll egyetlen bizonyult pozitivnak, nevezetesen egy tartds
anorexia utan elhullott, kifejlett gabonasikléé. Az allat egyuttal fert6zott volt a SnAdV-1-gyel is. A
kimutatott PV szintén a tudomany szamara uj, eddig le nem irt virus, és szam szerint csupan a
harmadik kigy6-PV. Mind a négy uj PV a Dependoparvovirus nemzetség tagjanak bizonyult.

A térpekaméleon PV-bdl (PCPV) 1487 nt, a gabonasiklé6 PV-bdl (CSPV) pedig 1821
nt hosszl szekvenciat sikerilt kinyerni. A szakallas agama PV (BDPV) telies genomjat
meghataroztuk, beleértve az ITR-ek masodlagos strukturajat is. Teljes hossza 4590 nt. A 257 nt
hosszu ITR-ek szabalyos hajtl szerkezetet mutatnak, am a masodlagos struktura
kialakitasaban szerepet nem jatszd egyenes szakasz hossza jéval meghaladta a kigyd adeno-
asszocialt virusét (Farkas et al., 2004). Feltételezzik, hogy a szakasznak a gazdasejt
genomjaba valé integracioban van szerepe. Mindharom virusban két f6 ORF-et (rep és cap), és
a cap génbe agyazva egy genus-specifikus alternativ ORF-et (assembly-activating protein —
AAP) mutattunk ki. Egy splicing donor és két akceptor hely figyelheté meg mindharom virusban.
Az intronon belll egy belsé poliadenilaciés szignalt mutattunk ki. Nincs arrél adatunk, hogy
milyen szazalékban poliadenilalédnak itt a két proximalis promoterrél atircddé mRNS-ek. Az
intron hossza mindharom esetben 190 nt alatti volt. A rdvid intront 8si tulajdonsagnak
tekinthetjtk. A madar dependoparvovirusok 200 nt-nal hosszabb, az emlés
dependoparvovirusok kb. 300 nt hosszusagu intronnal rendelkeznek. A BDPV genom végén, a
cap ORF-rél kifejez6d6 VP fehérjék stop kodonja utan, megérzétt poliadenilacios szignalt
azonositottunk. A BDPV teljes genomja alapjan Uj fajként javasolhatd, mint Squamate

dependoparvovirus 2.
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A rep gén teljes szarmaztatott as sorrendje alapjan készult térzsfa-rekonstrukcio is
megerésiti, hogy a BDPV a Dependoparvovirus genus tagja, és egyitt a SAAV-sal a klad
legbsibb leagazasat képzi. Az AAP teljes as szekvencigja alapjan késziilt térzsfan a hull6-PV-ok
egy monofiletikus csoportot képeznek, am sem ez a fa, sem a masik két fehérje alapjan késziilt

torzsfa nem tamogatja a diapsida fajok dependoparvovirusainak monofiletikussagat (2. abra).

AmdoPV Aleutian mink disese virus
A 100—100|:gray fox amdovirus
porcine PV Kresse
M%Olminute virus of mice B
canine PV
AvePV (Chicken PV

100lurkey PV bat AAV
bovine PV

42,
BocaPV
%humw bocavirus 3
EryihroPV canine MV AAV5

bovine AAV

avian AAV
California sealion AAV

chipmunk PV

human PV B19-Au

rhesus macaque PV
Eidolon helvum PV
human PV 4 G1
bovine hokovirus 1
bovine PV 2
porcine PV 4

snake AAV
100 bearded dragon PV

snake AAV

pyamy chameleon PV
corn snake PV

bat AAV
bearded dragon PV

100 Lbovine AAV

0.2

0.5
2. abra A teljes Rep (570 aa, maximum likelihood, RtREV+I+G+F, 0=1.29, pinv=0.03) (A) és assembly-activating
protein (212 aa, maximum likelihood, HIVb+G+F, a=0.95) (B) alapjan szamitott térzsfa-rekonstrukciok. A diapsida
fajok dependoparvovirusai félkévérrel, mig az altalunk kimutatott virusok alahuzassal jeldltek. Mindkét fa
monofiletikusnak mutatja a pikkelyes hillék dependoparvovirusait, &m nem figyelheté meg a diapsidak
dependoparvovirusainak monofiletikussaga. (AAV — adeno-asszocialt virus, PV — parvovirus)
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Megbeszélés

A hillék DNS-virusainak diverzitasat tikrozi, hogy 314 elhullott allat mintajabol hét,
eddig ismeretlen virust mutattunk ki és 3 U0 hilléfajjal bbvitettik két ismert virus
gazdaspektrumat. Emellett el6szor igazoltuk molekularis adatokkal, hogy PV-ok is el6fordulnak
gyikokban. A konzervacidos programok egyik fontos teriletét képvisel6 &llatcsoportban, a
kétéltlekben is kimutattunk egy Uj AdV-t, melynek, mint koérokozonak, akar komoly

kornyezetvédelmi jelentésége is lehet.

Adenovirusok

Eredményeim alapjan arra kdévetkeztethetiink, hogy mind a szakallas agamakban,
mind a térpekaméleonokban a fert6zés nem ujkeletli. Erre abbdl kovetkeztethetiink, hogy
mindkét virusnak szamos genotipus variansa létezik. A szakallas agamakban ez as szinten is
manifesztalédik, igy feltételezziikk, hogy a PCAdV-hoz képest ennek a virusnak tobb id6 allt
rendelkezésére a szegregaciohoz. Ehhez jarulhat még hozza az a tény, hogy a szakallas
agamak kereskedelme sokkal nagyobb mértéki, és hosszabb ideje folyik, mint a
térpekaméleonoké. A kiildnb6z6 eredetli — és emiatt a korokozok kiildnb6zd valtozatait hordozo
— egyedek nem korlltekintd kezelése melegagya lehet az uj, gyakran patogénebb tipusok
kialakulasanak. Ezzel ellentétben a kigydk — egy evoluciosan jéval fiatalabb csoport — AdV-ai
képesek atlépni a faji barriert. Ennek feltehet6é okai kzott szerepel a gazdafajok gyors adaptiv
radiacidja, ami elsésorban a morfologiai tulajdonsagokat érintette, és kevésbé befolyasolta a
kigyok immunrendszerét.

A két LAdV izolatum teljes genom elemzésén kivil most el6szor nyertink ki
jelentésebb genomszakaszokat nem izolalt kétéltl- és hull6-eredetl AdV-okbdl. Ennek soran a
pVIlI és pX teljes génjének felersitését szolgald primerpar bizonyult a legsikeresebbnek. A
p32K gén jelenlétét elészor sikeriilt kimutatni és elemezni két Gj, nem izolalt gyik-AdV-ban. Ugy
tlnik, hogy a fehérje eltéré evollcios utat jart be hillé- és nem-hillé atadenovirusokban, amit a
torzsfa-rekonstrukcié eredménye is alatamaszt. Biztosra vessziik, hogy a gén jelen van a tobbi
atadenovirusban is, melyekkel munkam soran foglalkoztam, am rendkivul variabilis
szekvencidja miatt univerzalis PCR rendszer tervezése nehézségekbe (itkdzik.

PhD munkam kezdetekor t6bbé-kevésbé elfogadott ténynek szamitott, hogy az
Atadenovirus nemzetség Squamata eredet(i, annak ellenére, hogy tagjai kérédzéket, madarakat
és egy erszényest is fertéznek. Eredményeim megeré@sitették ezt a feltételezést. Minden,
pikkelyes hullébdl eddig kimutatott AdV atadenovirusnak bizonyult. A G+C tartalom nemcsak a
telies genomra, de a rdvidebb szakaszokra vetitve is kiegyensulyozott az Osszes altalunk

vizsgalt hill6-AdV-ban, akarcsak a tobbi eddig leirt pikkelyes hill6-atadenovirus esetében.
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Valészinlsithetd, hogy a nem-hlll6 gazdafajokbdl szarmazéd atadenovirusok genomjanak
kiugréan magas A+T aranya az Uj gazdakhoz valo adaptacié eredménye. Elméletiinket
alatamasztjak a torzsfa-rekonstrukciok is; ugy tlnik a jelenlegi legésibb atadenovirus a GLAdV.
A gyikokbdl és kigyokbol kimutatott AdV-ok bizonyos tulajdonsagaik alapjan a leg6sibb
atadenovirusoknak latszanak. Példaul, a hosszu ITR-ek mintha fokozatos degradacion esnének
at a feltételezet gazdavaltasokat kévetéen. Ezzel szemben az RH gének szama az 6&sibb
allapotban kevés (azaz egy), és az U gazdakban, valoészinlleg az adaptacio
kovetkezményeként duplikalédik, illetve multiplikalodik.

Eredményeink ravilagitanak arra is, hogy az atadenovirusok sokkal valtozatosabbak,
mint eddig gondoltuk. Ennek példaja a splicing jelenlétének kimutatdasa harom atadenovirus
IVa2 génjében is. A LAdV genomok vizsgalata soran 5 olyan ORF-et talaltunk, melyek
fajspecifikusak, és funkcidjukat legjobb esetben is csak sejteni tudjuk. A két virus egy fajba
sorolhatonak tekinthetd, am még e két tipus jobb genomvége is jelentésen kuldnbozik
egymastol. A két fiber gén jelenlétére a LAdV-okban jelenleg nincs elfogadhaté magyarazat.
Biztos azonban, hogy parhuzamos evolucié eredményeként egymassal kozeli k6zés 6s6n nem
0sztozd AdV csoportoknal is tdbbszor megjelent a két fiber. A két fiber nyilvanvaléan szélesiti
az adott virus gazdaspektrumat. Ezt megerésiti, hogy a LAdV-2-t térpe szakéllas agamabdl
(Pogona minor minor) is kimutattdk mar (Hyndman és Shilton, 2011). Figyelembe véve, hogy a
LAdV-ok szamos génjének (az RH-ban F-box motivum, a 105R-ben Ig domén, ORF2 C-lektin-
homoldg) szerepe az immunrendszer hatasanak kivédésével lehet kapcsolatos, az sem zarhaté
ki, hogy a virus eredetileg a térpe szakallas agamak virusa, és éppen adaptalédik a mexikoi
viperagyikhoz, mint 0j gazdafajhoz.

A FrAdV-2 az els6 kétéltliekben felismert atadenovirus. A pikkelyes hillékrél tortént
gazdavaltas lehet6ségét alatamasztja a virus filogenetikai helye mellett DNS-ének alacsony
G+C tartalma. Az atadenovirusok el6fordulasa kétéltliekben arra utal, hogy evolucidjuk soran
legalabb négy gazdavaltas térténhetett. Ugy tlinik, ezek egymastdl fiiggetlen események voltak,
mivel a nem-hillé atadenovirusok nem képeznek monofiletikus csoportot. Feltételezhetd tehat,
hogy a legkorabbi gazdavaltas a kétéltlekre tortént, és a kérédzéket érintdé mehetett végbe a
legkésdébb.
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Parvovirusok

Az altalunk Gjonnan kimutatott PV-ok megkétszerezik a hullékben munkam el6tt
ismert PV-ok szamat. Ezen felul elészér mutattuk ki minden kétséget kizaréan PV-ok jelenlétét
gyikokban. Az aségyik-alkatuak alrendjében el6szor irtuk le barmilyen virus jelenlétét.

Eredményeink alapjan ugy tlnik, hogy mind az asoégyik PV, mind a BDPV képes
onallé replikaciora, legalabbis mindkét virust kimutattuk olyan mintakban, melyekbdl nem
lehetett helper funkciot ellatni képes DNS-virust kimutatni. Amennyiben feltételezhetd, hogy a
dependoparvovirusok autondm 8so6ktél szarmaznak, akkor ez az eredmény erésen tamogatja a
diapsida eredetre vonatkozé hipotézist.

Céafolja azonban a kozOs eredetet az, hogy a teljes Rep alapjan végzett torzsfa-
rekonstrukcid a hlléket fert6z6 dependoparvovirusokat hozza ki a legbazalisabbnak a
nemzetségben. A pikkelyes hillé-eredetli dependoparvovirusok egy monofiletikus csoportot
képeznek az AAP as szekvenciaja alapjan készilt térzsfan is. Egy madar dependoparvovirus,
az AAAV, azonban az emlésok dependoparvovirusaival kerlil k6zds monofiletikus csoportba. A
cap alapjan készilt fa sem tamogatja az &6sszes diapsida-eredeti dependoparvovirus
monofiletikussagat. Eredményeink alapjan valdszinlibbnek tiinik a Dependoparvovirus

nemzetség Squamata eredete.
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Uj tudomanyos eredmények

Hét, a tudomany szamara Uj hillé-virust mutattunk ki. EI6sz6r mutattunk ki adenovirust
nyakorvos gyikokban (Lacertidae), és deritettlink fényt a révidfarka térpekaméleonoknak
a szakallas agamakéhoz hasonléan nagymértékii adenovirusos fert6zottségére. A négy Uj
dependoparvovirus megharomszorozza a PhD munkam kezdetekor molekularis szinten is
ismert hillé-parvovirusok szamat. A vildgon el6szér irtunk le barmilyen virust az
asogyikok alrendjének (Amphisbaenia) tagjaiban. Elsé6ként mutattunk ki minden kétséget

kizardan parvovirusos fert6zottséget gyikokban.

1973 ota el6szdr mutattunk ki adenovirust kétéltlekben. A minddssze a masodik béka-
adenovirus az Atadenovirus genus tagja. Ez egyben az els6 bizonyitéka annak, hogy az

atadenovirusok — feltételezhet6en gazdavaltas utjan — kétéltlieket is fertéznek.
Magyarorszagon vadon él6 hillében adenovirusos fertézottséget mutattunk ki.

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

Korabban semmilyen gyikokat fert6zé virus teljes genomszekvenciaja nem volt ismert.

El8szor mutattuk ki két fiber gén és Ig doménnel rendelkezé fehérjék génjének jelenlétét
atadenovirusokban, valamint (C tipusu) lektin génekkel homolég ORF-et
adenovirusokban. Korabban csak pox- és asfarvirusokban talaltak ilyen géneket. Az
egész Adenoviridae csaladban egyedulallé struktira, nevezetesen harom fiber

nyulvannyal rendelkezd csucsi kapszomerek (pentonbazisok) el6fordulasat fedeztunk fel.

Elsé alkalommal mutattuk ki hill6kben dependoparvovirusok jelenlétét helper virussal
valé szimultan fert6zottség nélkil. Ez arra utal, hogy a hilléket fert6z6

dependoparvovirusok is képesek autondém replikaciora.

Uj eredményeink a Dependoparvovirus genus evollcidjanak vizsgalataval kapcsolatban
az eddig feltételezett k6z6s madar-hiillé (Diapsida) eredet helyett a Squamata eredetet

valdszinUsitik.
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