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1. fejezet

Tézisek

1.1. Bevezetés és célkitiizések

Az 1950-es években felfedezett adenovirusok a gerincesek kutatési szem-
pontbol egyik legjelent&sebb csoportjat alkotjak. Attol a megfligveléstol kezdve,
hogy emberi adenovirusok wjsziilot ragesalokba oltva azokban tumorokat in-
dukéalhatnak, a molekularis biologiai kutatasok homlokterébe keriiltek mint
a tumorképzdés modellezésére alkalmasnak 1atsz6 objektumok. A rajtuk ki-
fejlesztett vizsgélati eljarasok jelentGs része napjainkig hasznalatos. Amllett,
hogy az adenovirusok transzkripciés folyvamatainak kutatasa vezettek el az
RNS-érési folvamatok felfedezéséhez, a DNS-replikacio és a virusrészecskék
Osszeépiiléséi mechanizmusainak kutatésa terén is modell szerepet toltottek
be. Az utébbi évtizedekben pedig a sejtélettani folyvamatokat, és az immun-
rendszert modulald hatésaik kutatasara helyez6dott at a hangsuly. A vizs-
galatok egy mésik vonulata az adenovirusoknak mint potencialis génterapiis
vektoroknak a felhasznalasara iranyult, de késziiltek kutatasban hasznala-
tos expresszios vektorok is adenovirus alapra. Az adenovirusok kutatasaval
foglalkozo irodalom ma mar kényvtarnyi méreteket ér el.

Ennek ismeretében meglepd, hogy mindezen ismeret kevés kivételtsl elte-
kintve minddssze néhany adenovirus torzson végzett kutatis eredménye, s6t
messze a legtobb vizsgilatot két kozel rokon emberi virustorzson a HAAV-2-n
és HAAV-5-6n. végezték. A DNS szekvenélas elterjedéséig az 4llati adenovi-
rusokndl az esetlefrason til tobbnyire megelégedtek a szerologiai jellemzéssel,
vagy 4j gazdafaj esetén elektronmikroszképos azonositéssal. Annak ellenére,
hogy az 1970-es évek 6ta ismertek azok az adenovirus t‘pusok, amelyeknek
az adott, két nemzetségbdl (Aviadenovirus Mastadenovirus) all6 rendszerbe
jellemz6ik alapjan nem sorolhatok be, kell6 mennyiségi molekularis adat
hidnyaban a rendszer megvaltoztatasara a kozelmultig nem nyilt lehetGség.



Ahogy a tomeges DNS-szekvenélas a nyolevanas évek vége felé elterjedt, egyre
tobb szekvenciarészlet valt ismertté, illetve egy sor virus teljes genomszekven-
cidjat is meghataroztak. mig az els6 humén adenovirus genomszekvenalasat
(HAAV-2) 1986-ban, az els ,atipikus mastadenovirusét (OAV287) és az elsd
aviadenovirusét” (FAdV-1) csak 1996-ban, az elsd ,atipikus aviadenovirusét”
(TAAV-3) 1998-han fejezték be, az elsd tipikus allati mastadenovirusét pedig
(CAdV-1) 1997-ben. Jelenleg 21 adenovirus teljes DNS—szekvencidja ismert.

Az 4j adatok alapjan a régi rendszer megvéltoztatasara tett kordbbi javas-
latokat ma mar a genomszerkezetekben és génszekvencidkban fellelhetd elté-
résekre valo hivatkozéssal is ala lehet tAmasztani. Az 4j javaslat szerint, mely-
nek kidolgozasidban laboratériumunknak is fontos szerepe volt, négy nemzet-
séget kiilonboztetiink meg. A két meglévs nemzetséghdl azokat a virusokat,
amelyek nem rendelkeznek E1A génnel a mastadenovirusoknél megtaladlhato
E3 régioval, V és IX génekkel, de megtaldlhato benniik az tn. p32K szer-
kezeti fehérjét kodold gén homoldgja, Atadenovirus néven Gj nemzetséghe
soroljuk. A negvedik nemzetségbe egy, a leopardbékabol izolalt adenovirus,
a FrAdV-1 és az ezzel meglepd modon kozeli rokonsadgot mutato, pulykabol
izolalt TAdV-3 virus tartoznak.

Az 1j rendszer kidolgozasanal laboratoriumunknak torténeti okok miatt
az Atadenovirus nemzetség leirdsdban volt igen fontos szerepe. A Rus szar-
vasmarha izoldtum genomjanak szekvenélasaval célunk egyvrészt az volt, hogy
a javasolt Uj nemzetség egy Gjabb képviselGjérsl gydjtott informécidokkal bi-
zonyitsuk, hogy e nemzetség leirt jellemzdi ezen a rendszertani egységen beliil
altalanosak, mésrészt az Gjabb adatokkal bévitsiik az adenovirusok torzsfej-
l6désének vizsgalatdhoz sziikséges adatbézist. Harmadrészt szandékunkban
all az atadenovirusok génkifejez6désének vizsgilata, amihez sziikséges volt a
kivalasztott modell szekvencia szintd ismeretére.

1.2. Mo6dszerek

1.2.1. Molekularis és mikrobiolégiai technikak
Virus-DNS tisztitasa

A Moszkvai Mezdgazdasagi Akadémiarol kapott ,,Rus” nevi szarvasmarha
adenovirus torzset 10% foetalis borju savot tartalmazdé MEM? tapoldatban
novesztett, primer borja here szévettenyészeten szaporitottuk.

*modified Eagles medium



A virus részecskék tisztitasa a sejtkarosito hatés (CPE) maximumakor , a
sejttenyészet haromszori fagvasztasa—olvasztasa és a sejttormelék centrifuga-
lassal valo eltavolitasa utan ultracentrifugilassal tortént. A DNS-t proteinaz
K enzimmel torténd emésztést és fenolos extrakcidt kovetGen etil-alkohollal
csaptuk ki.”

PCR reakciok

A polimeraz lancreakciok koriilményei megegveztek az enzimek gvarto-
inak lefrasaval. (A tapadasi homérsékletek 2-4°C-kal a primerek olvadés-
pontja alatt voltak. A szekvenalishoz sokszorozott fragmentumok esetében
a Taq polimeraz altal okozott esetleges mésolasi hibakat 4 fiiggetlen reakcio
termékének Osszekeverésével kiiszoboltiik ki.

Molekularis klonozas

A virus-DNS fragmentumok klénozasahoz pBluescript SK és KS ,Phagemid”-
eket? hasznaltunk. A restrikcios enzimekkel torténd emésztésekhez a gyartok
altal javasolt mennyiségeket és elGirt puffereket hasznaltuk.

A restrikeids enzimek hatastalanitasa eleinte fenol-kloroformos extrakei-

oval tortént, amit alkoholos kicsapas kovetett. KésGbb attértiink a QBIO-
GENE altal forgalmazott ,Miniprep Express Matrix 7" hasznilatara.

1.2.2. Szamitégépes analizis
Homolégidk keresése

Homologidk keresésére altalaban az NCBI Blast adatbazis-keres6 szol-
galtatasat és az intézeti szerveren sajat adatbazisokkal szemben fut6 blast2
programot vettiik igénybe. Hasonlé célra hasznaltuk a JMEME" P rendszer
SMAST” ¢ szolgaltatasat is, a ,Fred Hutchinson Cancer Research Center”
,Block Maker”® altal képezett ,homologia blokkok” segitségével.

A fehérjék altalanos tulajdonsigainak vizsgéalatara a PredictProtein szer-
veren © elérhets programokat hasznaltuk.

bMultiple EM for Motif Elicitation

“Motif Alignment & Search Tool http://meme.sdsc.edu/mene
dhttp://blocks.fherc.org/blocks/blockmkr/make_blocks.html
‘http://www.embl-heidelberg.de/predictprotein/predictprotein.html


http://meme.sdsc.edu/meme
http://blocks.fhere.org/blocks/blockmkr/make_blocks.html
http://www.embl-heidelberg.de/predietprotein/predietprotein.html

Illesztések

A homolog fehérjék illesztése az esetek egy részében a Clustal W program
alkalmazéasaval tortént, amihez esetenként a Clustal X! grafikus feliilet segft-
ségét vettiik igénybe®. Hasonlo célra, valamint az illesztések szerkesztésére a
Michele Clamp altal készitett ,Jalview” programot hasznaltuk ®.

Az illesztések publikalhato formajat az alscript” formazoé-program segit-
ségével hoztuk létre.

Filogenetikai szamitasok

A filogenetikai szdmitédsokhoz a PHYLIP programcsomag egyves alkalma-
zasait hasznaltuk.

1.3. Az eredmények 6sszefoglalasa

Munkéank soran meghataroztuk a Rus szarvasmarha adenovirus izolatum
szinte teljes genomjanak bazissorrendjét. A kapott szekvencidk szamitogépes
analizisével megallapitottuk a feltételezett fehérjék aminosav-szekvenciait. A
genomszerkezet és a kodolt fehérjék Osszehasonlité elemzésével bizonyitot-
tuk, hogy a Rus torzs altalanos genomszervezdése eltér a Mastadenovirus
nemzetségnél megszokottol, viszont nagyvon hasonldé a DAAV-1, OAV287 és
BAdV-4 virusoknal tapasztalthoz. Erre a virusra is jellemz6 a tobbi adeno-
virus csoporttal homolég gének viszonylagos rovidsége, a kodold szakaszok
kozotti szokatlanul kis tavolsag, az E1B és E4 régiok eltérd osszetétele, vala-
mint az E1A, V, IX gének és a mastadenovirus-szeri E3 régio hidnya.

1. Az ITR szekvencidk Osszehasonlitasabol megdllapitottuk, hogy azok
Osszetétele és hossza a javasolt nemzetségekre jellemz6 eltéréseket mu-
tat, amibdl arra kivetkeztethetiink, hogy az adenovirusok DNS-replikaciojarol
foként a HAAV-2 és HAAV-5 vizsgélata alapjan szerzett ismeretek egy
jelentSs része nem altalanosithato.

2. Az LH korai régiot elemezve megallapitottuk, hogy az polimerazzal at-
fedGen kodolt, kordbban kiilonb6z6 adenovirusoknal leirt feltételezett
fehérje valojdban ,mttermék”, az LH2 fehérje az Osszes atadenoviralis

fEz a program az ,NCBI SOFTWARE DEVELOPEMENT TOOLKIT” része
fncbi.nlm.nih.gov
hReferencia hijan az elérhet&ség: http://www.ebi.ac.uk/ michele/jalview/
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megfelelGit figvelembe véve nem 4ll leszarmazési kapcsolatban a mas-
tadenoviralis E1B 19K fehérjével, az LH3 pedig tavoli, de hatarozott
rokonsagot mutat az E1B 55K mastadenovirus fehérjével.

. Megtalaltuk a szintén csak erre a nemzetségre jellemz6 Gn. p32K pro-
tein génjét. A szekvenciahomologidk keresése soran azonositottunk egy
bakteridlis protein-csaladot, amely a p32K feltételezett funkcidjahoz
hasonlé szerepet t6lt be a bakterilis sporulacid sorén, és emellett bi-
zonyos alacsony fokd hasonlésagot mutat szekvencia-szinten is.

1. E fehérje C-terminalis konzervalt részét kodold6 DNS-szakaszra olyan,

diagnosztikai célra alkalmasnak latsz6 PCR-moédszert dolgoztunk ki,
amelvekkel a birtokunkban 1év6 kér6dzé eredet adenovirus mintak-
bol sikeriilt megsokszoroznunk a kivant DNS-darabot. A PCR termé-
kek szekvencidja alapjan az atadenovirusok kozé soroltunk két, eddig
molekularis modszerrel még nem jellemzett adenovirus izoldtumot is.
Megmutattuk, hogy a kapott szekvencidk alkalmasak a vizsgalt atade-
novirusok csoportokba rendezésére, noha ez a csoportositis nem sziik-
ségképpen esik egvbe mas géneken végzett filogenetikai céla vizsgilatok
eredményeivel.

. A hexon és a DNS-polimeraz fehérjéken végzett filogenetikai szami-
tasokkal megmutattuk, hogy az Adenoviridae csaladba tartozd viru-
sok négy, egymastol viszonylag tévol allo6 csoportot alkotnak. Az a
tény, hogy kiilonbozs fehérjék alapjan végzett ilyen iranyu vizsgilatok
eredményei a nagvobb csoportok szintjén gyakorlatilag megegveznek
a genomszerkezeti eltérések alapjan végezhets csoportositassal, alata-
masztja a viruscsalad jrafelosztasdnak sziikségességét.

. Ugvanezekbdl a vizsgalatokbol, valamint a p32K protein gén homolo-
gok C-terminélis végeinek DNS szekvencidin végzett filogenetikai sza-
mitésok alapjan megéllapitottuk azt is, hogy az altalunk vizsgalt Rus
torzs nem sorolhaté a BAdV-7 tipusba, mint azt kordbban leirtak, ha-
nem egy Uj virustipus. Eddigi vizsgalataink alapjan azt szirhetjiik le,
hogy az ismertté valt atadenovirusok koziil a BAdV—4 virussal mutatja
a legkozelebbi rokonsagot.

. Az uGgynevezett E3 régi6 mar ismert szekvencidjanak analizise soran
meghataroztuk a rajta potencidlisan kodolt harom fehérje aminosav-
sorrendjét. Az igy kapott aminosav-szekvenciakbol megallapitottuk,
hogy a vizsgélt proteinek egy, az atadenovirusokra &ltalanosan jellemzd,



fehérje-csoport képviselSi. A nukleotid- és aminosav-szekvencidk elem-
zésével megmutattuk, hogy ezek a fehérjék a genomok jobb végén le-
zajlott duplikaciok soran alakultak ki. Az elemzések alapjan felfedtiik

[P

1.4. Summary

The adenoviruses comprise one of the most important virus family of ver-
tebtates, especially from scientific point of view. They were fist reported as
distint pathogenic agents in 1953. The finding that certain human adenoviru-
ses can induce tumors in nemborn hamsters made them the modell of tumo-
rogenesis instantly. Many of the steps of their replication have been studied
as models of certain intracellular processes. The research of their transcrip-
tion regulation revealed the maturation processes of the eucariotic mRNA.
Their DNA replication, involving relatively few factors made them ideal for
the study of DNA replication in general. The protein primed DNA-synthesis
was first studied in adenovirus systems. Numerous research techniques first
applied to map the genomic localization of adenoviral mRNA have been app-
lied subsequently to many other pro- and eucaryotic systems. Transport of
proteins from the cytoplasm to the nucleus, assembly of virions and of nuc-
leic acid—protein complexes were studied in adenoviruses too. Nowaday, the
research of the interaction of adenoviral proteins with each-other and with
different transport mechanisms and life cycle regulator proteins of the host
cells are important topics of the studies on adenoviruses. Their relatively
harmless nature, easy replication and well understood replication processes
made them important candidate vectors also in gene therapy research. Due
to these promising characteristics, several differently designed generations of
adenovirus based vectors were developped in the past decades.

However, although the scientific literature dealing with adenoviruses could
fill libraries, most of the results were obtained from a few human adenovi-
ruses, mostly from HAdV-2 and HAdV-5. Concerning animal adenoviruses,
in most of the cases the researchers only serotyped the isolated strains, or
in case of new host organisms electon micrographs were often made without
further molecular studies, assuming that the virion similar to HAdVs covers
a similar genome, with the same overall characteristics. If we look up the
results of the sequencing projects, we can see, that the first complete genom
sequence of a human adenovirus (HAdV-2) was determined in 1986, and the
genome sequences of the first animal adenoviruses were published a decade
later.



With the spread of automated DNA sequencers, the situation changed
dramatically in the last 6 years. Several complete genome sequences of various
animal adenoviruses are determined year after vear, and the amount of partial
sequence data is increasing rapidly too.

However, despite the fact that the occurence of adenoviruses was obser-
ved in each vertebrate class, the official taxonomy of this virus family still
recognises only two genera, (Aviadenovirus and Mastadenovirus).

A proposal for the new classification of Adenoviridae was made recently
based on the different characteristics of the four distinct virus groups. The
new classification of the family Adenoviridae, according to the proposal, di-
vides the adenoviruses to four genera. Besides the two conventional genera
the establishment of two new genera was proposed, Atadenovirus and Sia-
denovirus. Members of genus Atadenovirus lack the E1A, V, and IX genes,
and the E3 region completely. These viruses have a characteristic structural
protein named p32K near to the left end of the genome, a putative E3 ana-
logue region on the right end of the genome and an altered E4 like section
between the fiber gene and the ,;E3” region. Candidate atadenoviruses are the
subgroup 2 bovine adenoviruses, the duck adenovirus 1 (DAdV-1) and the
ovine adenovirus isolate OAV287. The members of the genus Siadenovirus
are the turkey adenovirus 3 (TAdV-3) and the frog adenovirus 1 (FrAdV-1),
which surprisingly share a lot of important characterinstics: a sialidase-like
gene near to the left hand end of the very short (26 kilobasepairs) genome,
lack of E1A, and E3 homologues and an E4 region with one gene.

The genomic organization of Rus proved to be identical to that of OAV287
and BAdV-4, and very similar to DAdV-1. The base composition of the
28482 bp long sequence was also in the range of atadenoviruses (64.4% AT).
Comparing the inverted terminal repeat (ITR) sequences of all the examined
adenoviruses, we have concluded that the length and organization of the
ITRs are characteristically different in the four proposed genera. Thus, the
majority of the knowledge on the mode and mechanism of adenoviral DNA
replication compiled mainly by studying HAdV types 2 and 5, might not
necessarily be found universally true for animal adenoviruses, especially for
those from birds or lower vertebrates.

The analysis of the early region LH (on the left hand end of the Rus
genome) revealed that the putative protein the gene of which overlaps the
DNA polymerase gene (encoded by the complementary strand) is indeed an
artifact. Furthermore, the protein product of the LH2 gene is not phylege-
netically related to the 19K protein of the mastadenoviral E1B, while LH3
exhibits a weak but sound homology with the E1B 55K protein.

We have been able to identify the gene of p32K, a precursor protein
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uniquely found in the genome of all atadenoviruses studied so far. Attempts
to find homologous proteins in the databases by conserved motif searches
resulted in the recognition of bacterial protein group, i.e. the small acid
soluble proteins (SASPs) that is involved in packaging the DNA into the
bacterial spores. Since atadenoviruses do lack an important mastadenoviral
core protein (V), hypothesizing functional relatedness between p32K and
SAS proteins seems to be reasonable.

Degenerate oligonucleotide primers, designed on the basis of the amino
acid alignment of all known p32K sequences, were synthesized and tested in
PCR. The method seemed to be feasible for the genus specific detection of
atadenoviruses.

Distance matrix analyses performed with the hexon and protease gene se-
quences showed clustering of members of the family Adenoviridae into four,
clearly separated clusters. This separation, which corresponded to the four
different types of genomic organization found in the members of the two
conventional (Mast- and Aviadenovirus) and two proposed (At- and Siade-
novirus) genera, further supported the need of reclassification of the family.
Similar nalysis on the p32K sequences of different bovine atadenoviral se-
rotypes revealed that strain Rus is not an isolate of BAdV-7 (as thought and
published earlier), but represents a new type. From the data at hand, we
have concluded that BAdV-4 seems to be the closest relative of Rus.

We have predicted the amino acid sequence of three proteins encoded by
the putative "E3" region of Rus. Analysis of the amino acid sequences sho-
wed that these proteins are the representatives of a protein group generally
characteristic for atadenoviruses. By nucleotide analysis, we have demonstra-
ted that these genes might have been evolved by duplications or reiterations
at the right hand end of the genome. The likely temporal sequence of these
duplications was also established.



