OTKA K72484 téma zarojelentése
A pathogenitasért és az allati sejtek manipulalasaért felelos,

Uj adenovirus fehérjék keresése

Az adenovirusok pontos miikodésének megértéséhez alapvetden fontos genetikai allomanyuk,
azaz teljes genomszekvencidjuk megismerése, az egyes gének ¢és az altaluk kodolt fehérjék
funkcidjanak felderitése. Ezt az idealis allapotot még a human adenovirusok (HAdV-0k)
esetében sem sikeriilt elérni, az allatok adenovirusaira vonatkozéan pedig alig van adat. Sajat
kutatasaink viszont jelzik, hogy az allati AdV-ok diverzitasa sokkal nagyobb, mint azt barki
sejtette volna. Allatorvosként valljuk, hogy a virusok miikodésének megértését nagyban
segitheti az dsszehasonlitdé megkozelités, azaz az emberekben taldlt adenovirusokhoz képest
(logikailag teljesen érthetéen) sokkal nagyobb eltéréseket és valtozatossdgot mutatd allati
AdV-ok tanulmanyozasa. fgy megérthetjiik a HAdV-oknal latott jelenségeket (pl. egyes gének
nélkiilozhetdsége), strukturalis és bioldgiai tulajdonsagokat (pl. ha két, kiilonb6zo fiber fehérje
van egy virusban, akkor azoknak alternativ szerepiik lehet). Ugyanakkor a HAdV-oknal
tanulmanyozott fehérjék homologjai egy adott allati AdV-ban feltehetéen hasonld funkcioval
rendelkeznek. A sokat igér6é Gsszehasonlito vizsgalatoknak harom fontos feltétele van. 1. Meg
kellene ismerni az allati AdV-ok diverzitasanak mértékét (kb. hany vilagosan elkiiloniilé tipus
lehet egyetlen gerinces fajban, illetve mennyire fednek at a kiilonb6zd allatfajok adenovirusai,
azaz mennyire képesek atlépni a fajhatart). 2. A virustipusnal még jobban elkiiloniild virusfajok
mindegyikéb6l legalabb egy AdV teljes genomjat meg kell ismerni és értelmezni
(bioinformatikai elemzéssel megallapitani a géneket, azok kifejez6dését, beleértve a splicing
eléfordulasat). 3. Fel kell deriteni a legfontosabb evolucids és koevolicids irdnyokat, hogy
kovetkeztetni lehessen egyes fehérjék szerepére (pl. egy 0j gazdaban masként miikodhet, vagy
sziikségtelen lehet olyan fehérje, ami az eredeti gazdaban nélkiilozhetetlen). A diverzitas és
Osszehasonlito genomikai vizsgalatainkkal sokkal el6bbre jutottunk, mint terveztiik.
Ugyanakkor az egyedi fehérjék szerepének vizsgalata nehezebbnek bizonyult a varnal,
els6sorban a remélt és tervezett kiilfoldi egyiittmikodések nehézkes beindulasa miatt. Ennek
ellenére sikertilt eldre 1épniink a pathogenitasért €s az allati sejtek manipuldlasaért felelds,
elsGsorban a korai gének altal kodolt Gj AdV fehérjék keresése és a sejthez kapcsolodast
alapvetéen meghatarozo fehérje, a fiber megismerése terén, mely eredményeinket az
alabbiakban foglalom Gssze.

Svajci egyiittmikodokkel szekvenaltuk és elemeztiink a 2-es tipusu egér-adenovirus

(MAdJV-2) teljes genomjat. Mind a filogenetikai szamitasok, mind primitiv



genomszervezOodése alapjan ez a legésibb mastadenovirusnak bizonyult (Hemmi et al., 2011).
A Nemzetkozi Virusrendszertani Bizottsaghoz (ICTV) 0j faj (Murine adenovirus B)
1étesitésére tettiink javaslatot, amit el is fogadtak
(http://www.ictvonline.org/virusTaxonomy.asp?version=2012). Kézben Csehorszagban leirtak
(Klempa et al., 2009) egy 1j, harmadik egér-adenovirust (MAdV-3) is. A harom MAdV tipus

Osszehasonlitd elemzése a sejtmanipulacidért felelésnek tartott korai gének 3-as /E3/
régidjaban talalhaté gének kozott komoly kiilonbségeket tart fel. Mig a MAdAV-2-ben
azonositottuk a tobbi mastadenovirusban el6forduld 12,5K génjét, ez a MAdV-1 és 3-ban nincs
jelen. A MAdJV-2 masodik E3 génje sem kozos eredeti a MAdV-1 és -3 egyetlen (és
egymashoz hasonlo, de méretben mégis kiilonb6z6) E3 génjével (funkciojuk ismeretlen). A
masik korai régioban, az E4-ben, a MAdV-1-ben leirt ORFA—E gének koziil a B nincs meg a
MAdV-3-ban, mig MAdV-2-ben egyikkel homolég gén sem talalhaté. Az eddig csak
Csehorszagban pirokegérbél (Apodemus agrarius) izolalt MAdV-3 torzs és egy altalunk
ugyanennek a fajnak hazai példanyaiban PCR-rel kimutatott MAdV-3 ko6z6tt tovabbi jellemzo
kiilonbségeket talaltunk. A csehorszagi MAdV-3 E1B 19K génjében egyetlen pontmutacié egy
mindossze 23 aminosav hosszsagu fehérje keletkezését teszi csak lehetévé, mig a hazai
vadtorzsben ez a gén a masik két MAdV tipus azonos génjénél tapasztalt ,,normal” méretet
(174 aa) mutatta. Ez a fehérje in vitro koriilmények kozott nem nélkiilozhetetlen a virusnak,
tehat funkcidja nincs kozvetlen osszefiiggésben a replikacioval. Az E1B 19K fehérje a fert6zott
sejteket megvédi a transzformald novekedési faktor (transforming growth factor, TGFbetal)
altal indukalt, programozott sejthalaltol (apoptdzistol). Feltételezziik, hogy az ezekben a korai
génekben megfigyelt kiilonbségek feleldsek lehetnek a harom MAAV eltérd pathogenitasaért: a
MAdV-1 torzsek egyértelmien korokozok, a MAdV-2 viszont nem okoz megbetegedést, a
MAdV-3 specialis szivkarosito hatassal rendelkezik. Ezt okozhatta akar a virus megvaltozott
(hibas) sejtmanipulacioja is, hiszen az adenovirusoknal ismert jelenség, hogy bizonyos korai
gének mesterséges delécidja a pathogenitds novekedését eredményezi. A hazai vadtipust
MAdV-3 izolalasat jelenleg is probaljuk egy PCR-rel pozitivnak talalt pirokegérbél, hogy
vizsgalhassuk az E1B 19K mutaci6 hatéasat (a két virus biologiaja kozti kiilonbséget). Tovabbi
ragcsalo-adenovirusokat, koztiik egy feltételezett MAdV-4-et is talaltunk PCR segitségével. A
genomkiilonbségek és az izolatumok tovabbi 6sszehasonlitd vizsgalati lehetdségeket, valamint
génterapias kisérletekhez jo kisérleti allat modellt igérnek (Robinson et al., 2009), amelyhez
partnernek maris jelentkeztek érdeklédé holland vallalkozasok. A MAdV kutatasok soran
olyan hatékony egyiittmiikodés alakult ki a Ziirichi Egyetem kutatéival, hogy veliik €s tucatnyi,

mas eurdpai adenovirus-kutatd laboratériummal, valamint néhdny ipari partnerrel kézosen
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Egy hazai izolalast liba-AdV teljes genomjat szekvenaltuk és elemeztiik, egyuttal Gjra
értelmeztiilk és pontositottuk az Osszes eddig kozolt aviadenovirus genomszervezddést is,
melynek soran szdmos eddig le nem irt splicing meglétét ismertiik fel (Kajan et al., 2012).
Id6kozben osztrak kutatokkal (Marek et al., 2012) kezdtiink egyiittmiikodést, melynek soran
kiilonbozé baromfi-adenovirusok 0j generacids szekvenalassal nyert genomjainak elemzését
végezzilk, immar az j genom értelmezésre tamaszkodva.

Befejeztik az egyetlen ismert hal-AdV genom-szekvenalasat. Meglepé6 modon ez
hosszabb (48.395 bp), mint az dsszes eddig megismert AdV genomja, és egyetlen ismert korai
gént sem tudtunk benne azonositani. A fiber gének, méghozza négy példanyban, rendhagyd
helyen, a genom bal végén talalhatok. E gének kozos eredete kétségtelen, de annyira kicsi
kozottik a hasonlosag, hogy valosziniileg mara mar eltérd a funkciéjuk. A genom jobb végén
nagyszamu ismeretlen funkcioju, feltételezett gén talalhatd. A felismerhetd funkcidji fehérjét
kodolo gének koziil az egyik szulfotranszferaz-szer(i fehérjét kodol. Bakterialis génkifejez6
vektorba épitve a vart méretli fehérje keletkezését kimutattuk. A kifejezett fehérje feltételezett
enzimatikus hatasanak vizsgéalatdhoz megtettiik az elokésziileteket. Szulfotranszferdz géneket
virusokban eddig még nem mutattak ki.

Német kutatokkal egyiittmiikodésben elvégeztik a kozdnséges torpedenevérbol
(Pipistrellus pipistrellus) izolalt denevér-AdV-2 teljes genomjanak elemzését (Kohl et al.,
2012). Ennek lapjan feltételeztiik, hogy a Simaorrd denevérek adenovirusaibdl szarmazik a
kutya-adenovirus. Ugyanis a két virusban teljesen megegyez6 tartalmu, sajatos E3 és E4 régiok
talalhatok. Hasonld szervezddést csak az azota publikalt 1-es tipusu 16-AdV-nal latunk, am
abban hianyzik még a 12.5K gén is. A kozeli kozos evoliciods eredetet a kutya- és 16-AdV-ok
fokozott pathogenitasa is megerdsiti.

Elvégeztiik egy mexikoi viperagyikbol (Heloderma horridum) Németorszagban izolalt
AdV teljes szekvenalasat. Minden eddig szekvenalt atadenovirusban (szarmazzon az madarbol,
keérédzébdl vagy hiillokbol) az E4 34K génje két példanyban fordul eld. Mastadenovirusokban
is el6fordul két vagy akar harom homolog E4 34K gén is, pl. a sertés-AdV-5-ben (245R, 253R)
vagy a szarvasmarha-AdV-1-ben (E4 34K, ORFE, ORFD). Am ezek annyira kiilonbozoek,
hogy nem valdszinli, hogy egy viruson beliill mindegyik hasonld eredetii génnek azonos a
funkcidja. Ennek tiikrében meglepd az atadenovirus 34K homologok megdrzottsége. Példaul
mindegyik tartalmazza a jellegzetes HCHC domént. Tudott, hogy a HAdV-oknal a 34K és az
E1B 55K protein heterodimert és specialis komplexet formal (Cul5-alapa E3 ubiquitin-ligaz
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komplex) bizonyos sejtfehérjék, pl. p53, Mrell, DNS ligaz IV, integrin a3, és valdsziniileg
masok lebontasdhoz, ezaltal optimalis cellularis kdrnyezetet biztositva a virus replikaciojahoz
és a perzisztencia fenntartasahoz. Meglep6 azonban, hogy atadenovirusoknal az E1B 55K-val
homolégiat mutaté fehérje, amit e virusokban LH3-nak hivnak, bizonyitottan szerkezeti
fehérjéként (is?) funkciondl. Az a tény, hogy mindkét fehérje homoldgja eléfordul az
atadenovirusokban, mig az avi-, Si- és ichtadenovirusokban egyik sem, arra utal, hogy minden
bizonnyal ezek is heterodimert alkotnak, és a mastadenovirusoknal felismert sejtmanipulacios
hatast kifejtik. A mexikoi viperagyik adenovirusanak genomjaban, annak jobb végén, ot, 1j,
teljesen ismeretlen funkcidji gént taldltunk, valamint néhany olyat, amely mas
atadenovirusokban (pl. kigy6-AdV-1-ben és bovin atadenovirusokban) is eléfordul.

Sikerrel befejeztiik a molekularisan nem jellemzett, de kiilonb6z6 szerotipusnak elfogadott
6vilagi, nem-emberszabasu majom-adenovirusok (SAdV-1-t61 SAdV-20-ig) 6sszehasonlito
molekularis és filogenetikai elemzését virusfajokba vald sorolasuk céljabol. Ezt négy génjiik
(IVa2, DNS polimerdz, penton-bazis ¢és hexon) részleges szekvenaldsaval, és a kapott
szekvenciak filogenetikai analizisével végeztiik. Besorolasukra 6t 0 faj felallitasat javasoljuk
(SAdV-B-t61 SAdV-F-ig, miutan a SAdV-A fajt mar korabban elfogadtattuk). A fajok
elkiilonitéséhez alkalmas jegyek kozott van a fiber-gének szama (1 vagy 2), a genom G+C
%-a, az E3 CRlalfa és béta fehérjék esetleges fizigja, a hemagglutinacios tulajdonsagok, a
replikaciot biztosito sejttenyészetek. Az azonositott 0j fajok képviseldi koziil a SAdV-13 tiinik
a legérdekesebbnek, mely onalloan képvisel uj fajt. Gyakorlatilag minden féemlés-AdV E3
régidjaban van RID-alfa és RID-béta gén. A RID (,,receptor internalization and degradation”)
proteinek neve arra a tulajdonsagukra utal, hogy (egymassal komplexet képezve) eldsegitik
szamos sejtreceptor lebontasat a HAdV-ok esetében. Az a tény, hogy mindketté megtalalhato a
SAdV-13 genomjaban, hatarozottan hasonld komplex képzési tulajdonsagra és funkciora utal
ebben a nem-emberszabasi majom-AdV-ban is. Ugyanakkor az emberszabasi majmok
adenovirusaira jellemz6 E3 19K gén hianyzik a SAdV-13-bdl (és a tobbi nem-emberszabasu
majom-AdV-bol). Az E3 CR1-béta proteint (ami a SAdV-13 genomjaban is jelen van)
eredetileg ,,halalfehérjének” nevezték, mivel a sejt manipuldlasat tgy végzi, hogy megfelelden
id6zitett apoptozist idéz elé az érett virionok sejtbdl vald kiszabadulasat elésegitendd. A
SAdV-13 penton-bazis fehérjéjébol viszont hianyzik az RGD motivum, amely a fiber
kapcsolddasa utan a sejt integrinjeihez kotddve a virus internalizaciot elinditja. A HAdV-40 és
-41 kivételével (melyekben mutalt motivum taldlhatd) minden féemlds adenovirusdban van
RGD motivum. A SAdV-13 mellett viszont az 6sszes nem-féemlds allat adenovirusabdl is

hianyzik. Feltételezziik, hogy a SAdV-13 sejtbe jutdsat mas receptorok segitik. Hosszabb
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genomszakaszokon szekvenaltunk egy altalunk talalt ujvilagi majom-adenovirust is, mely a
vartnak megfeleléen Gsibbnek tlinik minden 6vilagi majom-adenovirusnal (beleértve a HAdV-
okat).

A Human adenovirus D virusfaj egyes tipusai jarvanyos keratoconjunctivitist képesek
okozni, de ezek kozott korabban a HAdV-22 nem szerepelt. A Japanban és Németorszagban
jarvanyokbol izolalt HAdV-22 genomjanak kozelebbi tanulmanyozasaval kideriilt, hogy e
virusnak csupan egy révid szakasza, a szerologiai valaszért felelos hexont kodold rész azonos a
HAdV-22 szekvenciajaval, mig genomjanak tobbi része meglepéen sok mas HAdV-D-be
tartozo szerotipusbol ,,rakddott Ossze”. Részt vettiink az Amerikai Légierd virologusai altal
végzett teljes genom-analizisben. A kot6hartya szoveteihez valod kapcsolodasi képességért a
fiber felelds (mig az antigenitasért a hexon loop 1 és 2 régidi). A homoldg rekombinacié
lehetdség a virus szamara, hogy egy adott kornyezetben elkeriilje a szervezet védekezését, €s 1j
sejt-tropizmus és virulencia-tipus révén hatékonyabban terjedjen. E virus rekombinans (HAdV-
53) meginditotta a széleskor rekombinans keresést (Walsh et al., 2009).

A HAdV-36-ot tobben Osszefliggésbe hoztak jarvanyszeriien terjedé koros elhizassal.
Amerikai egyiittmiikddésben genom-szintli elemzését elvégeztiik, de sajnos nem talaltunk
olyan jellegzetes eltérést akar az E3 vagy az E4 régioban, melyre bioinformatikai
modszerekkel vissza lehetett volna vezetni az elhizasra valo hajlamot (Arnold et al., 2010).

Tovabbi eddig ismeretlen AdV-okat mutattunk ki eddig még sosem, vagy kevéssé vizsgalt
fajokban, tobbek kozott német kozonséges mokusban, tobb magyar denevér fajban,
papagajfélékben (Vidovszky és Boldogh, 2011; Ballmann ¢és Vidovszky, 2013). Legtobbszor
nem allt rendelkezésiinkre izolatum, ezért PCR-rel nyertiik ki a mintabol a szekvenalando
genomszakaszokat.

Kiilonféle ékszer- és doboztekndsokbol PCR segitségével uj AdV-okat mutattunk Ki.
Egyeldre csak két rovid génszakasz (a DNS-polimerazbol €s a hexonbdl) szekvenciajat sikertilt
meghataroznunk, de ezek filogenetikai elemzése az eddig ismertektdl hatarozottan elkiiloniild
leszarmazasi vonal meglétét jelzik (Doszpoly et al., 2013).

AdV-ok teljes és részleges genom-szekvenalasaval szamos olyan, eddig ismeretlen gént
azonositottunk, amelyek altal kodolt, feltételezett fehérjék szerepét érdemes tovabb vizsgalni.
A gének PCR segitségével felsokszorozhatok, kifejezé vektorba klonozhatok tovabbi célzott
funkcionalis vizsgalatokra. Megkezdtiik nyolc ismeretlen funkcioji AdV fehérje funkcionalis
vizsgalatat. A pulyka-AdV-1 ORFS, az egér-AdV-2 E3 ORF1 és a hal-AdV-bdl 6 feltételezett
gént lentivirus-alapt kifejezé vektorba klonozva kiildtiik el egy erre specializalédott amerikai

laboratoriumba esetleges apoptdzist okozd vagy gatld hatasuk vizsgalatdra. E fehérjék
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felelések lehetnek a programozott sejthaldl eldidézésében vagy késleltetésében. (A virusnak
mindkettére szliksége van, eldszor gatolja az apoptdzist, hogy igy akadalyozza a szervezetet a
fert6zott sejt eliminacidjaban, majd a virus-replikacio késobbi fazisaban mar sziiksége van a
sejt hatékony pusztulasara, hogy nagy mennyiségben és konnyen tudjon kiszabadulni.) Az
atfogd szlirési munka keretében a human gydgyaszatban esetleg alkalmazhato, 0 tipusu
sejtmanipulald fehérjéket is keresnek. Ezen atfogd (,,pan viral proteome”) munkak azonban
egyeldre bizonytalanabbul adjak a valaszokat, mint reméltiik.

Bakterialis kifejez6 vektorba iiltettik a pulyka-AdV-3 fiber génjének kiilonb6z6
mértékben deletalt szakaszait (a feji részt kodolo szakaszt mindig meghagyva). A legrovidebb
beiiltetett génszakasszal kristalyosithatd mennyiségii fehérjét tudtak spanyol egyiittmiikoddink
termeltetni és sikeriilt a fiberfej rontgenkrisztallografias szerkezeti meghatarozasa is. Mivel az
AdV fertdzés elsd 1épése a fiber feji részének a sejtekhez vald kapcsolddasa, a kiillonbozo
virusok fiber-szerkezetének pontos meghatarozasa segiteni fog a kiilonb6z6 genusokhoz
tartozo allati AdV-ok kozotti pathogenitasi kiilonbségek jobb megértésében (pl. hogy milyen
tipust sejtreceptorokhoz képesek kotddni). Kiilondsen fontos ez azoknak az altalunk is
tanulmanyozott AdV-oknak az esetében, amelyek két fiber-génnel vagy fehérjével
rendelkeznek. Ezért mas nemzetségekhez tartozo AdV-ok fiber-génjeit is klonoztuk bakterialis
kifejez6 vektorba struktira meghatarozéashoz.

Mint lathatd, a palyazati tdmogatassal végzett munkdink szdmos eredményt hoztak és
tovabbi kutatési iranyokat vetettek fel, amelyeken tovabb dolgozunk, és a még le nem kozolt
eredményeket igyeksziink minél elébb publikalni.

A kutatadsokban tobb szakdolgoz6 is részt vett, majd diplomaja megszerzése utén,
szerzOdés-modositassal kutatoként is csatlakozott e témahoz (Ballmann Monika, dr. Papp
Tibor és Pénzes Judit).

A palyazati tervben Osszesen legalabb 6t darab impakt faktoros kézlemény megirasat
vallaltuk. Eddig 8 cikk jelent meg e munkdinkbdl, a kilencedikben kisebb atdolgozast kértek
(Osszesitett IF: 27,894). Az adenovirusokra vonatkozd ismereteket Osszefoglalo jellegii
konyvfejezetekben is publikaltuk (Davison és Harrach, 2011; Harrach és Kajan, 2011; Harrach
etal., 2011).

Az OTKA tamogatast megkoszonve tisztelettel kérem jelentésem szives elfogadasat.

Harrach Balazs
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