Els Péter

Egy atadenovirus izolatum genomjanak
Osszehasonlitd elemzése

Ph.D. értekezés

TémavezetSk: dr. Benksé Maria és dr. Harrach Balazs

MTA Allatorvostudomanyi Kutatéintézete

Budapest
2002



A dolgozatban hasznalt roviditések jegyzéke

ADP - adenovirus halal (death) protein

ATF - adenovirus gazdafaktor

as — aminosav

I1 — hexon fehérje

BAdV - szarvasmarha adenovirus

bp — béazispar

CAdV - kutya adenovirus

CAR - coxsackie virus és adenovirus receptor

CELO - FAdV-1

CPE - citopatikus hatés
CTF1 - transzkripcioés faktor
DAdV-1- kacsa 1-es adenovirus
DBP - DNS-kot6 fehérje

EDS — kacsa 1-es adenovirus
EGF-R - epidermalis névekedési faktor
elk2 ~ eukaridta iniciacids faktor 2
FAdV-~ - madéar adenovirus

FrAdV- - béka adenovirus
HAdV - emberi adenovirus

ICTV - Internalional Committee on Taxonomy of Viruses
ITR — forditott végi ismétlédés

kbp - kilobéazis-pér

L — kés6i gének mRNS-einek jelzbje

LH ~ adenovirus genom bal oldali régidja

MAdV - egér adenovirus

MEM - médositott Eagle féle tdpoldat

MHC- - f6 hisztokompatibilitasi faktor

MLP - kés6i promoéter

NCBI -~ National Center for Biotechnology Information

NFI - sejtmagi (transzkripcits) faktor I
NFIII - sejtmagi (transzkripcios) faktorIII
NLS  — magi lokalizAci6s szignal

OAV287- juh adenovirus 287-es izolatum
ORF - nyilt leolvasési keret

PCR - polimeraz lancreakci6
pol — DNS-polimeraz
SASP - kismeéretii, savoldékony protein (Gram-pozitiv baktériumok)

TAdV- - pulyka adenovirus



TNF - tumor nekrbzis faktor

TP — termindlis protein
TPL  — harom részb6l all6 szekvencia a kései gének ORF-jei el6tt

VA RNS- virus-kapcsolt RNS
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1. fejezet

Irodalmi attekintés

1.1. Az adenovirus kutatas torténete

Az adenovirusokat Rowe és munkatarsai fedezték fel 1953-ban,' mikor
gyermekek miitéti titon eltavolitott manduldibél probaltak szovettenyészetet
késziteni, de azt tapasztaltéik, hogy valamiféle atvihet§ dgens az epithelia-
lis sejtek degeneraci6jat okozza. Hamarosan tovabbi huméan adenovirusokat
izolaltak kiilonboz6 1égzészervi bantalomban szenvedd betegekbdl, és mar ro-

viddel az els6 izoladlasok utan szamos szerotipust lehetett elkiiloniteni.

Bar az izolalt huméan adenovirusoknak csak mintegy harmada okoz meg-
betegedést, tobb, korabban mar lefrt betegségrél is kideriilt, hogy adenovirus-
fert6zéssel hozhatd kapcesolatba. Ezek koziil legismertebbek a jarvanyos ko-
t6hartyagyulladas? és a gyermekkori viralis eredetii hasmenéses megbetege-
dések jelents része.?

Az adenovirusok molekularis bioldgidjanak kutatdsa akkor keriilt eld-
térbe, amikor 1962-ben felfedezték, hogy bizonyos humén adenovirusok rag-
csalokba oltva tumorokat indukalnak.* A felfedezést kovets években az inten-
ziv kutatasoknak koszonhetSen az adenovirusok ,modellszervezetté” valtak
a DNS replikicid, a transzkripcié, az mRNS érési folyamatok, a polipepti-
dek sejten beliili transzportjanak és a nukleoprotein komplexek képz&désé-
nek vizsgalatdban. Szdmos azéta is hasznalt molekularis biologiai kisérleti
eljarast az adenovirus gének transzkripcidjdnak vizsgalatara dolgoztak ki. E
vizsgilatok soran fedezték fel az RNS-splicing mechanizmusat is.®

Miutén a leggyakoribb huméan adenovirusok (HAdV) génjei és azok mii-
kodése ismertté valtak, folmeriilt vektorként vald felhasznalasuk igénye vak-
cindzasi, fehérje-kifejezési és génterapias kisérletekben®7 is. Noha a kezdeti
tilz6 remények — f6ként az immunrendszer adenovirusokkal szemben meg-



nyilvanul6 igen hatékony vélasza miatt® — nem véltak valora, napjainkban
mar kereskedelmi forgalomban is kaphat6é rekombinans fehérjék elgallitasara
alkalmas, HAdV-5-6n alapul6 vektorrendszer (pl.: Qbiogen: AdenoVator).

A vizsgalatokat azonban csupin néhény jol szaporithatdé humén viruson
végezték, mig az allati eredetii adenovirusok kutatésa lényegesen lassabban
haladt. Meglep§ mdédon az els6 madar adenovirust mar 1949-ben megtalal-
tak, de tévesen egy szarvasmarha bérbetegség okozojénak vélték.® Azonosi-
tasa 1957-ben tortént ,chicken embryo lethal orphan” (CELO) néven. ' 1965
utan, mikor kideriilt réla, hogy némely huméan eredetii adenovirushoz hason-
l6an, djsziilott ragesdlokba oltva tumorokat indukalhat, egy ideig intenziv
vizsgalatok targya volt. Az elsG szarvasmarha adenovirust 1959-ben irték le
egy olyan vizsgalat keretében, ami a huméan virusok szarvasmarhdkban els-
fordulé megfelelsit célozta azonositani.!' Az 1960-as évek kizepére beteg és
latszolag egészséges szarvasmarhékbdl is izolaltak olyan adenovirus torzse-
ket, amelyeket szerologiai tulajdonsagaik, hével és gyenge savakkal szembeni
viszonylag ellenalld voltuk és rossz szaporithatdsiguk miatt Bartha 1j alcso-
portba sorolt!? . Tovabbi vizsgalatok alapjén javaslatot tettek 1j genusba
sorolasukra is, %' de ezt az ICTV?® | Adenovirus Munkacsoportja” akkor el-
utasitotta. A tojo tytkok tojastermelésének jarvanyos csokkenését vizsgalva
fedezték fel az ,egg drop syndrome” (EDS) virust, melynek a hivatalos neve
ma az egyes tipusi kacsa adenovirus, roviditése pedig DAdV-1. A DNS szek-
venalas elterjedéséig az allati adenovirusoknél az esetleirason tal t6bbnyire
megelégedtek a virusok szerologiai jellemzésével, vagy 1j gazdafajnél elekt-
ronmikroszkdpos azonositassal. Emiatt, noha akkoriban mar az sszes gerin-
ces osztalybol sikeriilt adenovirusokat azonositani, — beleértve a halakat!® és
a hiillsket is'® — megbizhat6 virusjellemzés hijan a szisztematikai feloszt4s
sokdig nem tudta kovetni a tényleges allapotot. S6t a hivatalosan elfogadott
rendszertani felosztas a mai napig nem tiikr6zi a hetvenes évek 6ta jocskan
megvaltozott ismeretanyagot.

Ahogy a tomeges DNS-szekvenilas a nyolcvanas évek vége felé elter-
jedt, egyre tobb szekvenciarészlet valt ismertté, illetve egy sor virus teljes
genomszekvenciajat is meghataroztiak. Amig az els§ human adenovirus ge-
nomszekvenélasét (HAAV-217) 1986-ban, az elsS ,atipikus mastadenovirusét
(OAV287'8) ¢s az els§ aviadenovirusét” (FAAV-1'%) csak 1996-ban, az els§
Latipikus aviadenovirusét” (TAdV-32°) 1998-ban fejezték be, az els6 tipikus
allati mastadenovirusét pedig (CAdV-12') 1997-ben. Jelenleg 21 adenovirus
teljes DNS-szekvenciija ismert.

d#NemzetkOzi Virustaxondmiai Bizottsag: International Committee on the Taxomy of
Viruses



1.2. Morfologia
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1.1. Abra. Mastadenovirus vazlatos rajza®

A képet a ,http://www.tulane.edu/~dmsander/WWW/335/Adenoviruses.html”
internet—oldalrél vettem &t.

Az adenovirusok virionjai 70-90 nm Atmérdjti, burok nélkiili, ikozaéderes
részecskek, mintegy 23% DNS-t és 77% fehérjét tartalmaznak. A kapszid csi-
csair6l egy vagy két antenna-szert, fibernek nevezett nytalvany ered, melynek
hossza szerotipust6l fiigg&en 9-77,5 nm, és a disztalis végén gomb-szerti, fiber
fejnek is nevezett képletben végzédik (1.1 abra). A szarat és gombot harom
specialis tripla 3-spiralba rendezddott polipeptid alkotja.?? A fiberek szaran
a fajra, mig a fejen az adott tipusra jellemzs antigén epitopok vannak. A kap-
szid 240 lap kapszomerbdl (hexon) és 12 csiicsi kapszomerbdl (penton) All.
Az ut6bbi fehérjének dnmagéban is toxikus hatésa van a sejtekre.?® A csticsi
kapszomereken az adott alcsoportra jellemzs epitopokat azonositottak. A he-
xonok mindegyikét harom azonos, II-es proteinnek nevezett polipeptid épiti
fel. Alapi résziikon nemzetségspecifikus, a kiilsé oldalukon pedig tipusspe-
cifikus epitopok taladlhatok. A pentonok a fibert alkoté harom polipeptidbél
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(IV), és a hozzajuk szorosan kapcsoldédd penton-alapbol allnak, melyet 6t I11-
as protein épit fel. A kapszid éleinél 2-2 I111a fehérje monomer helyezkedik el.
A VI-o0s protein a pentonok koriili hexonok alatt képez tobb polipeptidbél
allo gytriket. A VIII, a VI, a Illa és a IX fehérjék a hexonok alatt, azokkal
egyiitt egységes réteget alakitanak ki. Az V, VII, X szadmu fehérjék, valamint
a terminalis fehérje (TP) a DNS-hez kotddve alkotjik a magszerkezetet.®

1.3. Virusszaporodas

Az alabbi részben a mastadenovirusokra altalanosan jellemzének tartott
mechanizmusokat tekintem 4t réviden, mivel a human adenovirusokon vég-
zett molekularis bioldgiai vizsgalatok folytan errél a csoportol pontos ismere-
teink vannak. Az adenovirusok altalaban sziik gazdaspektrummal rendelkezé
virusok, az eredeti gazdarol méas fajra valé atviteliik ritkan kovetkezik be,
amint azt a BAdV-2?%%5 esetében leirtak. Az adenovirus a fiber ,,gomb’™-
szerli részével tapad meg a sejtreceptoron. Ez a részletesen vizsgélt emberi
adenovirusok esetében a ‘ coxsackie virus és adenovirus receptor” (CAR).
(Ennek a folyamatnak szerepe van a virélis proteaz aktivalasaban.?®) Ezutén
a penton-alap és a sejt integrinjeinek kapcsolodasa elGsegiti az endoszoméakba
keriilést, és a virus a normadlis endocitotikus utat kovetve bejut a sejtbe. A
fiberek ekkor valnak le.?” A kapszid ezutén fokozatosan fellazul, és késsbb,
méar a citoszolban, szétesik.?® Ebben a folyamatban fontos szerepe van az
endoszomas pH cstkkenésének, ami a viralis proteaz aktivalédasanak masik
kivalto oka. A kapszidban 1év6é protedz hasitja a hexonokat a virusmaghoz
(core) kapcsolé VI-os proteint, az endoszémas protedzok pedig részlegesen
hasftjak a kapszid kiilsG fehérjéit. Ez a folyamat lazitja fel a kapszidot, ami
kijut a citoplazmaba, ahol levalnak a Illa, VIII és IX fehérjék. Amikor a
virus eléri a sejtmag-membrant, a virusmag, melyet a DNS, a VII, a p és
a lazébban kapcsol6dd V-6s fehérje alkot, eddig ismeretlen médon kikeriil a
citoplazméba. Innen valdszintileg az V fehérje segitségével a citoszkeleton-
hoz kapcsol6doé transzportrendszerhez kotédve jut be a magba.? Az itt zajlo
struktiiralis valtozasokrél keveset tudunk, de annyi bizonyos, hogy a virust
alkot6 fehérjék pl. a DNS-k6ts fehérje (DBP€), IVa2, V eloszlasa jellegzetes
valtozésokon megy keresztiil.30:31:32

A HAdV-2 virus transzkripciéja kilenc promoter felhasznélasaval zajlik,
ezek koziil egyetlen promoterrdl atir6dd mRNS nem szerkesztett, a pIX-é. Az
Osszes tObbi tobb exonbdl épiil fel, és a IVa2 kivételével mindegyikrdl tobbféle
mRNS képzddik.

°DNA binding protein
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A korai gének kifejezGdése az E1A és E4 fehérjék expresszidjéval kezds-
dik. Ezeket ,immediate early” géneknek is hivjak, szerepiik tobbek kozott a
tobbi korai gén aktivalasa, és bizonyos sejtélettani folyamatok szabalyozésa.
8 A korai gének kozé tartoznak a f6ként az immunrendszert modulal6 fehér-
jéket kddolo gének az E3 régiéban, és a DNS replikilasaért felelés harom
virusfehérje: a DNS-polimeraz (pol),a DBP, és a terminélis protein (TP)
is, melyek az E2 régié termékei. A korai gének atirdsa tobb promoterrsl
folyik, ezek szdma és elhelyezkedése nemzetségenként kiilonbozs. Az E3 gé-
nek altal kddolt fehérjék kozé igen kiilonbozs hatasa fehérjék tartoznak. Az
atirt fehérjék funkci6 szempontjabol is csak részben ismertek.?® A Gpl9K
a leggyakoribb korai fehérje,?* az endoplazmatikus retikulum membranjiba
ékel6dve az MHC-1 fehérjékhez kitédik,? és akadalyozza azok transzport-
jat a sejtmembranba.3® A 14.7K protein a TNF-on keresztiil akaddlyozza a
sejtlizist.?” A 10.4K protein az EGF-R® bontasanak gyorsitdsaval serkenti a
sejtanyageserét.?® Az E3-11.6K protein, melyet ADPf-nek is neveznek,3® egy
transzmembran glikoprotein, mely a sejt lizisében jatszik fontos szerepet.

Az EA fehérjék koziil az ORF3-rél és ORF4-r6l kifejez6d§ fehérjék vala-
melyikének megléte®40 nélkiilozhetetlen a virusok sejttenyészeten valo sza-
porithatosagahoz.

A humén adenovirusokra jellemz§, altaluk termelt VA RNS egy kinézhoz
kot6dik, ezzel megakadalyozza a transzlacié inditdsaban kulcsszerepet jatszo
elFF2 foszforilalasat, ami igy nem képes a fehérjeszintézis leallitasara. ' Ké-

o .,

s6bb pedig a riboszomdakhoz két8dve segiti a viralis fehérjék transzlacidjat.
42

A DNS replikicié megindulasatol szamitjuk a késéi szakaszt, melyben a
virus struktir-fehérjéinek szintézise és a virusrészecskék Osszeépiilése torté-
nik. Ekkorra az E1B 55K protein az E4 régi6 fehérjéivel leallitja a sejteredeti
mRNS-ek transzportjat a citoplazmaba.?® Az E1B 55K-E4 Orf6 komplex
megkezdi a virus eredetti mRNS-ek citoplazmaba szallitasat,*® kozben az
mRNS-ek splicingjanak mintizata — részben szintén az E4 proteinek haté-
sara is — valtozasokon megy keresztiil. A replikiacidhoz a virusfehérjéken kiviil
még két gazda-faktor is sziikséges: az egyik egy topoizomeraz,** a masik egy
transzkripcios faktor (CTF1).%® A DNS szintézise mindkét szélon folyamato-
san zajlik, igy tehat az egyik szl mindaddig replikaciosan inaktiv és DBP-vel
boritott, amig a mésik szal mellett foly6 szintézis teljesen fel nem szabaditja
6 azt.

A kései gének mindegyike egyetlen promoterrsl, a késéi {6 promoterrsl

dtumor necrosis factor
®epidermal growth factor
f Adenovirus death protein

12



(MLP)# irodik at. A transzkriptumok terminalasa azonban kiilonb6z6 helyek-
nél torténik. Az érett mRNS-ek alternativ splicing folyamatok soran jénnek
létre. Kozos jellemzbjiik a TPLY régi6, ami harom révid, nem transzlalt exon
Osszeépiilésével all el§. A kodolo szakasz elhelyezkedése és terminécibja alap-
jan Li—Ls nevi{i csoportokba osztott mRNS-ekrsl képzédnek a késéi fehérjék.
A TVa2 fehérje az MLP aktivilasaban jatszik szerepet.

A virusrészecskék érésében kulcsszerepet jatszik a viralis protedz, mely e
viruscsaladon beliil er§sen megérzétt cisztein—protedz. Szerepe a fent targyal-
takon kiviil az, hogy egy sor, prekurzor forméaban kifejez6d6 struktirfehérjét
specifikus hasitassal alakit aktiv formava, hiAnyaban a keletkez§ virusrészecs-
kék nem fert&zGképesek.

1.4. Taxondémia

Az ICTV els6 publikdcitjaban®’ az adenovirusok még nemzetség szintjén
szerepeltek, de 1975-ben az egységet mar csalad szinten kiilonitették el, amely
a Mastadenovirus, és Aviadenovirus nemzetségb6l allt. Akkoriban a nemzet-
ség alatti szinten a rendszertani besorolds a szerologiai vizsgalatok alapjan
nyugodott. A két nemzetség elkiilonitése a gazdadllatok alapjén tortént, amit
alatamasztott, hogy a két nemzetségre egyarant jellemz8 antigént nem sike-
riilt kimutatni. Figyelembe vették ezen kiviil az eltérd biofizikai, biologiai és
biokémiai jellemzsket is (példéul az aviadenovirusok viszonylag magasabb
DNS- és alacsonyabb fehérjetartalmat). '3

A faj fogalmanak — ami akkoriban megegyezett a szerotipussal — defini-
alasa is ,immunolodgiai kiilonbozGség” alapjén tortént, amint azt az ICTV
masodik adenovirus jelentésében meghataroztak*®: az egy fajba tartozé viru-
sok nem mutatnak neutralizicits keresztreakciot mas fajokkal, vagy ha igen,
akkor a homolég-heterolég titer ardny 16-nal nagyobb mindkét irdnyban.
Abban az esetben, ha ez 8 és 16 kozé esik, kiilon fajrél csak akkor beszélhe-
tiink, ha a hemagglutininek eltéréek (azaz a hemagglutinicio-neutralizicios
keresztreakcié negativ), vagy a DNS alapvets biofizikai, biokémiai sajatos-
sagokban kiilonbozik. Ez a besorolas tobb felmeriil§ problémat nehezen tud
kezelni.

e A szerologiai alapon felallitott alcsoportokon beliil szamos virus mutat
keresztreakciot tipusspecifikus probakban.

Smajor late promoter
hiripatite leader sequence
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Régdta ismert, hogy az azonos alcsoportban 1év6 virusok kézotti gyakori
rekombinécié miatt — ha az a hexon és a fiber gének kozott kovetkezik
be — a szérum-neutralizaciés és a hemagglutindcié-inhibiciés prébak
eltérs tipust jeleznek.*?

Kideriilt, hogy rekombinécié nemzetség szinten kiilonbozé virusok ko-
zott is bekdvetkezhet, amire a példat éppen egy atadenovirus és mas-
tadenovirus fiber-génjeinek rekombinéci6ja szolgaltatta.®0

Az epitopok, amelyek alapjan a felosztés tortént, a szerkezeti fehérjék
kis, tobbnyire feliileti részletei csupén, tehat a teljes virusr6l — bar
annak azonositasara tobbnyire alkalmasak — csak minimalis informéaci6t
hordoznak.

A virusok rendszerének filogenetikai alapokra helyezéséhez, mivel a
szarmazasi viszonyokroél szinte semmi informéciét nem nyijt, teljesen
alkalmatlan ez a felosztéas.

E probléméak miatt nehéz volt alatdmasztani barmiféle rendszertani val-
toztatas megalapozottsagat a vizsgalati modszerek valtoztatésa és a faj de-
finici6janak megvaltoztatasa nélkiil. Az ICTV hetedik jelentésében® mar 1j
species definici6 jelenik meg, melyben a hangsily a virus DNS jellemzéinek
vizsgalatara helyez6dik 4t. Ezzel lehetévé valik az adenovirusok csaladjanak
filogenetikai alapon val6 felosztésa. A faj szerinti besorolas az alabbiak koziil
legalabb két jellemz§ figyelembe vételén alapul:

megfelel§en szdmitott filogenetikai tavolsag, aminek a proteaz, a pVIII,
a hexon és a DNS-polimeraz aminosav-sorrendek ,distance matrix” ana-
lizisén kell alapulnia,

DNS hibridizacio,

restrikcios enzim fragmentum mintazat (fizikai térkép),
a genom szézalékos GC tartalma,

daganatkelt§ képesség rédgesalokban,

szaporodési jellemzdk,

kereszt-neutralizacio,

rekombinéciés képesség,

VA RNS gének szama,
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e hemagglutinicios jellemz&k,

e Az E3 régi6 génszerkezete

A kereszt-neutralizaci6 hidnya és 10%-nal nagyobb filogenetikai tavolsag kii-
16n fajba soroldst von maga utdn. Amennyiben a filogenetikai tavolsag ke-
vesebb, mint 5%, és a fenti jellemz8k koziil még barmelyik jellemz6 azonos
csoportba sorolja a két torzset, akkor azokat azonos fajnak kell tekinteni még
akkor is, ha a gazdaszervezet kiilonbozd.

1.4.1. Az adenovirusok javasolt rendszere

Az adenovirusokat a hetedik ICTV jelentésben leirt alapelvek alapjan a
még hivatalosan el nem fogadott rendszer szerint négy nemzetségbe soroljuk,
52 amelyek genomszervez&dési jellegzetességeit az 1.5 részben targyalom:

Mastadenovirus nemzetség
Ide tartozik az 6sszes korabban is ide sorolt mastadenovirus, kivéve azo-
kat, amelyek az atadenovirusokhoz keriiltek.

Atadenovirus nemzetség

A Bartha Adorjan altal kettes altipusba'? sorolt szarvasmarha adeno-
virusokon kiviil az alabbi ismertebb virusok tartoznak ide: a mér emlitett
OAV287 juh-adenovirus izolatum, a DAdV-1, egy kigyé adenovirus izola-
tum (Benk$ Méria és Farkas Szilvia szobeli kozlése), az amerikai fekete farka
szarvasbol (Odocoileus hemionus hemionus)® és az erszényes rokakuzubol
szarmazd virus.

Aviadenovirus nemzetség

A DAdV-1 és a TAdV-3 kivételével a madar gazdabdl izolalt adenoviru-
sok nemrzetsége.

Stadenovirus nemzetség

Ide jelenleg két ismert virus tartozik: a leopardbékabdl (Rana pipiens)
izolalt béka adenovirus egyes szerotipusa (FrAdV-1%4 NC_002501.1) és a

ifrog adenovirus 1
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pulyka adenovirus harmas szerotipusa (TAdV-32% NC_001958.1).

1.5. GenomszervezOdés

Az alédbbiakban a jelenleg érvényben 1évé rendszertél eltérGen, a jobb
attekinthetGség érdekében, a javasolt Gj felosztas szerint mutatom be az egyes
adenovirus csoportok jellemz6it.

Az adenovirusok kettds szali DNS virusok. Az 5’ végi nukleotid minden
esetben citozin, melyhez mindkét szélon kovalensen vég-fehérje (TP) kap-
csolodik. A genom két végének szekvenciai egyformak, ezeket rovid forditott
ismétlsdéseknek (ITRX) nevezziik. A genom kozépss részét foglaljak el az
Osszes nemzetségben eléforduld, homoldg, erdsen konzervalt gének — a csak a
mastadenovirusoknéal meglévé V-6s protein génje kivétel a szabdly alol. A két
végen az egyes nemzetségek specidlis génjei talalhatok. A nemzetségenként
eltérd genomszakaszok hattere satirozott'.

1.5.1. Mastadenovirusok

53K
pEIK Vil vt i e z2K ]
‘ % BED RGN ) E:}D:]ID

b ' {
£1a E16 (ivaz] {pP | | DBR 0 1

[ pal ) L

E1 E3 E4

1.2. 4bra. HAdV-40 géntérképe

A mastadenovirusokra jellemzé az E1, E3, és E4 korai régidk megléte.
Ezek a tobbi nemzetségben nem minden esetben fordulnak el§. Az ITR-ek
viszonylag hossziiak (102-368 bp). A genom hossza 30-36 kbp koriili, GC
tartalma a fajra (régebben subgenus) jellemzdGen valtozo. A IX és V szerkezeti
fehérjék génjei csak ebben a nemzetségben talalhatok meg (1.2 4bra).

1.5.2. Atadenovirusok

Ebbe a nemzetségbe viszonylag révid genommal (28-32 kbp) rendelkezd
virusok tartoznak. Az ITR-ek rovidek (51-74 bp), az AT tartalom 50% f5l6tti.
Jturkey adenovirus 3

Kinverted terminal repeat
1Az abrék a Davison és munkatéarsai®* altal kézolt 6sszefoglald abra részei.
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1.3. dbra. OAV287 géntérképe

Az E4 régié ORF-ei tavoli homoldgiat mutatnak a mastadenovirusokéval. Az
E1A gén és az E3 régié hidnyzik. Az elébbi helyén egy jobbrél balra atir6do
struktirélis fehérje génje helyezkedik el, az utébbival analég szakasz pedig a
genom jobb végén talalhat6. A bal végen az E1B-nek nevezett szakasz csak

Y

1.5.3. Aviadenovirusok
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1.4. 4bra. FAdV-1 géntérképe

Ebben a nemzetségben hidnyzik az E1 és E3 korai régid, mig az E4 4at-
helyezddott, vagy hidnyzik. Az ITR-ek rovidek (54-71 bp), ugyanakkor az
adenovirusok a leghosszabb genommal rendelkezd adenovirusok (42-44 kbp).
Az erre a nemzetségre jellemzd korai régidk részletes jellemzése még nem ké-
sziilt el. A genom jobb végének kiozelében van egy kis ORF-ekbdl allo, E4d-re
emlékeztetd rész, ezen kiviil a bal végen 2 kbp koriil kezd6d6 ORF mutat
némi hasonlésdgot a HAAV-2 E4 ORF1-gyel (1.4 abra).

1.5.4. Siadenovirusok

A nemzetség a genom bal végén talalhato, szialidaz-enzimeket kodold gé-
nekkel homoldg génrdl kapta a nevét. Az ITR-ek ebben a nemzetségben a
legrévidebbek (36-39 bp), csakigy mint a teljes genomok. Az eddig ismert
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1.5. abra. FrAdV-1 géntérképe

két virus (TAdV-3™, FrAdV-1") genomja minddssze 26263, illetve 26 163
bézispar hosszisagn (1.5 abra).

1.6. Célkitiizések

A Rus elnevezéstli szarvasmarha adenovirus izolatum egyetlen irodalmi
emlitése egy 1993-ban megjelent cikkben talédlhat6, ami az EDS (DAdV-
1) virus géntérképezésével és homologia-vizsgalataval foglalkozik.*® Abban a
BAdV-7 szerotipus 1881-es torzseként irtak le.

Mikor a Rus adenovirus szekvenalasat 1997-ben elkezdtiik, az adenovi-
rusok taxonomidjaban mereven tartotta magat a két nemzetségen alapul6
felosztas. Mindossze egy atipikus mastadenovirusnak” leirt virus genom-
szekvencidja volt ismert, az OAV287 torzsé,'® ami a II. alcsoportbeli szar-
vasmarha adenovirusokkal mutatott rokonsagot.%® Noha az alcsoport elkii-
16nitését Bartha'? mar hisz évvel kordbban javasolta, és a szintén rokon
DAdV-1 nemzetség szinti elkiilonitésre is torténtek probalkozasok,®” a DNS-
szekvencia adatok ismerete nélkiil a genus-szint{i szétvalasztast a meglévs is-
meretek alapjin nem lehetett meggy&z6en alatamasztani. Ezért a Rus virus
szekvenaldsaval egyik célunk annak bizonyitésa volt, hogy az OAV287-nél
tapasztalt genomszervez&dés nem kivételes, nehezen magyarazhaté jelenség,
hanem létezik egy jol koriilirhatd, a kordbbi két nemzetséggel viszonylag t4-
voli rokonsdgban 4all6 adenovirus—csoport, melynek a nemzetség szintii elkii-

16nitése indokolt.

A maésik cél az adatgytijtés volt: az Gj nemzetségre jellemzé 1j gének t6bb
fajbol szarmaz6 homoldgjainak ismeretében ugyanis lehet&ség van az adott
virusok torzsfejlédésére, esetleges gazdavaltésaira vonatkozé kovetkeztetések
lesziirésére is.%® Erre a célra az adenovirusok, azon beliil pedig az atadenovi-

Mturkey adenovirus 3 — harmas tipusa pulyka adenovirus
“frog adenovirus 1 — egyes tipusi béka adenovirus
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rusok kival6an megfelelnek, hiszen adenovirusok az dsszes gerinces osztalyboél
ismertek, és atadenovirusok eddig ezek koziil mar harom osztalybol elGkeriil-
tek (hiillsk, madarak, emlgsok).

Harmadrészt széndékunkban All a késGbbiekben az atadenovirusok gén-
expresszi6janak vizsgélata, és ehhez sziikségiink volt olyan célobjektumra,
amely jelent&s mértékben kiilonbozik a méas laboratériumokban vizsgalt ro-
kon virusoktol.
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2. fejezet

Anyagok és modszerek

2.1. Felhasznalt vegyszerek és enzimek

A felhasznalt vegyszerek tobbségét a SIGMA, a Spektrum3D, és a GIBCO
cégek magyarorszagi forgalmazditél szereztiik be. A restrikciés enzimek nagy
része Fermentas, a tébbi New England Biolabs, GIBCO és QBIOGENE
gyartmany volt.

2.2. Molekularis és mikrobiologiai technikak

2.2.1. Virusszaporitas

A Moszkvai MezGgazdasigi Akadémiarol kapott ,,Rus” nevii szarvasmarha
adenovirus torzset 10% foetélis borji savot tartalmazé MEM? tapoldatban
noévesztett, primer borji here szévettenyészeten szaporitottuk. A DNS-tisztit-
ashoz sziikséges virusmennyiséget 2500 ml-es hengeres iivegpalackokban alli-
tottuk el forgatétoronyban.

2.2.2. A virus-DNS tisztitasa

A virus részecskék tisztitésa a sejtkirosité hatés (CPE) maximumakor
(koriilbeliil 6 nappal a fert8zést kovetSen), a sejttenyészet haromszori fagyasz-
tdsa—olvasztésa és a sejttormelék centrifugilassal valo eltavolitasa utan ult-
racentrifugilassal tortént. A DNS-t proteinaz K enzimmel térténd emésztést
és fenolos extrakciét kovetden etil-alkohollal csaptuk ki.®?

amodified Eagles medium
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2.2.3. PCR reakcidk

A polimeréz lancreakcidk koriilményei megegyeztek az enzimek gyarto-
inak leirasaval. (A tapadasi hémérsékletek 2-4°C-kal a primerek olvadés-
pontja alatt voltak, az elegyek térfogata 25, vagy 50 pl volt.) Az olvadés-
pontok kiszdmitdsahoz az egyszer 1,, = Nair + Ngrco képletet hasznéltuk,
ahol N, ukieonia az adott nukleotidok széama. A szekvenélédshoz sokszorozott
fragmentumok esetében a Taq polimeraz altal okozott esetleges mésolési hi-
bakat 4 fliggetlen reakci6 termékének Osszekeverésével kiiszoboltiik ki.

2.2.4. Molekularis klénozas

Restrikcios emésztések

Az emésztések altalaban 50 pl térfogatban az elSirt mennyiségi enzim
felhasznélasaval torténtek. A puffereket a Boehringer Mannheim GmbH Aaltal
javasolt készletbdl valogattuk.

Végfragmentumok klénozasa

A Pstl emésztést kovetSen az emésztményt egy oran 4t 37°C-on inku-
baltuk 0,5M piperidin jelenlétében, majd a piperidint tObbszori beszéaritas
segitségével tavolitottuk el. A renaturalas 56°C-on tortént 1M NaCl-ot és
10mM pH:7.6 Tris-Cl puffert tartalmazé kézegben.

Ligalas

A virus-DNS fragmentumok klénozasahoz pBluescript SK és KS ,,Phagemid”-

eket 8 hasznaltunk. Az enzimek hatastalanitasa eleinte fenol-kloroformos ext-
rakciéval toértént, amit alkoholos kicsapas kovetett.®' Késsbb attértiink a
QBIOGENE éltal forgalmazott ,Miniprep Express Matrix 7#” hasznalatara.
A moédszer a készitményhez mellékelt, alkalikus lizissel torténd plazmid DNS
tisztitasi lefras adaptéaci6ja volt. A kész emésztéshez az Osszes DNS megkoté-
séhez sziikséges mennyiségli, de miniméalisan 1 térfogatnyi métrixot adtunk,
majd az izolélast a javasolt moédon fejeztiik be. A ligdlas minden esetben 10
pl térfogatban, szobah8mérsékleten, 1-2 6ra idétartammal tortént.

DNS fragmentumok izolalasa

A fragmentumokat TAE pufferben, ' agaroz gélben torténd elektroforézist
kovet§en GENECLEAN kit felhasznilasaval tisztitottuk.
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Baktériumok transzformalasa

A ligdtumok kompetens E. coli DH5« baktériumokba juttatasa kétféle
modszerrel tortént:

e Gyakran elektrokompetens sejtek elgallitasa utdn elektroporacioval®!
végeztik.

e Az esetek maés részében kémiailag kompetenssé tett sejteket allitottunk
els. Ehhez kétértéki kationokat (Mg?t, Ca?*t) felhasznalo Altaldnosan
elterjedt modszerek egy nagy hatékonysagii valtozatat hasznaltuk®?,
melynek lényege, hogy a kation, ami ebben az esetben magnézium ion,
az E. coli sejtek szaporitashoz sziikséges taptalajban van. A transzfor-
malés és a sejtek fagyasztva tarolasa is ennek a taptalajnak glicerinnel
és PEG-gel kiegészitett valtozatiban torténik.

A kapott klénok tesztelése

Az ellenérzéshez sziikséges plazmidmennyiséget 1,5 ml baktériumkulti-
rabol kiindulva ,alkalikus lizis” moédszerével allitottuk elS. Eleinte a tisztitast
teljes egészében a Sambrook kézikonyvben®' leirt ,alkalikus lizis” modszer
szerint végeztiik, kés6bb attértiink az ,Express Matrix” (QBIOGENE) hasz-
nélatara, a hozza ajanlott modszerrel.

Szubklonozas

Erre a feladatra kétféle modszert alkalmaztunk.

e A szekvenaléds, vagy a kloénozés utén végzett tesztel§ emésztések soran
talalt, alkalmas helyen 16vG, restrikciés hasitohelyeket hasznaltuk fel.

e A fragmentumok izolélasa utan kis specifitasi enzimekkel (pl. Sau3Al,
Haelll) torténd részleges emésztésekkel kiilonb6z6 hosszisagn fragmen-
tumokra hasitottuk az eredetit. Ezek koziil azokat a fragmentumokat
kloénoztuk, amelyek megérizték az izolalaskor meglévs egyik végiiket.
Ezt a fragmentum izolédlaséhoz hasznalt enzimmel és a gyakran vagd en-
zimmel kompatibilis véget hasito, nagy specifitasii enzimmel (pl. PstI-
BamHI vagy PstI-EcoRI) emésztett vektorba torténd ligalassal értiik
el. Ennek a mddszernek az az elénye, hogy egyetlen 1épésben szamos,
kiilonb6z6 mértékben rovidiilt fragmentumot kapunk. A hatranya vi-
szont az, hogy a kis specifitasii enzimek jelentGs része — a kornyezettol
fiiggGen — bizonyos hasitohelyeket elnyben részesit, igy a kiilonb6zd
hossziisagi fragmentumok eléfordulasa altalaban nagyon egyenlGtlen.
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2.2.5. DNS-szekvenalas

A kivalasztott klénok szekvenaldsit helyben az Orszdgos Allategészség-
iigyi Intézettel kooperaciéban az ott 16v§ ALF-Express automatikus szek-
venalé gépen végeztiik. PCR-fragmentumok kozvetlen szekvenalisara a Sze-
gedi Biologiai Kézpont szekvenalé szolgaltatasat vettiik igénybe. A sziiksé-
ges plazmid-DNS-t eleinte a GIBCO cég altal forgalmazott ,Concert Rapid
Plasmid Miniprep 7M” készletével tisztitottuk, kés6bb pedig attértiink a mar
emlitett ,Express Matrix” készitményre.

2.3. A DNS-szekvencidk szerkesztése, analizise
és Abrazolasa

Az automata DNS-szekvenéld altal produkalt fajlokat a ,Staden alkalma-
zéscsomag” % trev” programjaval szerkesztettiik és alakitottuk tn. kisérleti
fajla. Utobbi célra felhasznaltuk a ,pregap4” programot is, majd a fragmentu-
mok és a genom teljes szekvenciajat a ,gap4” programmal készitett illesztések
javitasaval allitottuk Ossze.

A nyilt leolvasasi kereteket (ORF®) a csomag ,spin” programjaval azo-
nositottuk. A fehérjéket k6dold szakaszok kivalasztasara a kodonpreferencia
alapjan valo keresést hasznéltuk. Ezt sziikséges esetben a ,splicing site” ke-
reséssel egészitettiik ki.

Homologidk keresése

Homoldgidk keresésére altalaban az NCBI Blast adatbéazis-keress szolgél-
tatdsat és az intézeti szerveren sajat adatbazisokkal szemben futo blast25
programot vettiik igénybe. Hasonl6 célra hasznaltuk a ,MEME”®¢ rendszer
SMAST” 664 gz0lgaltatasat is, a ,Fred Hutchinson Cancer Research Center”
~Block Maker”®7¢ altal képezett ,homolégia blokkok” segitségével.

A fehérjék altalanos tulajdonsigainak vizsgilatéra a PredictProtein szer-
veren®®f clérhetd programokat hasznaltuk.

bopen reading frame

“Multiple EM for Motif Elicitation

dMotif Alignment & Search Tool http://meme.sdsc.edu/meme
“http://blocks.fhcrec.org/blocks/blockmkr/make_blocks.html
Mttp://www.embl-heidelberg.de/predictprotein/predictprotein.html
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Ilesztések

A homolog fehérjék illesztése az esetek egy részében a Clustal W prog-
ram®® alkalmazaséval tortént, amihez esetenként a Clustal X8 grafikus feliilet
segitségét vettiik igénybe". Hasonl6 célra, valamint az illesztések szerkeszté-
sére a Michele Clamp altal készitett ,Jalview” programot hasznéltuk '.

Az illesztések publikdlhato formajat az ,alscript” ™ formazoé-program se-
gitségével hoztuk létre.

2.3.1. Filogenetikai szamitasok

A filogenetikai szdmitdsokhoz a PHYLIP™ programcsomag egyes alkal-
mazasait hasznaltuk.

A tavolsdg-méatrix’ alapt vizsgalatokhoz az adatsorok szdmitdsa a DNA-
DIST (,Kimura 2” paraméter algoritmus)és PROTDIST (Dayhoft PAM 001
métrix) programokkal tortént, a zardjelben megadott paraméterrekkel. A
téavolsdg-métrixokbdl a fakat a FITCH programmal allitottuk el6. A parszi-
moéniak analizist a PROTPARS programmal végeztiik.

Azillesztésekbdl SEQBOOT programmal allitottunk el§ ,bootstrap” adat-
sorokat 100 illetve 1000 ismétlést hasznélva.

A konszenzusos fa kiszamitasara a CONSENSE programot hasznaltuk. A
fak megjelenitése a TreeView " és Treetool! programokkal trtént.

Egyes fak készitéséhez felhasznaltuk a PAML csomagot, ™ amellyel a
Jmaximum likelyhood”-szadmitésokat végeztiik Dayhoff™® empirikus modellje
alapjan. Az szdmit4sok menete 4ltaldban a kdvetkezd volt: ™

1. A szekvenciak illesztése, zavar6 szakaszok (deléciok, hipervariabilis ré-
giok) eltavolitésa

2. Egyes esetekben a  bootstrap” adatsorok elgallitasa (SEQBOOT)
3. A téavolsdg-méatrixok kiszamitasa (DNADIST, PROTDIST)

4. A fakhoz sziikséges adatsorok szamitasa (FITCH, DNAML, DNAPARS,
PROTPARS, PAML)

8Kz a program az ,NCBI SOFTWARE DEVELOPEMENT TOOLKIT” része

hncbi.nlm.nih.gov

iReferencia hijan az elérhetéség: http://www.ebi.ac.uk/ michele/jalview/

Jdistance matrix

kparsimony

'Mike Maciukenas altal irt program, karbantart6: Mike McCaughey, University of Illi-
nois
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5. A konszenzus fa kiszdmitisa (CONSENSE)

6. Megjelenités és a ,bootstrap értékek felirasa” (TreeTool vagy TreeView)
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3. fejezet

Eredmények és megbeszélés

3.1. A Rus torzs genomszervezddése

Munkéink soran sikeriilt meghatarozni a Rus adenovirus izolatum szinte
teljes DNS szekvencidjat. A hidny a jobb oldali végfragmentum, azaz ,C” bal
oldalan tapasztalhaté deléciobol adédik. Ez feltehetSleg a végfragmentum-
klénozasnal a TP eltavolitasakor bekdvetkezd denaturaciét kovetd rendel-
lenes hibridizaci6é miatti klénozasi hiba eredménye. A Pstl — tompa végl
végfragmentum genomhoz viszonyitott bal oldalanak helyét a megel6z6 Pstl
fragmentum bal oldala foglalja el. A hibas renaturacié valdszinfileg a jobb
vég kozelében 1évE ismétlédések miatt alakul ki, méghozz4 igen nagy haté-
konységgal, hiszen t6bb ilyen hibas fragmentumot is kaptunk, delécié nélkiilit
viszont egyet sem. A hianyz6 szakasz az azt koriilvevs szekvencidkra készitett
primerekkel felsokszorozott fragmentum mérete alapjén valészinfileg mintegy
1400-1600 béazispar hossziisagu lehet, és az E3 régid hianyz6 részén kiviil ma-
géban foglalja az E4 jobb végét, és a koztiik 16v6 ismeretlen szakaszt is.

A genom molekuléris klénozéshoz hasznalt fizikai térképe, melyen a kédolt
fehérjéket is feltiintettiik, a 3.1 aAbran lathat6. A gének kédold szakaszait a 3.1

K G B A I E H D J F C
pX EE
LHILH2LH3 52K pllla _ III g{ﬁ il 23K 100K 11 Fiber
|1 l I | T
ITR ?
-— ——— -— -—— -— —.
p32K Va2 pol pTP DBP E4.3E4.2 RH3RHIRH1

Pstl hasitéhely:l

3.1. Abra. A Rus adenovirus vazlatos géntérképe
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tabldzatban tiintettiik fel.

A Rus adenovirus torzs szekvencidja a tobbi atadenoviruséhoz nagyon
hasonl6 genomszervezédést mutat. Szintén errél tanuskodik genomjénak AT
tartalma is, ami 64,4%. Feltiing, hogy az azonositott gének kozdtt nincsen
a mastadenovirusokra jellemzd V, IX, és E1A sem. Ezzel szemben az egész ge-
nom szerkezete hasonlo az OAV287'877 3 DAAV-1%7 és a BAdV-4 (NC_002685)
esetében tapasztalt elrendezédésre. K6zos jellemzéjiik a fentieken kiviil, hogy
az E1DB szakasz csak igen tavoli hasonlésagot mutat a mastadenovirusokéval,
az E4 régi6é nem a genom jobb végén helyezkedik el, bar a fiber gén utén, de
ezt kovetGen a genom jobb végét a tobbi adenovirus-genusbo6l ismeretlen régio6
foglalja el. Ez a szakasz eddig még nem jellemzett, egyméssal rokon fehérjék
ORF-jeit tartalmazza. A tobbi mastadenovirussal vélt analbgia alapjan — ez
a szakasz sem sziikséges a szovettenyészetben vald szaporitashoz — E3 régi6-
nak nevezték el az OAV287 esetében. A tovabbiakban én is az ott bevezetett
terminol6giat hasznalom.

Az alabbiakban az egyes genomszakaszokat a hagyomanyos felosztast ko-
vetve funkcid szerinti csoportokra bontva elemezziik. Mivel munkénk egyik
fontos célja volt, hogy az Atadenovirus nemzetség altalanos jellemz&it kor-
vonalazva aldtamasszuk kiilonvalasztdsanak jogossagat, az ebbe a csoportba
tartoz6 virusokra jellemzs$ tulajdonsigokat mutato régiok és fehérjék bemu-
tatdsaval 1ényegesen részletesebben foglalkoztam, mint az egész viruscsaladra
altaldnosan jellemz§ gének ismertetésével.

3.2. Az ITR szekvenciak

A kiilonb6z adenovirusok ITR szekvencidi igen vAltoz6 hosszisagiiak,
ezért vizsgiltuk, hogy a szekvencidk Osszehasonlitdsdval milyen kozos cisz
szabalyozd elemeket taladlunk a nemzetségek kozott, illetve e végi szekvencidk
milyen tulajdonsagai tekinthetSk az egyes nemzetségekre jellemzének. Ehhez
az Osszehasonlitdshoz a mar ismertek mellé a most megismert Rus, valamint
a BAdV-5 virusok ITR-szekvencidit is meghataroztuk. Az ismert szekvenciak
illesztését a 3.2 mutatja be.

27



ORF /fehérje

kodolo szakasz (bp)

fehérje (as)

k6dold szal

p32K 1128-343 263 1
LH1 1179-1556 125 r
LH2 1553-1921 122 r
LH3 (E1B 55K 1961-3121 386 r
IVa2* 4109-3151 337 1
IVaQ* 4890_4887-4155_3151 336 1
DNS-polimeraz 77454230 1173 1
pTP* 9235-7433 604 1
pTP* 11960—11946_9214—7433 602 1
50/52K 9252-10292 346 r
pllla 10420-11953 511 r
I1I 11985-13337 450 r
pVIIL 13390-13740 116 r
pX 1376213977 71 r
pVI 14006-14611 201 r
hexon (II) 14634-17330 910 r
proteéz 17330-17932 200 r
DBP 19079-17940 378 1
100K 19099-20973 624 r
22K* 20906-21043 45 r
33K* 20906—21026_21113—21342 116 T
pVIII 21374-22042 222 r
fiber (IV) 22246-23763 505 r
»E4.3 (E4-30.8K)” 24514-23834 226 1
»E4.2 (E4-25.6K)” 2515124491 219 1
RH3 26904 (1578)-26359 (2123) 181 1
RH2 27717 (768)-27175 (1307) 179 1
RH1 28251(231)-27739 (743) 170 1

3.1. tdblazat. A Rus genomon azonositott gének koédold szakaszai. A  k6dolé
szal” jelolése az adenovirusoknél hagyomanyos (r = rightward, 1 = leftward)
modon tortént. A jobb végen kodolt gének esetében az 1 szalnak megfelel§
téavolsdgokat is feltiintettem zardjelben, mivel a bal végtdl szamitott értékek
még valtozni fognak. A |hiba” utan kédolt RH1-3 géneket vizszintes vonallal
valasztottam le. Itt az RH3 az OAV287 esetében az RH4-nek felel meg, mésik
két ORF szdmozasa azonos. *:A kodolo szakaszon beliil splicingot tételeziink

fel.
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10 20 30 40 50 60 70 80 90

H2 CATCATCAATAATATACCTTATTTTGGATTGAAGCCAATATGATAATGAGGGGGTGGE AGTTTGtgacgtGGCGCGEGGGECE TGGGAACGGEE
H3 CTATCTATATAATATACCTTATAGATGGAATGGTGCCAACATGTAAATGAGGTAATTTAAAAAAGTGCGCGCTGTGTGGTGATTGGCTGC
H4 CTCTCTCTATAATATACCTTATTTTTTTTGTGTGAGTTAATATGCAAATAAGGCGTGAAAATTTGGGGATGGGECGECE CTGATTGGCTGT
H9 CTATCTATATAATATACCCCACAAAGTAAACAAAAGTTAATATGCAAATGAGCTTTTGAATTTTAACGGTTTCGGGGCGGE AGCCAACGCT
H12 CCTATCTAATAATATACCTTATACTGGACTAGTGCCAATATTAAAATGAAGTGGGCGTAGTGTGTAATTTGATTGGGTGG AGGTGTGGCT
H41l CATCATCAATAATATACCTTAAAGCTGGAAACGAGCCAATATGATAATGAGTGAGGAGGGGCTAGGGGTGGE TGCGAAGtgacgtATAGGT
S8 CATCATCAATAATATACCTTATTTTGGACTGCAGCCAATATGATAATGAGGTAGGCGGCGCGAGtgacgtAAAGGGCGEGE ACCGGTGAGGT
Cl CATCATCAATAATATACAGGACAAAGAGGTGTGGCCTAAATGTTGTTTTTTTTTTTAAAAAGTTTTTGTTTGATTGTTTTGACAAGGTTA
C2 CATCATCAATAATATACAGGACAAAGAGGTGTGGCTTAAATTTGGGTGTTGCAAGGGEGCGEE GGTCATGGGACGGTCAGGTTCAGGTCACG
E1l CATCATCAATAATATACAGGACACACGGGCATGGGGCCAAGAAAGGGGAGG AGTTGAGGCGTGGCGGGAGGE CGGGGEGCEGE AGGCGGEGEECE
Pl CATCATCAATAATATACCGCACACTTTTATTGCCCCTTTTCTGGCGTGGTGATTGGCGGAGAGGGTTGGGEGEGETGE CGGGCTGTGATTGGC
P2 CATCATCAATAATATACCGCACACTTTTATTGCCCCTAGGGTTGTGTTCTGATTGGCCGTTAGGGTTGtgacgt AGCGTIGGGAAAAtgac
P3 CATCATCAATAATATACCGCACACTTTTATTGCCCCTTTTGTGGCGTGGTGATTGGCGGAGAGGGTTGGGEGEGCEE CGGGCGEGE TGATTGGT
P4 CAATCAAATAATATACCGGACACAAATTCTGATTGGTGGAGGAGGCGGtgacgtCAGTGGGAGGE GGCGAGTGTGGGAAAGGGGCGEE CGLG
P5 CATCATCAATAATATACGGAACAAAAATGCGTGAtgacgtAGACGGCGTACGTAAGGGGECGGE AGCCGTGTGACCCTTGTACGGGCGCGTC
M1l CATCATCAATAATATACAGTTAGCAAAAAATGGCGCCTTTGTTTGGCTTTGTTCCAACTGTTTTTGGCCCGAGTTGGGTTTCGTTTTCCC
TS CATCATCAATAATATACCTGACACTTTtgacgtAAtgacgtCAGACGTAAGTTGCAAGTGCCACGTCGTCGTGGGCGTGTCTTTTGTGAC
Bl CATCATCAATAATATACGGAACACTTTTGCGTGATGACATtgacgtGCTGTGCGTAAGGGGGECE TGGGARAATTGTTCAAAGGTCGCTGGE
B2 CATCATCAATAATATACGGTGCATTTTGTGCGTGAtgacgtATACAGCGTACGTAAGGGAGG AGCTTGCAAGCGTGGGAAACTTGACCTT
B3 CATCATCAATAATCTACAGTACACTGATGGCAGCGGTCCAACTGCCAATCATTTTTGCCACGTCATTTATGACGCAACGACGGCGAGCGT
B4 CATTCATATATATTAACATGCACCGGGGGCG TGGCGCGGCCATTTTGAATACTCGGCGT 59
B5 CATTCATATATATTAACATGCACCGGGGGCGE TGGCGCGGCCATTTTGAGTGCTCGGCGTTTGGCGGE 67
Rus CATTCATATATATTAACATGCACCGGGGGCGE TGGCGCGGCCATTTTGAGTGCCCGGCGTTTGGCGGCGGCGCGA 74
o CTATTCATATATATAACGTTGCACAGAGGCGGGG CGTGTGGGTTTT 46
D1 CATGTCATTAATAAGACCATGCAGAARATGCAAATGAGGCGAAGtgacgtA 51
F1 CTTCATCTATAATAACCTCAAAAACTAACGCAGTCATAACCGACCATAACCGCA 54
F9 CATCATCTATATATACCTACATGAATGACGCTGCTGTCACCTCGCACTACCGCTCCCGCCCGCTAGATGGA 71
F10 CATCATCTTATATAACCGCGTCTTTTGACACACTTACAACCGCCGCGCGCacgt 54
T3 CAATCAATATATATACCGCATGCTTGGGAGGGGATTTCG 39
Frl CAATCAATATTTGTACCGCACGGTCGTGGACCATGA 36
100 110 120 130 140 150 160 170 180
H2 GCGGGtgacgtAG 103
H3 CGGGTTAACGGCTAAAAGGGGCGG CGCGACCGTGGGAAAAtgacgt 136
H4 GACAGCGGCGTTCGTTAGGGGCGGE GGTAACTGATGTGTTTAACGGTtgacgGAATTTTG 149
H9 GATTGGACGAGAGAAGACGATGCAAAtgacgtCACGACGCACGGCTAACGGTCGCCGCGGAGGCGGGLC 158
H12 TTGGCGTGCTTGTAAGTTTGGGCGGE ATGAGGAAGTGGGGCGCGGCGTGGGAGCCGGGCGCGCCGGATGTGA 161
H41l AGGCGGGGTGGE GAAAGGGTGGE AGGTGAAtgacgtTGGGGTCGAAGGTTGGGGAGTGGCGCGGCGGAAGtgacy 163
S8 GAGGGGGGE CGGAGCGGtgacgtGGGCEE TEGEGECEE AGCGCGEGECTGGGCETGGCETGCTGGEECEE GGCGGGCGTGGGAGCGGACGgac
Cl CACCCTGTTCAGGGCGTTTCCCACGGGAAAGACCAtgacgt CAATTGGGTGTTTTTGTGGACTTTGGCCCG 161
C2 CCCTGGTCAGGGTGTTCCCACGGGAATGTCCAGtgacgt CAAAGGCGTGGTTTTACGACAGGGCGAGTTCCGCGGACTTTTGGCCGGCGC
El GCGGGCGGGAGGC 103
Pl CGAGAGGGTGGtgacgt AGCGTGGGGAACGtgacgtCACGTGEGGGAAAAtgacgtGG 147
P2  gtAGCGTGGGAAAGTGGGTGGE CGTGGCAAAGGGCGAAGGTCGATGGGGCGGGECGGGGAGGE AGCGGGAGGE CGGGGCGGETGEE CGTGAGGE
P3 GGAGAGGGGTGtgacgtAGCGTGGGAACGtgacgtCGCCGIGGGAAMAtqacgtG 144
P4 CGGGTGGtgacgt CACAAAAGTTGCAAATTTGTGTGTTATTGCGGAGGTCGGCCACCAGATGGCACTGTTGGACAATTTTTCCGCGCGGE
P5 GGGGTTTTCCCGGCGGEGECGEE GCGCCCCGTGGCGETGCGAGGCGGCCCGTTTCGGTTCCA 148
M1 GGG 93
TS CTTTGGACGGGCGTTTCGCTGGTCGGGTTCCCAGTTTCGGGGTCGTTCCCGAGAACGTTGAGTCATGACAGCTGAC 166
Bl GCGGAGTTTCTGGGAGG GGAGGGGCGEE GGAGTGTCCGTGTGCGTGCGAGCGGCGGGGCGAGGCGAGTGA 159
B2 TGAACGGGCG 100
B3 GGCGTGCtgacgtAACTGTGGGGECGEGE AGCGCGTCGCGGAGGCGGCGGLCGLTEEECGEE GGCTGAGGGCGEE CGGGEEGECEE CGLCGLGGEEECEE
190 200 210 220 230 240 250 260 270
S8 gtATG 185
C2 CCCGGGTTTTTGGGCGTT 198
P2 GCGGGGCGGGGGTGGA 196
P4 CGGGCAGAGTTCCTCTGGGGGECGEGE GGCGCGGCTTCTTCCTGCGCCGCGGGTCACGGCA 238
B3 CGGCCGGGGECGGEGGC 195

3.2. 4bra. Kotshelyek: Spl: dontott, vastag; NFI: 20. pozicié utan vastag; NFIII:
alahtizott; ATF: vastag, kisbett. Roviditések: H: human AdV (2: J01917, 3: J01960,
4: J01964, 9: J01994, 12: X73487, 41: M20300); S8: simian AdV-8 (M28838); C:
canine AdV (1: Y07760, 2: U77082); El: equine AdV-1 (K009377); P: porcine
AdV (1: 143075, 2: 143076, 3: 143077, 4: 143078, 5: L43079); M1: mouse AdV-
1 (M37187); TS: tree shrew AdV-1 (V01485); B: bovine AdV (1: M17112, 2,78 3:
M17113, 4: AF238883, 5: AF238881, 10: AF238882, Rus: AF238880); O: ovine AdV
(isolate OAV287, U40839); D1: duck AdV-1 (Z86066); F: fowl AdV (1: K00940, 9:
AF02125310, 10;7) T3: turkey AdV-3 (AF074946); Frl: frog AdV-1 (AF224336).
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Az ITR szekvencidk szerepe igen fontos a virus-DNS replikici6ja szem-
pontjabol. A leginkabb kutatott HAdV-2 esetében az ITR-t harom szakaszra
osztottak.®) Az 1-18. pozici6 kozotti szakaszon helyezkedik el a ,mag-régi¢™
szekvencia, més néven ,A” régid, ami nélkiilozhetetlen a minimalis szinti
replikacié megindulasahoz.31%% Ezt koveti még két ,serkents” régio (,B” 19~
41. és ,,C” 41-51. nukleotidok kozott),® melyek gazdaeredetii transzkripcios
faktorok kotShelyeit foglaljak magukban. 33848586 Ezek azon kiviil, hogy fon-
tos szerepet jatszanak a replikdcié megfelel§ szintjének fenntartdsdban,87:%8
a genom végeihez kozeli promoterek ,upstream” elemeiként is szolgélnak,%6
tehat a korai régidk transzkripciojanak szabalyozasahoz is sziikségesek.

A 3.2 4brabol elsé latasra is megallapithato, hogy az ITR szekvencidk
hosszuk és szervezddésiik alapjan a javasolt négy nemzetségnek megfelelGen
oszthatok fel. A mastadenovirusok szekvencidi a leghosszabbak, a siadeno-
virusokéi a legrévidebbek. Az atadenovirusok ITR szekvenciai nagyjabol az
aviadenovirusokéhoz hasonlé hossziisagiak, dsszetételiik viszont azokétol el-
térd.

Megtigyelhet§ az is, hogy a mag-régi6 szekvenciajan kiviil teljesen meg6r-
zott nukleotid még nemzetségen beliil sem talédlhato, bar vannak kozeli rokon
csoportok, melyeknél ez a szakasz teljesen egyforma. A viruscsalad minden
eddig vizsgalt tagjaban teljes konzervaltsag minddssze két helyen, az 1. és
17. citozin esetében figyelhet§ meg. Ezen kiviil a 17. hely elStti 8-11 nuk-
leotid hossziisagt, A, T Osszetételli szakasz konzervalt, amit egy — az EDS
kivételével — G mentes 4-6 nukleotid hosszlisagl szakasz el6z meg.

A mag-régidnak az AT Osszetételli része az aviadenovirusoknal szembeti-
néen a legrovidebb, ami talan a gazdaallatok magasabb testhémérsékletével
allhat Osszefiiggésben. Erre utal az is, hogy a DAdV-1-nél is hasonl6 hosszi-
sagot talalunk. (A madar eredetli adenovirusok DNS-ének AT tartalma al-
talaban viszonylag alacsony.) A leopardbéka (Rana pipiens) adenovirusanak
genomjaban lathat6 rovid AT-ben gazdag szakasz ennek ellentmondani 1at-
szik, de ha figyelembe vessziik, hogy észak-amerikai hideg viz{i patakokban és
tavakban él§ kétéltiirGl van sz6, akkor lathatjuk, hogy ilyen alacsony hémér-
séklet mellett néhany nukleotidnyi valtozas altal konnyitett lancszétvalasnak
nemigen lehet szerepe.

Az a korébbi feltevés, miszerint az I'TR szekvencidk ,magja” a ,TAAT”
szekvenciarészlet, ami az adenovirusok torzsfejlédésének korai szakaszaban
konzervalodott, 30 feltehettleg csak a Mastadenovirus nemzetségre igaz.

o .,

A mag-szekvencia 9-18. poziciojan végzett mutagenizacios vizsgalat®! so-
ran a fentiekkel 6sszhangban kisérletesen is igazoltak, hogy a 12-16. hely ko-

&core—origin

30



z0tt egyes bazisok cseréi nincsenek hatéassal az in vitro DNS-replikéciéra. Az
is érthetd, hogy a 17. és 18. citozin cseréjénél (HAAV-2) miért tapasztalhato
a replikacié megsziinése.®? Tehat a szakasz altalanos dsszetétele a fontos; va-
l6szintileg a DNS masodlagos szerkezetének és/vagy konnyi ,olvadasanak”
fenntartisa miatt.

E mutagenizicids vizsgalatbol azt is megéllapitottak, hogy a mag-région
kiviili ,A” és ,B” szakaszok nemcsak hogy sziikségesek a normaélis replikicio6
fenntartdsahoz, hanem elhelyezkedésiik is rogzitett, tovibba a folyamatban
fontos szerepet jatszik az NFI® gazdafaktor is. Ezekrdl a kivetkeztetésekrsl
a 3.2 abrén lathato illesztés alapjan latszik, hogy legfeljebb a humén ade-
novirusok egy részére igazak, hiszen a HAdV-9-nél az NFI® kot6hely més-
hol talalhato, és a konszenzustél (TTGGCNNNNNGCCAA) erésen eltér. A
HAdV-4-nél, valamint a sertés-adenovirusoknél nem is taldltuk meg, nem
beszélve a tobbi nemzetségrsl, ahol az I'TR szekvencidk a mag-régi6 kivéte-
lével teljesen més szerkezetiiek. Ezeken az A” és ,B” szakaszok egyéltaldn
nem talidlhaték meg.

Emlitésre érdemes még az tény, hogy a szarvasmarha-eredetii atadenovi-
rusoknal az ITR-en az NFIII® és ATF gazdafaktorok kotéhelyei hidnyoznak,
az NFI koétShelyek pedig részben atfednek az Spl kotShelyekkel, ami 6ssze-
fiigghet e virusok gyenge szaporod6-képességével.

3.3. Korai régiok

3.3.1. A bal oldali korai régi6
Az ,LH” fehérjék

A genom bal végén, ami megfelel az OAV287 LHY régivjanak, hdrom, start
kodonnal is rendelkez§ lehetséges nyilt leolvasési keretet sikeriilt azonositani,

Az LH1 ORF eddig csak az OAV287 (QIQNN2), BAdV-4 (Q997I8) és
Rus virusokbél ismert, az EDS virusbél az alabbiakban az ,X” ORF-nél is-
mertetett modszerrel sem tudtuk kimutatni. Hasonlé fehérjét az adatbazisok-
ban sem sikeriilt talalni sem egyszerii blast kereséssel, sem a p32K fehérjénél
ismertetett ,, blokk-keres§ modszerrel”. Az LH1 szakaszon kbédolt fehérje 1é-
tezése még kérdéses, de mivel transzkripcidja részben bizonyitott az OAV287

bnuclear factorl
“nuclear factor IIT
d Az atadenovirusoknal hasznalatos elnevezés, a Jleft hand” réviditése
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esetében,”” és mivel nem fed 4t mas génekkel, nagy valoszintiséggel kifejezs-
dik, bar lehetséges, hogy mas fehérjék exonjaként.

Az LH2 fehérje — amit kordbban a DAdV-1-nél®*” a HAdV-2 E1B-1 gén-
jérdl atirt 20,5 kDa proteinnel mutatott marginalis homologia alapjan véltek
az E1B régi6 részének — valdjaban nem all rokonsaghan a HAdV-2 protein-
nel. Ez lathato a 3.3 abra illesztésébdl is. Az atadenovirusok hasonlé pozi-
ci6ban talalt LH2 fehérjéi viszont egymaéssal homolégok. Bér a szekvenciak
meglehetdsen eltérGek, egyes szerkezeti szempontbol fontos aminosavak teljes
mértékben meg6rzottek, ezeket az Abran keretezéssel jeldltem.

1 10 20 30 40 50

Rus LH2 MRDW s Qe DIls D EIYEEls EINK

BAdV4_LH2 MKL VLS QEDISDL  FECT R

0AV287_LH2 MEI GMTPAFTERNLYCM |LDFNIR

DAdV1_EIBS MKRLLYFI CRVSRFYCRCWFYEDDGTGDEVDGPLI FIFKSDITQDDI AKI CMETT T

HAdV220.5kD MEAWECLEDFSAVRNLLEQS SNSTS WFWRFLWGSS QARLWICRI KEDYXKWEFEE L MK
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RWOLFWHNPELM UK S VGEDIWR VI AAK PSIFSEIDKI CLGPPTS I VAEIVAAGNL “SPIFTI NI

SCGELFD SLNLGHQALFQEKVIKTLDFSTPGRAAAAVAFLSFIKDKWSEETHLS GGYLLDF DIAMH
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3.3. dbra. Az LH2 proteinek és a HAdV-2 20,5K fehérje illesztési kisérlete.
A hasonl6 szakaszok arnyékoltak.

Az LH3 régi6 4ltal kodolt fehérje csalddon beliili homolég volta, illetve az
egyes nemzetségeken beliili meg8rzottsége vita targyit képezi az irodalom-
ban, de feltételezték, hogy az atadenovirusok e fehérjéje a mastadenovirusok
E1B 55K proteinjével rokon. Ezért elkészitettiik az ismert atadenovirus fehér-
jék, és néhany mastadenovirus fehérje illesztését. Bar az atadenovirusoknél
talalhat6é valtozatok ebben az esetben is mintegy 100 aminosavval rovideb-
bek, az illesztésbdl egyértelmiinek latszik az LH3 és E1B 55K fehérjék homo-
16g volta (3.4 4bra). A HAdV-5 esetében végzett mutécios vizsgilat®? soran
azonositottak olyan pozicidkat, amelyek valtoztatidsa az E1B 55K és E4 34K
kozotti komplex létrejottét akadalyozza. Ezek kozil az egyik, az LH3 prote-
inekben is konzervalt pozicié. Hasonléan konzervalt az mRNS-ek kotésében
szerepet jatszo egyik szekvenciarészlet is, ami arra utal, hogy a két nemzetség
e homolég fehérjéi kozott funkcionalis hasonlésig is van.

Ezeken kiviil van a régiéban még egy, a DNS polimerazzal atfedésben, az-
zal ellenkez§ iranyba futd, altalunk X-nek nevezett ,exon” is. Erre tobb més
adenovirus genomjanak szekvenalasakor is felfigyeltek: A TAdV-3 esetében
2 (QIYURS) révid ORF-ként, a HAdV-T esetében  hypothetical 11.5 kDa
early protein” (P03288) néven irtak le®® a HAdV-2-nél pedig ,hypothetical
11.6 kDa early protein” néven szerepel.* (P03287) Meglepd volt, hogy héarom
nemzetségben is megtalalhaté egy ismeretlen szerepi, révid ORF, ami igen
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j6 megérzottséget mutat. Elhatdroztuk, hogy megvizsgéljuk eléfordulasanak
altalanossagit. Ehhez az NCBI Blast szolgaltatasa altal talalt, fent emlitett,
feltételezett fehérjékbdl Blast adatbézist generadltunk, és az intézetiinkben is
futé programmal ebben az adatbézisban kerestiink a génbankban elérhetd
teljes adenovirus-genomokban homolégidkat. Kideriilt, hogy a ,fehérjének”
minden adenovirusban van  homolégja”, de gyakran azonos leolvasési keret-
ben t&bb stop kodon is talalhat6 benne (a FrAdV-1 esetében példaul harom
is). Emiatt valoszind, hogy nem kifejez6d6 szakaszrdl van szo. Latszolagos
megdrzottsége annak koszonhetd, hogy a DNS-polimeraz konzervalt szaka-
szaval fed at, igy, hogy a DNS két szdlan kodonjaiknak harmadik, azaz leg-
varidbilisabb poziciéi egybeesnek, vagyis a polimeraz konzervaltsiga a mésik
sz&l kodonjait is erésen konzervalhatja.

A TVa2 protein

A mastadenovirusok homolég proteinjénél néhanyszor sikeriilt kimutatni
a IVa2 fehérje mRNS-e esetében splicingot is. Ileyn el6fordulasat az OAV287
homolég génjérél atirt mRNS-eken végzett vizsgilat nem igazolta, de vals-
jaban ki sem zéarta.?® A Rus adenovirus esetében valoszintisiteni lehet, hogy
a kezd8 metionint kédold triplete splicing titjan keriil az ORF elejére. Ezt
a megallapitast arra alapozzuk, hogy a szAdmitégépes analizis mar joval a
splicing nélkiil elérhetd start-kodon elStt is kodolo szekvenciat jelez. A spin
program segitségével sikeriilt taldlni egyméstol igen nagy tévolsigban 1évd,
alacsony megbizhatdsigi donor és akceptor helyeket, melyekkel a kodolé sza-
kasz N-termindlis irdnyban kissé ,megnytjthatd” (3.5 dbra és 3.1 tablazat).

3.3.2. Az ,E3” régi6 fehérjéi

Az E3” régidéba a genom jobb végén 16vE, sorozatos duplikaciokkal kia-
lakult szakaszon kodolt, az atadenovirus nemzetségre jellemzs fehérjék tar-
toznak. A mastadenovirusok E3 fehérjéivel — melyek val6jiéban nem is fel-
tétleniil mind korai fehérjék®® — nem mutatnak rokonsagot, és funkciojuk
sem ismert. A Rus virus ismert szekvencidin harom nyilt leolvasési keretet
sikeriilt azonositani a jobb vég mintegy 2,5 kilobazisnyi darabjan. Ezekre az
atadenovirusoknél jelenleg hasznalt terminoldgia szerint RH1, RH2, RH3 né-
ven hivatkozunk (3.1). A feltételezett fehérjékbdl, és més atadenovirusokban
talalt homolégjaikbdl készitett illesztés a 3.6 dbran lathat6. Az E3 régio RH
proteinjeinek leszarmazési sorrendjét a rajtuk végzett filogenetikai vizsgala-
tok alapjan szerettiik volna tisztézni.

A Staden csomag ,spin” programjaval megvizsgaltuk, hogy DNS szinten
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vajon milyen duplikiciok nyomait lehet felfedezni a genom jobb végéhez kozeli
szakaszon. A 3.7 abran — ami tulajdonképpen a szekvencian 1év§ hasonl6sa-
gok diagramja — az E3 genomszakasz létrejottében fontos szerepet jatszott
duplikacidk nyoma jol lathatd. A 170710 bp (a) kozti mintegy 540 bazispér-
nyi szakasz ismétlédik az 1560-2100 bp kozti szakaszon (b), a 230-300 bp (c)
950-1020 bp-nél (d), a 450-530 bp (e) 1160-1240 bp-nal (f), az 1120-1260
bp (g) kozti szakasz pedig 1780-1920 bp (h) kézott. Ha az ablakméretbdl és
a grafikonbo6l kiovetkezd pontatlansagokat figyelembe vessziik, akkor lathato,
hogy (c) megfelel§je a kézépss szakaszon (d), (e) megfelel§je pedig (f) és (g),
ut6bbinak még képidja viszont (h) a fragmentum jobb oldalan. Erdekes, hogy
(e) és (h) nem hasonlit egymésra annyira, hogy a program jelezné. Mivel a
(¢c)-(e) tavolsag megegyezik a (d)—(g) tavolsdggal, valdszind, hogy az (a) és
(b) szakaszokkal hatérolt régié volt e két szakasz kozos el6dje, ami duplika-
l6dott, majd ezt kdvetSen jéval késGbb tortént még egy duplikéicid, aminek
az eredménye (a) vagy (b) létrejotte. Ha a fentiek sematikus dbrazolasat (3.8
abra) Osszevetjiik az RH 1-3 ORF-ekkel, akkor lathatjuk, hogy a révid, DNS-

..,

megorzott, ,,A”-nak nevezett részletet k6dold szakasznak felelnek meg.

A javasolt nemzetség ,E3” fehérjéinek ,mag” szekvencidjan végzett ,ma-
ximum likelihood” elvii filogenetikai szadmitas alapjan megallapithato, hogy
a ,mag’ régidk tobbsége egymashoz igen kozeli rokonsdgot mutat, vagy leg-
aldbbis egy fejlédési vonal mentén helyezhetd el. Kivételt csak az OAV287
RH1 feltételezett fehérjéje képez, amely gy tiinik, valamiféle eltérs fejlédési
irdnyban indult el. Feltehet6leg olyan 1j funkciét szerzett, ami a ;mag” val-
tozésaval jart egyiitt. Ennek a feltevésnek a vizsgélata tovabbi kisérleteket
igényel. A filogenetikai szamitis eredményét a 3.9 abran tiintetiik fel.

3.3.3. Az E4 régio6 fehérjéi

Ez a régi6 egyes fehérjéinek a mastadenovirusok E4orf6 vagy mésnéven E4
el, az E4 nevet kapta.5"'%77 Ezen a szakaszon két ORF-et tudtunk azonosi-
tani, amelyeket az OAV287-nél lefrt megfelel6ik alapjan neveztiik el. A Blast
keresésben hasonlénak bizonyult fehérjék szekvencidinak felhasznalasaval ké-
szitett illesztés a 3.10 abran lathat6. Az E4 34K fehérje a cink-kotd fehérjék
kozé tartozik. A fertézott sejtben részt vesz a késGi gének kifejez&désének
szabalyozasiban poszttranszkripcids szinten, a viralis DNS szintézisében, va-
lamint a pb3 aktivitasdnak, sejten beliili eloszlasdnak és lebontasanak sza-
balyozasiban. 597989 E folyamatok jelents részében hatdsat az E1B 55K
proteinnel kélcsonhatasban fejti ki. Nem véletlen tehéat, hogy mindkét fehérje
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eléfordul az Atadenovirus nemzetségben is. A HAdV-5 E4 34K proteinjén
végzett mutdcios vizsgalatban azonositottak® néhény, a E1B 55K-val valo
komplexképzésben fontos szerepet jatszd poziciot. Ezek tobbsége a mindkét
nemzetségben meg@rzott rovid szakaszra esik (3.10 4dbra). Az E1B 55K olda-
14rol is tortént mutacios vizsgilat,®? és a komplex-képzSdést gatlé mutaciok
egyike abban az esetben is konzervalt poziciéra esik. Nagyon valdszint te-
hat, hogy a tavoli homologidt mutaté E4 34K E4.3 és E4.2 fehérjék a két
virustipus esetében hasonlé moédon kapesoldédnak az E1B 55K illetve LH3
fehérjékhez.
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3.7. abra. DNS szakasz ismétldések a Rus virus genom jobb végén. A spin
program altal a végfragmentumon 61 nukleotid hosszisagta ablakkal, 33 mi-
nimalis egyezéssel kimutathaté homoldgidk. A genom jobb végétél, ebben az
abrazolasban a bal als6 saroktol indul az ,r”7 szal a két tengelyen.

(a)

- (b)
(©) () (@ ® ()
R - - - >
(8) .
<3 SR
| - H
LR 500 1000 1500 2000
2] 1 -7 VAZT7 77
RHI RH2 RH3
MAG:
A

3.8. dbra. Az E3 régi6 homolégnak taldlt szakaszai. A spin program Aaltal
hasonlénak mutatott szakaszokat szaggatott vonallal kotottiik Gssze. A szé-
mozés a jobb genomvégtsl indul ki.
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BAdV-4 RHI
OAV287_RH6
Rus RE2

BAdV-4 RH6

BAdV4 RH4

0OAV287 RH4

0OAV287 RH2

0OAV287_RHI1
DAdV-1_19.9K

0.10

3.9. dbra. Az E3” szakasz fehérjéinek ,mag” régi6jabol ;maximum likelihood”

moédszerrel szamitott torzsfa. A szamitas a PAML csomag programjaival tor-
tént.
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3.3.4. A DNS-replikaci6é virus eredetii faktorai

Ebbe a kategdriaba az E2 régi6 génjei tartoznak, vagyis a DNS-polimeréz
(pol), a DNS-k6t6 fehérje (DBP), és a terminélis fehérje prekurzor (pTP).

A Rus DNS-polimeraza a DAdV-1, BAdV-4 és OAV287 virusoknal azo-
nositotthoz igen hasonld szekvenciaji. A tobbi atadenovirushoz hasonléan a
kodold szakasz eleje 18 nukleotid hossztisdgban atfed a pTP ORF végével.

A pTP transzkripcidjanak eddig vizsgélt eseteiben megallapitottak, hogy
a kodold szakasz két darabbdl splicing révén épiil 6ssze: a I1l-as protein és a
pllla k&zé es6 donor-helytsl néhany kodonnal jobbra 16v6 starthelyrsl indul a
transzlacio. ' Bar pTP kodol6 szakasza esetiinkben az akceptor helyhez kizeli
startkodonnal is felirhat6, szdmitégépes analizissel mi is hasonlé kévetkezte-
tésre jutottunk. Az eredmény a 3.11 Abran lathat6. Az OAV287 esetében azt
tapasztaltak, hogy a pTP és az 50/52K gének kodold szakaszai jelentSs mér-
tékben atfednek, és igy a mastadenovirusoknal megszokott helyen a VA RNS
géneknek nem marad hely. A Rus esetében az ORF-ek, ugyan nem fednek
at, de a koztiik 1év6 rovid szakaszon szintén nincsen hely a VA RNS gének
szamara. Megjegyzendd, hogy a VA RNS gének a mastadenovirusok koziil
az emberi, és egyes majom virus tipusokban, a DAdV-1-ben, valamint az
Aviadenovirus nemzetségben fordulnak elg.
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3.11. dbra. A pTP mRNS kédold szakaszan feltételezett splicing

A DBP az atadenovirusokra jellemz§ médon j6éval rovidebb, mint a mas-
tadenvirusnél el6fordulsd megfelelGje. (A HAdV-2-hoz képest a hosszbeli kii-
l16nbség példaul 151 aminosav!). A révidiilés a variabilis N-terminélis részre
esik, amit a konzervalt C-terminélis kovet. E fehérjék végeinek felépitése nem-
zetségre jellemzd kiilonbségeket mutat. Az atadenovirusok sajatossaga, hogy
a vég kozelében egy NLS van, és egy glutaminsav és aszparaginsav maradé-
kokbol 4ll6 szakasz zarja a peptidlancot, mig a t6bbi adenovirusban a véghez
kozel egy, vagy két fenilalanin talalhat6 (3.12 abra).

A DBP cink k6tS fehérje.'% A Rus esetében, ahogy a tobbi hasonld vi-
rusnél is, a mastadenovirusokkal homolég H-x-C-x(8)-C-x-H motivum elsg
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BAdV-2|AAB16762.1
PAdV-5|Q994D7
PAdV-3|CAB41032.1
BAdV-10]AAC35886
BAdV-10j071102
CAdV-1|AAB05445.1
HAdV-2|NP_040527.1
HAdV-5|P03265
SAdV-25|Q8UY78
HAdV-4|P06500
HAdV-7|P04497
HAdV-12[P04498
HAdV-41|1AAA52196.1
FAdV-1|AAC54914.1
FAdV-8Q9QM71

Rus
BAdV-4|Q997H7
OAV287|Q83907
DAdV-1|011422
TAdV-1|NC_001958.1
FrADV-1|NP_062445.1
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3.12. Abra. A DNS-k&ts fehérjék C-terminalisanak illesztése. Az egyes nem-
zetségeket vizszintes vonalak valasztjék el, a savas aminosav-maradékok ar-
nyékoltak, a NLS-okat és a konzervélt fenilalaninokat keretezéssel emeltem
ki.

ciszteinje helyén triptofan talalhato,'°" mig a masik motivum cink kit ami-
nosavai, csakiigy mint az OAV287-nél, konzervaltak.

3.3.5. A késdéi fehérjék
A kapszid alkotoelemeinek Gsszeallitasahoz sziikséges fehérjék

Ebbe a csoportba az 50/52K, a 100K és feltehetsleg a 33K fehérje tar-
tozik, bar az utébbinak a funkcidja ismeretlen. A 33K fehérje mRNS-ér6l
atadenoviralis valtozatanak esetében is megéllapitottak, hogy splicing révén
épiil ssze a kodolo szakasz'®. A Rus 33K fehérje kodolo szakaszanak vizs-
galatakor azt taldltuk, hogy splicing nélkiil, az egyébként nagy biztonsaggal
megéllapithaté donor hely utdn minden leolvaséisi keretben stop kodonok
kovetkeznek. A fehérje t6bbi részével homolég peptidet kodolé szakaszt egy
Splice” akceptor hely utan megtaléltuk (3.13 &bra), tehat biztosra vehetd,
hogy a Rus-nal is torténik splicing a 33K mRNS k6dol6 szakaszéan.

Az 50/52K proteinek a HAAV-2 esetében 48 kDa tomegii prekurzorboél
képz6dé foszfoproteinek, melyek a virion Gsszedllitasiban jatszanak szerepet.
102° Atadenovirusokban el6fordulé valtozataik mintegy 60 aminosavval rovi-
debbek, mint a mastadenovirusok esetében, és ez a Rus 50/52K homologja
esetében is igy van.
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A 100K fehérje szerepe a Il-es polipeptidek hexon fehérjévé vald Ossze-
épiilésének katalizisében van. A mastadenovirusokndl 1é6v6 véltozat mintegy
780 aminosavnyi atlagos hosszisdgahoz képest az atadenovirusoké joval ro-
videbb (DAdV-1 - 709 as, OAV287 — 629 as, Rus — 624 as). A homolog
szakaszokon a tobbi nemzetség fehérjéivel mutatott hasonlosag 49-51%, ami
nagy konzervaltségot jelent!
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3.13. abra. A 33K protein mRNS-ének kddold szakaszén feltételezett splicing

A proteaz

A protedz gén a kivétel nélkiil minden adenovirusban megtalalhatd, mint-
egy kétszdz aminosavbol 4ll6, erdsen megdrzott szerin-protedzt'%® kodolja.
Méreténél és meg8rzottségénél fogva, és mert szekvencidja sok adenovirus-
b6l ismert, idealis filogenetikai szamit4sokra.'%* Ezért parsziménia és tavol-
sag matrix szamitasok felhasznalasaval torzsfakat szerkesztettiink a rendel-
kezésre all6 szekvenciakbol. Az eltér6 modszerek hasonlé eredményt adtak.
Az ismert protedz szekvencidkon végzett tavolsag-métrix analizis eredménye
a 3.3.5 abran lathat6. A torzsfa nincsen ,gyokereztetve” (elGre iranyitva); a
megjelenitéskor a a siadenovirusokat mi valasztottuk outgroup”™nak. Az el&-
gazésoknal feltiintettiik a ,bootstrap” értékeket. A fiiggelékben nem szerepld
fehérjék: BAdV-1, Peter Evans nem kozolt eredménye; BAdV-6,105.

Az abréan latszik, hogy a javasolt Atadenovirus nemzetség tagjai (DAdV-
1, PoAdV-1, BAdV-7, OAV287, BAdV-6, BAdV-4, Rus) jol elkiiloniilnek a
tobbi mastadenovirustél. Bar a madar-, és a javasolt Siadenovirus nemzet-
ségek csak két—két fajjal képviseltek, kiilonallasuk szintén nem kétséges.
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proteaz.eps

3.14. abra. A proteaz szekvencidkbol4avolsadg-matrix modszerrel szamitott
torzsfa.




3.3.6. Struktiralis fehérjék
A p32K protein

Ez a prekurzor forméban keletkezd struktiirdlis fehérje az eddig vizsgalt
atadenovirusok mindegyikében gy a Rus-ban is megtalalhat6; ugyanakkor
mas nemzetségek egyetlen tagjanal sem fordul el§. Rajta konzervalt proteaz
vagasi helyek figyelhetSk meg.'® Az ismert p32K homolog fehérjék illesztése
a 3.15 4bran lathato.

1 10 20 30 40 50
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3.15. abra. A p32K fehérjék Osszehasonlitasa. A két feltételezett domén ha-
tarat lires haromszog jelzi, az N-terminalis domén bézikus aminosavai vastag
betiikkel jel6ltek. A homoloégidk a megérzottségnek megfelelGen drnyékoltak.
A keretezett részletek a nukledris lokalizécios szignilokat (NLS) mutatjik.
A szekvencidk elérési szdmai: p24K _DAdV-1: CAA70797, p32K _BAdV-
4: NP_077384, p32K_Rus: AF238880, p32K_SnAdV: kigyé adenovirus
részleges szekvencia, Farkas Szilvia nem k6zolt eredménye; p32K _OAV287:
AAB19237

A rendelkezésre 4116 szekvencidkbdl készitett illesztés alapjan latszik, hogy
a fehérje két eltérs szerkezetli részbdl all. Az N-terminéalis vég hossza és
szekvencidja erGsen valtozd, benne sok bazikus aminosav talalhaté. A C-
termindlis rész ezzel szemben erdsen konzervalt. Mivel a p32K pontos funkci-
6ja nem ismert, és egyszer(i Blast adatbazis kereséssel sem sikeriilt kimutatni
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hasonlé proteineket, a szekvenciat a ,Predict Protein”% web alapt alkal-
maziscsomag segitségével elemeztettiik. Ennek ,MAXHOM” % nevi, tavoli
homolégidk keresésére kifejlesztett programja a Bacillus megaterium egyik
proteinjével valé hasonlésigot jelzett, ami a a sporulalé Gram-pozitiv bak-
tériumok ,kis savoldékony fehérjéi” (SASP)!07 ° kozé tartozik. Ezek az egy-
mashoz igen hasonl6 fehérjék a bakteridlis kromoszéma spéraba ,csomagola-
sdban”, és a kornyezeti hatésokkal szembeni védelmében jatszanak szerepet.
A MAXHOM é4ltal produkélt eredmény alapjan készithetd illesztés a 3.16
abran lathato.
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SAS2 BACME MAN NKSSNNNELLVYGAEQ Al DQMKYET ASEF GVNL GADTTARA
SAS1_SPOHA MAN NNS S NELVVP GVQQ ALDQMKYEI AQEFGVQL GADSTSRA
SAS_BACSU MAN NNS GNSNNLLVP GAAQ Al DQMKLEI ASEFGVNL GADTTSRA
SAS3 BACSU MAQQSRSRSNNNNDLLIPQAAS Al EQMKLEI ASEFGVQL GAETTSRA
p24K _DAdV-1 LMLGSPLGLTSKIIRATILRITITPGGWITITLNTFDGLGYLLGK GQEVLQITYDPGFVE
p32K_BAdV-4 ALLGGPWGLTTRLLRLI VSLVPGGKILLLALDGLGYFLGKN NNPNLVAYDPDLI K
p32K Rus ALLGGPWGLTTRLLRLI VSLVPGGKILLLALDGLEGYFLGKS NNPNLVAYDPDLI K
p32K OAV287 TLFGGPWNLTSRLLRLIISVVPGGRILLTALDGLGYFLGNS ANPI HLI ENP MMQ A
Pp32K_SnAdv LLLGSPLNLTTRLVRLIMGFVPGGNLILNALDGLGYLMSRFPSNPLQI TYD
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Block 1 (Motif) i
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FGTDI QKNI NGRILTEDI VRAFEVE E QL F MRTLAA
FGNSI QKQISPRILAEDI'I KAEIDE QI F MRTI AS

3.16. abra. A p32K fehérjék és néhany SASP MAXHOM-eredmény alapjan
készitett illesztése. A keretezett rész a ,BLOCK MAKER”  Motif” alprogram-
javal talalt blokkot jeloli. BACME: Bacillus megaterium, BACSU: Bacillus
subtilis, SPOHA: Sporosarcina halophila. A szekvencidk génbanki elérési sza-
mai: SAS2 BACME: P10571,'% SAS1_SPOHA: Q00213'% SAS BACSU:
NP _390835,'9 SAS3 BACSU: P02958'1!

A Rus torzs p32K fehérje-szekvenciaja mellett a tobbi homolég atade-
novirus szekvenciat is felhasznalva, a ClustalW”%’ programmal sokkal jobb
illesztést talaltunk, ami a 3.17 Abran lathatoé.

Mivel a szekvencidk hasonlosiga — a p32K esetében csak feltételezett —
funkciobeli rokonsaggal 1atszott egybeesni, tovabbi hasonld szekvencidk fel-
kutatasaval megprobaltunk magyarazatot talalni a jelenségre. A két fehérje-
tipusbdél képezett, kilenc szekvenciabodl allé csoportban a ,Block Maker” 2
alprogramjai altal talalt blokkok — amint a 3.17 4bran lathat6é — szinte tel-
jesen Atfednek. Ez arra utal, hogy a szekvencidk szignifikins hasonlésigot
mutatnak.

A kapott blokkokhoz hasonlé részleteket tartalmazé szekvencidkat a ,MAST”
web-alapli motivum-keresé alkalmazassal az NCBI Blast adatbazis—keresd

®small acid soluble protein
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3.17. &bra. A p32K fehérjék és néhany SASP illesztése Clustal W programmal
kapott eredmény alapjan. A keretezett részek a ,BLOCK MAKER” , Motif”
és ,Gibbs’alprogramjaval talalt blokkot jelolik.

programjai altal is hasznalt ,nr” adatbazisban kerestiik. Ehhez mindkét al-
program eredményeit egymastol fiiggetleniil felhasznaltuk. A nagyfoki ha-
sonlosagot mutaté fehérjék kozott mindkét esetben csak az adatbézisban ta-
lalhaté SASP és p32K homoldgok fordultak eld, de azok kivétel nélkiil; mig
a tévoli homologiat mutat6 fehérjék a két keresésben kiilonbozéek voltak,
vagyis bar a blokkok alkalmasak a hasonld szekvenciarészletek kimutataséra,
méas csoportba tartozd, szamottevé mértékben hasonlé fehérjéket nem talal-
tunk. OAV287 és a BAdV-4 p32K fehérjékben viszont a program kiiloénos
modon két ,Motif 2.7 blokkot is azonositott, melyek koziil a nehezebben felis-
merhetd, amint az a 3.16 dbrén lathato is, a MAXHOM altal ,homolégnak”
vélt teriiletre esik.

Miutan a SAS proteineken és a p32K homolégokon kiviil mas hasonld
szekvenciaju fehérjét nem talaltunk, igy semmit nem tudunk mondani arrél,
hogy a két fehérjecsoport hasonld részei kozott van-e valamilyen filogenetikai
kapcsolat. Meglehet, hogy fiiggetleniil fejl§dtek hasonléva hasonlé funkcidk
betoltésére, vagyis az adott ,szervezet” DNS-ének valamilyen sziik kompart-
mentbe (virus kapszid, bakterialis spora) valé ,csomagolasara”, és annak a
kornyezet DNS-kérosit6 hatasaival szembeni védelmére. Lehetséges azonban,
hogy a p32K &se egy olyan bakterialis fehérje, mely az adenovirusok bakteri-
ofag Gseinek kozvetitésével'® az egyik adenovirus nemzetségben méig fenn-
maradt. Az OAV287, Rus és BAdV-4 p32K szekvencidjaban talalt két—két
Motif 2. blokk jelenlétét legkonnyebben az adott génszakasznak a tavoli milt-
ban bekovetkezett duplikaciéjaval lehet magyarazni. A genomvéghez kozeli
szekvencia-duplikicidk nyomét igy a bal végen is felfedezhetjiik.

Az irodalombdl szdmos leirds ismert diagnosztikai célokra kifejlesztett
PCR~primerekrél, melyek kiilonb6z6 virusok, koztiik adenovirusok kimuta-
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tasara is alkalmasak. 1511516 A C-terminalis szakasz konzervéaltsagat 14tvan
igy dontottiink, hogy megkiséreliink a nemzetségre specifikus gén e darab-
jara olyan PCR-primereket tervezni, amelyekkel e virus-nemzetség minden
tagjanak jelenléte kimutathato.

Célunk volt emellett az is, hogy a kapott DNS—darabok szekvencidit -
amennyiben lehetséges — faj-azonositésra, illetve az egyébként ismeretlen vi-
rusok rokonsagi viszonyainak elérejelzésére is felhasznéljuk. (Komolyabb fi-
logenetikai vizsgilatok elvégzésére ez a feler@sitett szakasz révidsége miatt
természetesen nem alkalmas.)

A tervezett degeneralt primerekkel (p32for: 5’-GAYGGAGAASMIGAYVIRGA-
3’ p32rev: 5'~-CCTCCKAKYTGTYSDYMTKC-3") hét kiilonbozs kér6dzs
eredetli adenovirus DNS-ébél erdsitettiink fel fragmentumokat. Ezek kozott
szerepelt két, részletesen még nem jellemzett adenovirus izoldtum is. Az
Jbex” torzset egy Ibex-hézi kecske hibridbél izolaltak, " a 24BH elnevezéstit
pedig kordbban a laboratériumunkban egy primer borji here szdvettenyé-
szetben kontaminacioként talaltuk f. A kapott DNS fragmentumok illesztési
képe a 3.18 dbran lathato6. Az itt szerepld virusokon kiviil az DAdV-1 DNS-t
tartalmaz6 mintabol is félszaporitottuk a homolég DNS—darabot.

Az eredmény alapjén kijelenthetjiik, hogy a primer-pér, amit a C-terminéalis
szakaszok sokszorozdsira terveztiink — legaldbbis az Altalunk vizsgdlt ese-
tekben — alkalmas volt a vizsgalandd génszakasz fOlerdsitésére. Az amplifi-
kalt szakasz alapjan készitett, a 3.19 Abran lathato tavolsag alapi torzsfibol
megéllapithatjuk, hogy az erds konzervaltsig ellenére a vizsgalt szakasz, bar
a fajok azonositédsira nem alkalmas, a virusok nagyobb csoportokba valo
sorolasara megfelel. Ezaltal lehet8ség nyilik arra, hogy egy egyszeri és ro-
vid vizsgalat alapjan képet alkossunk a vizsgdlandd virus nemzetségen beliili
helyérél. A fenti kisérletben példdul harom csoportot sikeriilt biztonsaggal
elkiiloniteni: a Rus torzset, a BAdV-T7-et, 24BH-t, és BAdV-4-et magaban
foglald csoportot, valamint a BAdV-5-6t, BAdV-8-at, és az ,Ibex” izolatumot
tartalmazot. Igy a Rus izolatumrél megéllapithattuk, hogy megbizhatéan el-
kiiloniil a BAdV-7-24BH csoporttél, noha eredetileg BAdV-7 szerotipus egy
torzseként irtak le.

A hexon

Az atadenovirusokra jellemz§ a Il-es protein génjének elhelyezkedése is
az 6t korlilvevd génekhez képest. A pVI és a II kddold része kozti tavolsag
csak néhany nukleotid, mig a protedz-gén k6dolo részének vége atfed a hexon

fBenk6 Maria nem kozélt eredménye.
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3.18. abra. A p32K gének PCR segitségével felerdsitett darabjainak illesztése:

Ibex: ibex-héazikecske hibridbdl izolalt, nem szerotipizalt virus, 24BH: szévet-
tenyészetbdl izolalt ismeretlen virus, -7 hidnyzé szekvenciarész, ,,.:egyezés a
Rus szekvenciaval

ko6dol6 szakaszanak elejével.'® A Rus torzsnél is hasonlo az elrendezés, bar
az atfedés mindossze egy nukleotidnyi (3.1 &bra).

A hexon protein az adenovirusok egyik legjellemz&bb fehérjéje. Harom
azonos polipeptidbdl all, és mint a virus-kapszid f6 alkotoeleme, igen erds
megdrzottséget mutat a viruscsaladban. Génjének szekvenciija sok adeno-
virus torzsbél ismert. Rontgenkrisztallografids iton a HAdV-2 hexonjanak
harom dimenziés felépitését is meghataroztak.!''® Eszerint a nagy sfirtiségi
alapi részt féként B-redSkbdl All6 hengerek, a csticsi részt pedig harom hurok
épiti fel. Ez utébbiak a kapszid kiils§ felszinén talalhatok. A elsédleges szek-
vencian az alapi résznek megfelel§ két erGsen megérzott egységet a hurkok

variabilis és hipervariabilis szakaszai szakitjak meg!'%?%. Mivel a hexon gén
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BAdV-4 Rus

AdV-7, 24BH

BAdV-5, Ibex, BAdV-8
0.10

3.19. dbra. A p32K gének amplifikalt C-terminélis részébél Juke-Cantor té-
volsagindex alapjan, Fitch—Margoliash algoritmussal szamitott torzsfa. A 24—
BH és Ibex''" nem jellemzett izolatumok

szekvencidja igen sok adenovirus tipusbdl ismert, lehet§ség van a nemzet-
ségekre jellemzs sajatossdgok kiemelésére. 't A fenti jellemzsket figyelembe
véve megallapithato, hogy a hexon polipeptid kivaléan alkalmas filogeneti-
kai szdmitasokra. A hexon aminosav-szekvencidkon végzett tévolsag-métrix
szamités eredménye a 3.3.6 4bran lathat6. Az dgak hossza ardnyos a torzsek
kozotti'? tavolsaggal. A ,bootstrap” értékeket — az emberi adenovirusok ki-
vételével — feltiintettiik. A fat ,gyOkereztettiik™ a siadenovirusokat véilasz-
tottuk ,outgroup™nak, mivel ezek tekinthetSk a leg&sibb adenovirusoknak a

kétéltiekbsl valo szarmazés alapjan®.

Meg kell jegyezni azonban, hogy a tavolsdg-métrix szdmitasok csak az
egyes virusok kozti tavolsag mértékét hatdrozzak meg valamilyen paraméter-
tdblazatot felhasznalva. A szdmitésok alapjan készitett tavolsag alapi torzs-
fak ilymo6don a leszarmazéisra vonatkozélag nem nytijtanak biztos informé-
cidt. Mivel azonban az adghosszak ardnyosak a vizsgalt szekvencidk kozti ta-
volsdgokkal, az ilyen fak nagyon alkalmasak a kiilénb6z6 csoportok kozti
tavolsagok szemléltetésére. Ezért valasztottuk ezt a szAmitasi és abrazolasi
moédot. A 3.3.6 Abran bemutatott torzsfan is latszik a protedz enzim alapjan
szamitott fahoz hasonléan (3.3.5 dbra), hogy a virusok az egyes nemzetségek-
nek megfelelGen oszlanak meg. Lesziirhetjiik tehat azt a tanulsagot, hogy a
genomszerkezeti kiilonbségek alapjan készithet§ felosztast ala lehet tdmasz-
tani a konzervalt szekvencidkon végzett filogenetikai szamitésokkal is.
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3.20. Abra. A hexon fehérjékbél tavolsdg-matrix modszerrel szamitott torzsfa.




A fiber

A Rus virus fiber fehérjéje viszonylag révid. A DAdV-1-hez és az OAV287-
hez képest meglehetdsen kis méretii a feji része. A farki szakaszon a szekvencia
igen erGsen konzervalt, ahogy az a 3.21 abran is lathat6. A magi lokalizacio-
ért felelGs szignalon (NLS) és a penton-alaphoz k6t6d6 részen kiviil még egy
kiilénos, er6sen konzervalt szakasz talalhato itt, aminek a funkci6ja ismeret-
len.

w
=3

40
Rus RAGTGLESEGLIS};;KITD
BAdV-4 QAGNGLESEGLIJMSLKETD][J
0AV287 EAGKGLKSEGLISMS LNETDJ
DAdV-1 EAGSGLAVNGLQY%TAQA
HAdV-2 SPNGEQESPPGVMS LRVS EH

Sza'r

110
};TI NVDSs TIMA VDS
BT NLDS AS VD§
I TI LLSNSIBTTESD
W GF NLQDPIMG VI DG
EbT DTS APIMTI TS G

3.21. abra. Fiber fehérjék farki részének illesztése

A szér rész nagyjabol 15 aminosavnyi ismétlGdéseit® a legiijabb modellnek
22 megfelelGen a 3.22 abran tiintettiik fel. A HAdV-2-nél leirthoz hasonl6an
a harmadik ismétlédés ,szabélytalan”, de ezen til a Rus-nal, ebben a szer-
kezetben a ,szoros forduléra” hét esetben nem prolin, vagy glicin esik. Ez
azt jelenti, hogy ha a szér a modellben leirtaknak megfelelGen épiil fel, az
ismétlgdések harmadénal nagy valdszinfiséggel akkor is més szerkezet alakul
ki. Megemlitend§ még, hogy a hidrofébh mag aminosavainak illesztéséhez az
ismétlgdések mésodik pozicidjaba néhol hézagokat kell illeszteni.

A pllla és a penton-alap

A pllla protein feltehetSleg a peripentonalis hexonok és a VIl-es fe-
hérje kozti hid szerepét tolti be. Az emberi adenovirusoknél jellemzd ra az
H(MLD)xGTG” tipust protedz vAgasi hely,'?? ehelyett az atadenovirusoknal
a masik tipust (M/L/IxGx{G) talaljuk a C-termindlis kozelében. A Rusnél
kettd fordul els, ezek koziil a 490. poziciénal talalhatd ,,LEFGD{G” a nemzet-
ség eddig ismert tobbi tagjdban is megdrzott.

A penton alap (III-as protein) a HAdV-2-nél végzett vizsgalatok alapjan
fontos szerepet jatszik a virus sejtbe jutiasaban. A HAdV-2-ben, és még né-
hany mésik mastadenovirusban talaltak egy ,RGD”" motivumot, ami a sejt
integrinjeihez torténd kapcsolodashoz fontosnak tiint'?. Kideriilt azonban,
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3.22. dbra. A Rus fiberének aminosav-szekvencidja. A szarrész ismétlédései-
nek szdmozott pozici6i: hidroféb mag: 1, 2; széli hidroféb részek: 3, 5; | szoros
fordul6:"4.

hogy ez a motivum még a mastadenovirusok kozott sem fordul el§ &ltaléno-
san, 1241%126:2L20126:127 g Rus esetében is hidnyzik.

A pVI, pVII, pVIII és pX fehérjék

Ezek a virion kapszidjanak Osszeéllitasiban és rogzitésében fontos sze-
repet jatszé kis szerkezeti fehérjék prekurzorként keletkeznek, és a viralis
protedz hatésara érnek funkcionalis proteinekké.

A pVI fehérje fontos struktiralis része a virionnak, a virusmagot rogziti
a kapszidhoz. A Rus pVI proteinen is a tobbi homolég proteinre jellemzs
két protedz vagési hely taldlhatd: a 27. poziciénal bekdvetkezs vagishoz az
»~LRGTG” hely, a C-terminélis kézelében pedig mésik tipusi ,MTGDG” hely.
Az ut6bbi vagés eredménye a  GVNSVTRRYCY” peptid (VIc), ami a virélis
proteaz aktivalasaban jatszik kulcsszerepet!?®. Szekvenciaja megfelel a java-
solt ,,GVxxxxxxxCY” konszenzusnak .

A pVII a DNS-sel képez komplexet, felépitése a tobbi adenoviruséval egye-
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zik meg: a konzervalt N-termindlist egy pozitiv toltésti aminosavakban gaz-
dag, de egyébként nem megérzott C-terminalis kdveti, ami viszont az ata-
denovirusokra jellemzGen joval révidebb a mastadenovirusokénal. A pVII-
nek az Atadenovirus nemzetségre jellemz§ sajatossdganak tekinthetjiik azt
is, hogy az ezekre a fehérjékre jellemz§ két konszenzusos protedz vagési hely
koziil az egyik minden ilyen virusb6l ismert proteinben megvaltozott!®: a
(M/L/)xG1G tipust vagasi szekvencia helyett (M/L/1/)xAxtG szekvenciit
taldlunk, ami az (M/L/I/)xGxtG tipust hely egy véaltozatinak tekinthetd
(3.23 4bra).

A pVIII protein a hexon-alegységek bels§ szilarditasiban jatszik szere-
pet.A virusmagot” koti Ossze a kapsziddal. N- és C-termindlis része meg6r-
zOtt, rajta a Rus torzs esetében két potencialis protedz vagéasi hely is talal-
hatd, és ezek a nemzetség tobbi tagjdban is megvannak: a 117. poziciénal
(LTGTTG) és a 147-nél (LQGM{G). A mastadenovirusokndl csak az utébbi
megOrzott.

A pX az adenovirusok kevéssé konzervalt, kisméret(i és esszenciilis kom-
ponense, a kapszidon beliili pontos helye nem ismert. BelSle képzédik a u
peptid is, ami a DNS-hez kozvetleniil kapcsolodik. A latszolagos ellentmon-
das abbdl adddik, hogy nagy részét bazikus aminosavak halmaza alkotja,
konkrét aminosav szint meg8rzottség csak a C-termindlis kozelében van. Az
atadenovirusoknéal — a mastadenovirusokkal szemben'?® — csak egy proteéz
felismerd helyet taldlunk a masodik tipusiibdl, jelen esetben a 38. poziciénal
taldlhato vagassal (LTGTG).
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4. fejezet

Osszefoglalas

Munkénk sordn meghataroztuk a Rus szarvasmarha adenovirus izolatum
szinte teljes genomjénak bézissorrendjét. A kapott szekvencidk szamitogépes
analizisével megéllapitottuk a feltételezett fehérjék aminosav-szekvenciait. A
genomszerkezet és a kodolt fehérjék Osszehasonlité elemzésével bizonyitot-
tuk, hogy a Rus torzs altalanos genomszervez&dése eltér a Mastadenovirus
nemzetségnél megszokottol, viszont nagyon hasonlé a DAdV-1, OAV287 és
BAdV—4 virusoknal tapasztalthoz. Erre a virusra is jellemzd a tébbi adeno-
virus csoporttal homolog gének viszonylagos rovidsége, a kédold szakaszok
kozotti szokatlanul kis tavolsag, az E1B és B4 régiok eltérd dsszetétele, vala-
mint az E1A; V, IX gének és a mastadenovirus-szeri E3 régi6 hianya.

Az ITR szekvencidk 6sszehasonlitisabél megéllapitottuk, hogy azok Gssze-
tétele és hossza a javasolt nemzetségekre jellemzs eltéréseket mutat, amibél
arra kovetkeztethetiink, hogy az adenovirusok DNS-replikici6jarol f6ként a
HAdV-2 és HAdV-5 vizsgélata alapjin szerzett ismeretek egy jelent8s része
nem Aaltalanosithato6.

Az LH korai régiot elemezve megéallapitottuk, hogy az polimerazzal 4tfe-
déen koédolt, kordbban kiilonb6z6 adenovirusoknal leirt feltételezett fehérje
valdjaban ,miitermék”, az LH2 fehérje az &sszes atadenovirédlis megfelelsit
figyelembe véve nem Aall leszarmazési kapcsolatban a mastadenoviralis E1B
19K fehérjével, az LH3 pedig tavoli, de hatarozott rokonsigot mutat az E1B
55K mastadenovirus fehérjével.

Megtalaltuk a szintén csak erre a nemzetségre jellemz§ in. p32K protein
génjét. A szekvenciahomologidk keresése sorédn azonositottunk egy bakterialis
protein-csaladot, amely a p32K feltételezett funkci6jahoz hasonld szerepet
tolt be a bakteridlis sporulacié soran, és emellett bizonyos alacsony foki
hasonldésagot mutat szekvencia-szinten is.

E fehérje C-terminéalis konzervalt részét kddolé DNS-szakaszra olyan, di-
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agnosztikai célra alkalmasnak latsz6 PCR-médszert dolgoztunk ki, amelyek-
kel a birtokunkban 16v6 kérddzé eredetli adenovirus mintdkbol sikeriilt meg-
sokszoroznunk a kivint DNS-darabot. A PCR termékek szekvencidja alapjan
az atadenovirusok kozé soroltunk két, eddig molekuléris modszerrel még nem
jellemzett adenovirus izoldtumot is. Megmutattuk, hogy a kapott szekvencidk
alkalmasak a vizsgalt atadenovirusok csoportokba rendezésére, noha ez a cso-
portositis nem sziikségképpen esik egybe més géneken végzett filogenetikai
céli vizsgalatok eredményeivel.

A hexon és a DNS-polimeréz fehérjéken végzett filogenetikai szdmitasok-
kal megmutattuk, hogy az Adenoviridae csalddba tartoz6 virusok négy, egy-
mastol viszonylag tavol all6 csoportot alkotnak. Az a tény, hogy kiilonhozd
fehérjék alapjan végzett ilyen irdanyi vizsgilatok eredményei a nagyobb cso-
portok szintjén gyakorlatilag megegyeznek a genomszerkezeti eltérések alap-
jan végezhet§ csoportositassal, alatdmasztja a viruscsalad tjrafelosztasanak
sziikségességét 130,

Ugyanezekbdl a vizsgalatokbdl, valamint a p32K protein gén homold-
gok C-terminélis végeinek DNS szekvencidin végzett filogenetikai szamitasok
alapjan megéllapitottuk azt is, hogy az altalunk vizsgdlt Rus térzs nem so-
rolhaté a BAdV-7 tipusba, mint azt kordbban leirtak,? hanem egy 1j virus-
tipus. Eddigi vizsgilataink alapjan azt sztirhetjiik le, hogy az ismertté valt
atadenovirusok koziil a BAAV-4 virussal mutatja a legkdzelebbi rokonségot.

Az dgynevezett E3 régié méar ismert szekvencidjanak analizise soran meg-
hataroztuk a rajta potencidlisan kédolt harom fehérje aminosav-sorrendjét.
Az igy kapott aminosav-szekvencidkbol megallapitottuk, hogy a vizsgalt pro-
teinek egy, az atadenovirusokra altalanosan jellemzd, fehérje-csoport képvi-
sel6i. A nukleotid- és aminosav-szekvenciak elemzésével megmutattuk, hogy
ezek a fehérjék a genomok jobb végén lezajlott duplikéciok sordn alakultak ki.
Az elemzések alapjan felfedtiik a Rus virus e régiéjan tapasztalt duplikicidk
val6szint sorrendjét is.
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5. fejezet

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
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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 year, 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 Adenoviridaee 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
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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
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.
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6. fejezet

Koszonetnyilvanitas

Szeretnék kdszonetet mondani témavezetSimnek Benké Maridnak és Har-
rach Baldzsnak, a kapott téméaért, a szakmal irdnyitasért, és azért, hogy mun-
kdmat a laboratériumunkra oly jellemz8, baratsigos 1égkorben lehet&vé tet-
ték.

Kosz6ném munkatarsaimnak Dan Adamnak, Farkas Szilvianak, Kovacs
Gébornak és Ursu Krisztinanak a kozos munkat, a dolgozat javitasaban és
birdlatdban nytjtott segitségiiket. Kiilon koszonetet érdemelnek a dolgozat
azon részeinek technikai kivitelezésében nyijtott tdmogatasukért, amelyek-
hez Microsoft termékek igénybevételére volt sziikség. Dan Adamot kiilén ko-
szonet illeti, hogy a BAdV—-4 genomjanak szekvenalasanél szerzett adatokkal,
és a réla sz6l6 Ph.D. dolgozatéaval is segitséget mytjtott a Rus torzs szekven-
cidinak feldolgozasihoz. Ot és Ursu Krisztinat elismerés illeti azért is, hogy
az Orszagos Allategészségiigyi Intézettel kooperaciéban a DNS-szekvenalést
lehet6vé tették és benne sokat segitettek.

Kovacs Gabort a filogenetikai szamitasok elvégzésében nytjtott fontos
segitségét szeretném kiilon is kiemelni.

Koszonet illeti Egyed Laszlot tandcsaiért és hasznos észrevételeiért.

Végiil szeretném megkdszonni feleségemnek Vibok Ildinek, hogy szorgos
munkaval rengeteg hibat gyomlalt ki a kéziratbdl, és végtelen tiirelemmel
viselte az utols6 heteket is.
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A. Fuggelék

Az illesztésekhez hasznalt
fehérjék génbanki elérhetdsége

Virus Gén vagy Fehérje | Elérési szam
BAdV-1 ITR M17112
BAdV-2 DBP AAB16762
BAdV-2 proteéiz U44124
BAdV-3 hexon K01264
BAdV-3 ITR M17113
BAdV-3 E1B55K (264844
BAdV-3 proteaz X53990
BAdV—4 DBP Q997H7
BAdV—4 E4.2 Q997HO
BAdV—4 hexon AF036092
BAdV—4 ITR AF238883
BAdV—4 LH2 Qo97I7
BAdV—4 LH3 Q99716
BAdV—4 fiber (Q997H2
BAdV—4 p32K NP 077384
BAdV—4 RH2 Q997G4
BAdV—4 RH6 Q997G8
BAdV—4 RH1 Q997G3
BAdV—4 RH4 Q997G6
BAdV-5 hexon AF207658
BAdV-5 ITR AF238881
BAdV-6 hexon AF2076559
BAdV-7 hexon AF238232
BAdV-7 proteaz X53989
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Virus Gén vagy Fehérje | Elérési szam
BAdV-8 hexon AF238233
BAdV-10 DBP AAC35886
BAdV-10 ITR AF238882
BAdV-10 proteaz AF027599
CAdV-1 DBP AAB05445
CAdV-1 E4 34K Q96690
CAdV-1 hexon Ub5001
CAdV-1 ITR YO07760
CAdV-2 E4 34K P87568
CAdV-2 hexon U77082
CAdV-2 ITR U77082
DAdV-1 19.4k 011427
DAdV-1 19.9k 011427
DAdV-1 DBP 011422
DAdV-1 E1BS 011412
DAdV-1 E4 011425
DAdV-1 fiber 011424
DAdV-1 hexon Y 09598
DAdV-1 ITR 786066
DAdV-1 LH3 011412
DAdV-1 p24K CAAT0797
EAdV-1 hexon L79955
EAdV-1 ITR K009377
EAdV-2 hexon L8007
FAdV-1 DBP AACH4914
FAdV-1 hexon U46993
FAdV-1 ITR K00940
FAdV-8 DBP QIQMT1
FAdV-9 hexon AF083975
FAdV-9 ITR AF02125310
FAdV-10 hexon U26221
FrAdv-1 DBP NP 062445
FrAdvV-1 hexon AF224336
FrAdv-1 ITR AF224336
GAdV-1 hexon AF207660
HAdV-1 hexon AF161519
HAdV-2 DBP NP _ 040527
HAdV-2 hexon JO1917
HAdV-2 E4 34K P03239
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Virus Gén vagy Fehérje | Elérési szam
HAdV-2 LH2 P87658
HAdV-2 ITR JO1917
HAdV-3 hexon X76549
HAdV-3 ITR J01960
HAdV-3 proteaz X13271
HAdV-4 hexon X84646
HAdV-4 ITR J01964
HAdV-4 DBP P06500
HAdV-4 E1B 55K P03243
HAdV-5 DBP P03265
HAdV-5 fiber P11818
HAdV-5 hexon M73260
HAdV-6 hexon X67710
HAdV-7 DBP P04497
HAdV-7 hexon X76551
HAdV-7 E1B 55K P03245
HAdV-8 hexon AF161561
HAdV-9 E4 34K P89083
HAdV-9 hexon AF161562
HAdV-9 ITR J01994
HAdV-12 hexon X73487
HAdV-12 ITR X73487
HAdV-12 DBP P04498
HAdV-16 hexon X74662
HAdV-17 hexon AF108105
HAdV-19 hexon AF161565
HAdV-21 hexon AJ012091
HAdV-37 hexon AB023555
HAdV-40 hexon X51782
HAdV-41 DBP AAA52196
HAdV-41 hexon X51783
HAdV-41 ITR M20300
HAdV-48 hexon U20821
MAdV-1 hexon Ub7336
MAdV-1 ITR M37187
MAdV-1 proteéiz M19540
OAdV-3 proteéiz AF153447
OAV287 DBP Q83907
OAV287 E4.3 P88027
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Virus

Gén vagy Fehérje

Elérési szam

OAV287 E4.2 P88027
OAV287 hexon U40837
OAV287 ITR U40839
OAV287 LH2 Q83923
OAV287 LH3 (83924
OAV287 fiber (83893
OAV287 p32K AAB19237
OAV287 RH1 Q83921
OAV287 RH2 Q83920
OAV287 RH4 Q83918
OAV287 RH6 Q83916
OdAdV-1 EIB T QoQCU5
OdAdV-1 hexon AF198354
PAdV-1 ITR L43075
PAdV-2 ITR L43076
PAdV-3 DBP CAB41032
PAdV-3 hexon U34592
PAdV-3 ITR L43077
PAdV—4 ITR L43078
PAdV-5 DBP Q994D7
PAdV-5 E4 ORF6 QI8VKA
PAdV-5 ITR L43079
PoAdV-1 hexon AF338822
PoAdV-1 proteéiz AF338823
Rus ITR AF238880
SAdV-8 ITR M28838
SAdV-21 hexon AR101858
SAdV-25 DBP Q8UYT8
SAdV-25 hexon AR101859
TAdV-3 DBP NC_ 001958
TAdV-3 hexon AF074946
TAdV-3 ITR AF074946
TsAdV-1 ITR V01485
Bacillus megaterium SAS2 BACME | P10571
Bacillus subtilis SAS_BACSU NP 390835
Bacillus subtilis SAS3_BACSU P02958
Sporosarcina halophila | SAS1_SPOHA Q00213
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