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Roviditések jegyzéke

2,6-DMBQ - 2,6-dimethoxy-p-benzokinon

2-MBQ — 2-methoxy-benzokinon

AdV — adenovirus

AIDS — acquired immunodeficiency syndrome (szerzett immunhianyos tiinetegyiittes)
ATCC — American Type Culture Collection

AVP — adenovirus proteaz

bp — bazispar

BSA — bovin szérum albumin

C2HsOH — etil-alkohol

CAR — Coxsackie-adenovirus receptor

CAS — Chemical Abstracts Service (regisztracids szam a vegyi anyagok azonositasara)
CAYV - canine (kutya) adenovirus

COX — ciklooxigenaz

CPH — citopatias hatas

DAPI — 4’ ,6-diamidino-2-fenilindol

dGTP — deoxiguanozin-trifoszfat

DMEM - Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium

DMSO - dimetil-szulfoxid

DNS — dezoxiribonukleinsav

DSG2 — desmoglein 2

ECso — effektiv koncentréacio fele

EDTA — etilén-diamin-tetraecetsav

ELISA — enzyme-linked immunosorbent assay

FBS — foetalis borju savo

FDA — Food and Drug Administration

FE — fert6z6 egység

FeAdV — Feline adenovirus

FIV — feline (macska) immundeficiencia virus

FIV-M2 — feline (macska) immundeficiencia virus Pisa-M2 izolatum
FIV-Pet — feline (macska) immundeficiencia virus Petaluma izolatum

GRAS — Generally Recognized as Safe (altalanosan biztonsagosan elismert)



HAdV — human adenovirus

HCI — hidrogén-klorid (s6sav)

HD — helper-dependens (helper fliggd)

HEK-293 — human embryonic kidney 293 cells (human embrionalis vesesejt)
HIV — human immundeficiencia virus

HPV — human papillomavirus

HRP- horseradish-peroxidaz

HSCT — hematopoetikus 0ssejt-transzplantaciéd

ICs0 — half maximal inhibitory concentration (50%-os gatld koncentracio)
ICAM — intracellularis adhézids molekula

ICTV — International Committee on Taxonomy of Viruses (Nemzetk6zi Virustaxonomiai
Bizottsag)

IFN — interferon

IgCAM — immunoglobulin superfamily cell adhesion molecule

IL-10 — interleukin-10

ISG — interferon-stimulalta gének

LTR — long terminal repeat (hosszl terminalis ismétlddés)

m/m% — tomegszazalék

MAdV — marten (nyest) adenovirus

MHC — major histocompatibility complex (f6 hisztokompatibilitasi komplex)
moi — multiplicity of infection (fert6zés mennyisége)

MRNS — hirvivé RNS (messenger RNS)

MUSCLE — Multiple Sequence Comparison by Log-Expectation (T6bbszoros nukleotid
szekvencia illesztésére alkalmas program)

NaClO — natrium-hipoklorit

NaOH — natrium-hidroxid

NGS — next—generation sequencing (ujgeneracios szekvenalas)

NK sejt — nautral killer sejt (természetes 610sejt)

ORF — open reading frame (nyitott leolvasasi keret)

PARP — poli-(adenozin difoszfat-rib6z)-polimeraz

PBS — foszfatpufferelt sdoldat

PCR — polimeraz lancreakcio



ppm — parts per million

PRD — retinoblasztoma protein

RC — replication-competent (replikacio kompetens)

RD - replication-defective (replikacio hibas)

REA — restrikcios enzim analizis

RNS — ribonukleinsav

RPMI 1640 — Roswell Park Memorial Institute 1640 tapfolyadék
SAdV - simian (majom) adenovirus

SCID — stlyos kombinalt immunhianyos szindroma

SFU/ml — syncytium forming unit/ml (szincicium képz6 egység/ml)
SPF — specific pathogen free (meghatarozott kérokozoktol mentes)
TCIDsp — 50% tissue culture infectious dose (szovetkulturat 50%-ban fert6z6 dozis)
TGF-B — transzformald novekedési faktor béta

Th sejt — helper T sejt

TNF — tumor nekrozis faktor

TP — terminalis protein

VA-RNS — virus asszocialt RNS

WHO — World Health Organization



1. Bevezetés

1. 1. Adenovirusok altalanos jellemzo6i

Az adenovirusok (AdV) a Rowavirales rend, Adenoviridae csalad tagjai (1).
Széles korben eldfordulnak gerincesekben, igy halakban, kétéltliekben, hiillokben,
madarakban és emldsokben, tehat az emberben is (2). Az emberi adenovirusok a
Mastadenovirus nemzettséghez tartoznak. A fajok legfrissebb taxondémiai elnevezése
Human mastadenovirus és hét speciesre oszlanak A-G-ig (1). Az egyes csoportokhoz
tartoz6 fajok altal okozott betegségek és tiinetek hasonlok. Meningoencephalitist okoznak
az A, B és D, holyaggyulladast, szaru- és kotohartya-gyulladast a B és D, hepatitist a C,
pneumoniat a B, C és E, gasztroenteritist az F és G csoport tagjai, de a fertézés helyén
akar tobb faj is jelen lehet egyszerre (3). A fajokon beliil a Human Adenovirus Working
Group jelenleg Osszesen 111 tipust tart nyilvan, amely magéaba foglalja a szero- ¢és
genotipusokat egyarant, ez a szam pedig folyamatosan ndvekszik (4). Kordbban az
osztalyozas szérum neutralizcid és hemagglutinacios tulajdonsadgok alapjan tortént, ez
alapjan 51 szerotipusrol beszélhetiink, manapsdg azonban a teljes genomi szevencidk
bioinformatikai analizise a mérvadd. Az elérhetd szekvencidk szamdnak novekedése
lehetdvé teszi azt is, hogy részletesebb filogenetikai elemzéseket is végezziink, segitve
ezzel a még pontosabb osztalyozast (5, 6).

Az adenovirusok kozepes méretli (70-100 nm), burok nélkiili, szimmetrikus
ikozaéder alaku partikuldk. A legnagyobb peplon nélkiili virusok, orokitdanyaguk 34-36
kb-os kettés szalt, linearis DNS. Az adenovirusok 11 strukturalis fehérjével
rendelkeznek, amelyek harom csoportba sorolhatok (1. abra) (7). A hexon, a penton bazis
¢és a fiber a 10 kapszid fehérjék, a VI, Illa, VIII és a IX a kisebb kapszid proteinek, a
terminalis, Mu, VII, V fehérjék pedig a mag proteinek csoportjat alkotjak (8, 7). A
viruskapszid 240 hexon €s az ikozaéder csucsain elhelyezkedd 12 penton molekuldbol all
Ossze. A pentonokat a penton bazis és a beldle kinyulo fiber molekula alkotja, amelyek a
viruspenetracidban vesznek részt azaltal, hogy a gazdasejt felszini receptoraihoz
kotddnek A fiber harom tovabbi részre, a feji (knob), nyaki (shaft) és farki (tail) régiora
bonthato. A knob domén egy gOmbszerii struktira, a fehérje C-terminalis részén
helyezkedik el, ez kotddik az elsddleges sejtreceptorhoz. A shaft domén kiilonb6zd

hosszusadgu az egyes adenovirus tipusoknal, ez befolydsolja a fiber rugalmassagat,



valamint a gazdasejt integrinjeihez vald kotédést. A fiber molekula nagyon vékony
struktira, igy konnyen le tud szakadni a virusrol, amely ezaltal -elvesziti
fert6zOképességét (3, 6, 7, 9). A virus kisebb fehérjéi, a Illa, VI, VIII és IX a kapszid
stabilizalasédban jatszanak szerepet, valamint részt vesznek az endoszoéma penetracioban,
a transzkripcidés aktivalasban ¢és a sejtmagi folyamatok atszervezddésében. A
magfehérjék, mint a V, VII, X és a terminalis protein (TP) 1épnek kdlcsonhatasba a virus
orokitéanyagaval, megkonnyitve példaul a sejtmagba jutast (8, 7).

F6 kapszid fehérjék

() Hexon
I Fiber

W Penton bazis

Kisebb kapszid fehérjék

&)  Illa fehérje
V'  IX fehérje
@ VI fehérje
= VI fehérje

Mag fehérjék

1k V fehérje
@ VII fehérje
Mu fehérje

U Terminalis fehérje

1. 4bra. A human adenovirus (HAdV) sematikus dbrazoldsa, amely bemutatja a virion 11

ey

A legtobb adenovirus esetén a Coxsackie-adenovirus receptor (CAR) az
els6dleges kotdhely. Az Immunglobulin szupercsalad tagja, sejtadhézidos molekula
(IgCAM). Klasszikus szerkezettel rendelkezik, f6 részei az extracellularis domén, a
transzmembran domén és egy intracellularis domén (11). Az embrionalis fejlédés soran
kiilonbozé szervekben expresszalodik epitél sejteken, példdul a gyomor-bél és a
1égz8szervi traktusban, a majban, vesében, nyirokrendszerben, sziv-és vazizom sejtekben
¢s a him reproduktiv rendszerben, de megtalalhaté két sejt kozotti kapcsolodasi pontokon
is (11, 12). A fiber-CAR kotodés szerkezeti vizsgalatai feltartak, hogy feltehetleg csak

harom CAR molekula tud a fiber knob doménjéhez kotni, amely nagy affinitast kotést



hoz létre, lehetdvé téve ezzel a virusok internalizacidjat. Azok az adenovirus tipusok,
amelyeknek a fiber fehérje knob doménje a megfelelé konzervalt
aminosavszekvenciakkal rendelkezik, képes lesz a CAR-t hasznalni a sejt fertézésére (7,
13). Azonban nem csak a knob, de a shaft domén is szerepet jatszik a receptorhoz vald
kotddésben, ugyanis a fiber hossza és a rugalmassaga befolyasolhatja a fiber-CAR
kapcsolodast (14). A megfigyelések azt mutatjak, hogy az adenovirusok nem csak a sejtbe
valo bejutdshoz hasznalhatjak a CAR-t, hanem a szdveti barriereken torténd atjutashoz
is. Feltételezhetd, hogy a fiber protein képes megszakitani a sejtek kozotti adhéziot és
képes eljutni a 1éghti hamszovet tavolabbi részeire, majd egy masik gazdara (15). Ahogy
a neve is mutatja, a CAR nem csak az adenovirus, hanem a coxsackievirus B receptora is
(7).

szlikséges konzervalt aminosavszekvencia, akkor az adenovirus més receptort hasznal
elsddlegesként a sejthez vald kotddéshez (7). A B és D csalad szamos tagja a CD46
receptorhoz kapcsolodik (16, 17). A CD46 a komplementszabalyozo fehérjék csaladjaba
tartozik, minden sejtmaggal rendelkezé emberi sejtben expresszalddd transzmembran
protein, amely szdmos baktérium és virus belépési receptora. Az adenovirusokon kiviil
példaul a kanyar6 virus Edmonston torzse, Streptococcus A csoportja, 1V-es tipusu
pilussal rendelkez6 Neisseria gonorrhoeae és Neisseria meningitidis is a CD46
receptorhoz  kotédik (18). Egyetlen transzmembran doménnel és egy rovid
citoplazmatikus farokkal rendelkezd molekula. A CAR-hoz hasonléan hirom CD46
képesek kapcsolodni. Az adenovirushoz valo kotddés konformaciovaltozast idéz elo a
CD46 molekulaban (7).

Wang és munkatarsai (2011) azonositottak, hogy az AdV-3, AdV-7, AdV-11 és
AdV-14, tehat a B tipus tobb tagja a desmoglein 2-t (DSG2) hasznaljak elsddleges
receptorként. A DSG2 egy kélcium-ko6té transzmembran glikoprotein, a cadherin
fehérjecsalad tagja, a hamsejtek kozotti adhézids szerkezet egyik alkotorésze. Az Ad-
DSG2 kotés atmenetileg megnyitja a sejtek kozotti szoros kapcsolatokat (tight junction)
és hozzajarul az olyan receptorok felszabadulasahoz, mint pl. a CD46 (19). A D csoportba
tartoz6 adenovirusok a sejtfelszini a (2,3) tartalmt glikokonjugadtumokhoz kotott

szialsavat hasznaljak receptorként (20).



Az AdV-ok av integrineket hasznalnak masodlagos receptorként a sejtbejutashoz.
Az integrinek a heterodimer sejtfelszini receptorcsalad specifikus tagjai, olyan
sejtbiologiai  folyamatokban vesznek részt, mint a sejtadhézio, sejtvandorlas,
differencialodas, vagy a proliferacio (7, 21). Egy meghatarozott arginin-glicin-
aszparaginsav (RGD) tripeptidszekvenciaval rendelkezd matrixmolekula képes az
integrineken keresztiil sejtadhézi6 kialakitdsara. Az AdV penton bazis mind az &t
alegysége tartalmazza ezt az RGD szekvenciat, amelyek az ellenanyagkdtést, igy
feltehetdleg az integrin kotést is lehetdvé teszik (7). RGD felismerd integrinek kozé
tartozik az asP1, aupPa és szinte az Osszes av integrin. A pentonbazis és az oy integrin
kapcsolata (leggyakrabban az avf3 és az avfs) biztositja az adenovirusok internalizaciojat
a klatrin burkos vezikulakba (21).

Az AdV-ok kolcsonhatasa a gazdaszervezet sejtjeivel igen Gsszetett (2. abra). Az
adenovirus bejutasat elsé 1épésként a fiber molekula knob doménje biztositja. Epitdp
része a CAR-hoz kotddik €s a két molekula kozott interakeio eldsegiti a virus klatrin-
medialt endocitozisat ko-operalva egyéb tarsreceptorokkal, mint az integrinek (21). Az
integrineknek kritikus szerepiik van tobb sejtfunkcioban, a mikrobialis korokozok pedig
sz¢les korben felismerik 6ket, igy konnyedén képesek megtamadni szamos gazdasejtet,
amelyek felszinén expresszalodnak ezek az adhézidos molekulak (22). Miutan az
adenovirusok penton bazisa kolcsonhatasba 1épett az avps és az avPs intergrinekkel, a
korai endoszomaban a virus alacsony pH-ju kornyezetben részlegesen lebomlik, igy a
viruskapszid csucsain elhelyezkedd fehérjék (pl. fiber, pentonbazis Illa, penton koriili
hexonok), felszabadulnak. A pontos szétszerelddési mechanizmus nem ismert, de
feltételezhetGen egy internalis kapszid fehérje, a VI-es protein felszabadulasa segiti elé
az endoszdma membran felbomléasat, igy a virionok bejutnak a citoplazmaba, ahol a
mikrotubulus motorok (dynein) segitségével, vektorilis transzporttal eljut a sejtmagig.
A virélis DNS a nukledris poruskomplexen at jut be a sejtmagba, ahol megtorténik a virus

DNS replikacidja, az Gj virusrészecskék termelése és Osszeszerelése (7, 23, 24).



citoplazma

klatrin-medialt
endocitdzis

késo1
endoszoma

cstics- és VI fehérjék
felszabadulésa,

< / endoszomalizis

sejtmag

DNS
import

mikrotubulus

2. abra. Az adenovirus sejtbe torténd bejutasanak sematikus dbrazolésa. 1. 1épés: a virus
fibere az elsddleges receptorhoz kapcsolodik. 2. 1épés: a penton bézis kapcsolatba 1ép az
av integrinekkel, amely klatrin medialta endocitézist valt ki. 3. Iépés: a Kkorai
endoszoémaban a virus alacsony pH-ji kornyezetben részlegesen lebomlik. 4. 1épés: a
1épés: a VI fehérje lehetévé teszi az endoszoma felbomlasat, a virion a mikrotubulusokon
keresztiil a magporus komplexhez szallitodik. 6. 1épés: a virus DNS-e a nukledris

péruskomplexen at bekeriil a sejtmagba ((25) alapjan sajat abra).

Az AdV-ok nagyon ellenallok, nedvességmentes kornyezetben akar tobb hétig is
fert6zoképesek maradnak, de az egyes szerotipusok eltérd stabilitassal rendelkeznek a
kiilonbozd fiziko-kémiai hatasokkal szemben. Altaldnossagban elmondhato, hogy széles
pH tartomanyban képesek megdrizni a fertdzoképességiiket, savasabb kdrnyezetben, pl.

a gyomorban, epében is tilélnek, még a székletben is kimutathatok. Az AdV-ok 30 percen
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beliil elpusztulnak 56°C-0s hokezelés vagy UV sugarzas hatasara. Mivel burok nélkiili
virusok, ezért sok fert6tlenitd szerrel szemben ellenallok. Az adenovirussal szennyezett
eszk6zok és feliiletek fertStlenitésére tobbek kozott 85-95%-0s alkoholos oldatok (pl. etil-
alkohol), kb. 5000 parts per million (ppm) natrium-hipoklorid, 0,55%-0s ortho-
phthalaldehid, 2,4%-nal toményebb glutaraldehid vagy a 0,2%-0s perecetsav is
alkalmazhaté, a behatéasi idé pedig felhasznalt szertél fiigg. Eterrel és kloroformmal
szemben ellenallonak bizonyultak. A hatékony fertétlenités kiemelten fontos a
korhazakban, megakadalyozva ezzel a transzplanticidos ¢és az intenziv terdpias

osztalyokon a virus terjedését (3, 6).

1.2. Gazdasejtre haté molekuliaris mechanizmusok

Az adenovirusok genomja erésen kondenzalt, korai, koztes és késdi régiokra
oszlik. A virus fert6z6 ciklusat korai és késoi szakaszra bonthatjuk. A korai szakaszban a
korai virusgének atirasa torténik, amelyek blokkoljak a gazdaszervezet immunvalaszat és
az apoptozist azaltal, hogy elésegitik a virus replikaciojat és a kés6i gének expresszidjat
(26). A virusgenom korai transzkripcios régidjat az E1A, E1B, E3, E4 és E2 gének
alkotjak. Az E1A irodik at elsdként, amely elésegiti a DNS-replikaciot, az E2, E3 és E4
transzkripcids egységek expresszidjat, amelyek létfontossaguak a genom replikacidjahoz
¢s a gazdasejt antiviralis immunvalaszanak elnyomasahoz (27). Megakadalyozza a
retinoblasztoma protein (pRB) és az E2F komplex kialakulésat, ami végso soron az E2F
hirvive RNS (mRNS)-atirodast segitdé fehérjék aktivalasahoz vezet, kivaltva a sejt
kontrollaltalan novekedését (26, 28). Normal esetben ugyanis az E2F transzkripcios
faktorcsaladhoz kot a G1/S atmenetet szabalyozo pRb, igy a sejt a G1 fazisban marad.
Adenovirus fertdzés soran azonban az E1A régio altal kodolt fehérjék fogjak megkotni a
PRB-t, igy az E2F felszabadul és aktivalja az S-fazisban sziikséges géneket (28, 29). Az
E2F aktivalodasa lehetévé teszi az E2 replikacidhoz sziikséges korai génjeinek
kifejezodését. Az adenovirusok eldszeretettel fertdznek differencialt, nem oszt6do
hamszovetet, igy az E1A indukalta sejtproliferacio eldsegiti az epitelidlis-mezenchimalis
atalakulast és a virus DNS replikaciojat, a tumorszuppressziv sajatossaga pedig a
mezenchimalis-epitelidlis transzformécionak kedveznek. Az EIA gén onkogén ¢és
tumorszuppressziv tulajdonsagai tehat egyiittesen elényds kornyezetet biztositanak a

virus sokszorozodasahoz (29, 30). Az E1B miikodésével kapcsolatban még sok
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ismeretlen tényezd van, de az mar ismert, hogy részt vesz az onkogén transzformacidban,
valamint elnyomja az interferon-stimulalta géneket (ISG) és a p53 szabalyozast, (31). A
p53 képes blokkolni a sejtciklust a G1/S atmenetben, vagy akar apoptdzist okozni, az E1B
azonban olyan fehérjéket kodol, amelyek a p53 represszoraként miikddnek és eldsegitik
a virusreplikaciot (29). Az E3 transzkripcios egység szamos fehérjét kodol, amelyek
gatoljak a gazdaszervezet immunvalaszat. Megakadalyozzak példaul az antigén
prezentacidt, a gyulladasos ingereket és gatoljak a fo hisztokompatibilitdsi komplex
(MHC)-I transzportjat az endoplazmatikus retikulumbol a plazmamembranba,
fehérjék gatoljak a citotoxikus T-sejtek és a citokinek, példaul a tumor nekrozis faktor
(TNF) altal indukalt sejthalalt (32). Az E4 régid fehérjéi jelentds hatassal vannak a
gazdasejt anyagcseréjére. A géntermékek modosithatjdk fertézés soran a transzkripciot,
szerepet jatszanak a virus DNS replikaciojaban, jelen vannak az RNS splicing sordn és
aktiv tagjai a fert6zés korai szakaszabol a késGi szakaszba vald atmenetnek, az E4
fehérjéinek egy része pedig onkogén tulajdonsdgokkal is bir (33). Az E4 16kusz szamos
Mastadenovirusban, igy a human tipusokban is konzervalt, ezért feltételezhetGen
kijatssza a fajspecifikus velesziiletett immunvalaszt (34).

A virusgenom replikacioja utan a késleltetett korai gének, a [Va2 és a IX gének
elinditjak a virus ciklus kovetkezd szakaszat, a késoi fazist. A késoi traszkripcios egységet
Ot késdi mRNS csoportra lehet bontani, L1-L5-ig, amelyek kiilonb6z6 szerkezeti
fehérjéket kodolnak. Ebben a szakaszban irddik at 18, egyetlen pre-mRNS-bdl szarmazo
fehérje, mint példaul a penton, hexon, fiber és egyéb kapszidproteinek. Az adenovirusok
sejtciklusa soran a gazdasejt szamos cellularis Gtvonala megvaltozik. A DNS-javitd
enzimek miikddése, a gazdaszervezet antiviralis valaszat kivaltd interferon utvonalak
gatlodnak, a sejtes mRNS nem képes kijutni a citoplazméba, de az adenovirus mRNS
atirodas gondtalanul lezajlik ott (26).

AdV 2-vel és 5-tel fert6zott hamsejteken, fluoreszcens mikroszkoppal végzett
vizsgalatok kimutattak, hogy a virusok kb. 5-15 percen beliill megtapadnak a sejten,
bejutnak és elérik a citoplazmat, majd 30-45 perc mulva elérik a nuklearis porus
komplexet, a viralis genom felszabadul, és a sejtmagba importalodik. A fertézés utan 1-
2 oraval kezdddik el a génexpresszid, amelynek elsé 1épése az E1A fehérje termelddése.

A replikacios kompartmentek a virus sejtbe torténd belépését kovetden 6-8 o6ra mulva
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keletkeznek, ez pedig mar a gazdasejt magjaban morfologiai valtozasokat is eldidéz.
Mieldtt Osszeszerelddnének a kapszidok a sejtmagban, a szerkezeti fehérjék késoi
génexpresszidjahoz még sziikség van egy replikaciora. Miutan a replikalt genomok
csomagolasa a IVa protein részvételével megtortént, az 0j virionok adenovirus proteaz
(AVP) segitségével érési folyamaton esnek at és végiil kiszabadulnak a sejtbdl. Fontos
megjegyezni, hogy a fent emlitett folyamatok iddtartama nagyban fligg az egyes

kisérletek koriilményeitdl, az alkalmazott sejttipustol és a virus mennyiségétol (27).

1.3. Adenovirusok altal kivaltott immunvalaszok

Az adenovirus fertdzés a gazdaszervezet velesziiletett (természetes) és adaptiv
(szerzett) immunvalaszat is kivaltja. A velesziiletett immunvalasz a szervezet elsd
védelmi vonala, amely egy gyors €s azonnali reakcié a fertézésekre és a kérokozok
eliminalasara, azonban nem specifikus, mivel a receptorai genetikailag kodoltak. Ezzel
szemben az adaptiv immunitds esetében a receptor gének szomatikus rekombinacidja
lehetdve teszi, hogy a T- ¢és B-limfocitdk fokuszaltan képesek legyenek felismerni a
patogéneket és 1étrejojjon az immunoldgiai memoria, amely ismétlodo fertdzés esetén
segit felismerni az ugyanolyan, vagy hasonl6d korokozokat. A szerzett immunvalasz a

fertdzést kovetden kb. négy nappal aktivalodik teljesen (35, 36).

1.3.1. Velesziiletett immunvalasz

A velesziiletett immunitas elsésorban mechanikai, kémiai, sejtes és kemokin-
vagy citokinvédelembdl tevodik dssze (37).

A mechanikai védelem része példaul a tiidonyalkahartya megtisztuldsa és a
kohoges. A nyalkaban szdmos gatloanyag talalhat6, mint példaul a nyalka szerkezetében
talalhato szialsav-maradék, amely a virusok altal hasznalt sejtreceptorokhoz kotddik,
megakadalyozva ezzel a virusok fertdzoképességét. Az adenovirusok esetében ez a
folyamat ugyan nem bizonyitott, de mivel egyes adenovirusok a szialsavat hasznaljak
sejtfelszini receptorként, igy sejtkornyezettdl és AdV tipustol fiiggden a természetes
immunrendszer ezen mechanizmusa gatolhatja a sejthez valé kotddést (35).

A kémiai védekezés elemei koziil az antimikrobidlis peptideket érdemes

megemliteni adenovirusok kapcsan. Az antimikrobidlis peptidek 5 pm-nél kisebb
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részecskék, amelyek megkeriilve a mechanikai védelmet, képesek eljutni a terminalis
légutakhoz. A molekuldknak harom f6 csoportja van: a defenzinek, a katelicidinek és a
thrombicidinek (35). A defenzinek antimikrobialis hatassal rendelkeznek baktériumok,
gombak és bizonyos burkos virusok ellen. Ugyan az adenovirusok burok nélkiili virusok,
ugy tlinik, hogy a defenzinek mégis gatoljak az AdV fert6z6képességét, mert
megakadalyozzak a virus kicsomagolodasat ¢és az endoszomalis VI fehérje
felszabadulasat, ezaltal pedig a virus genom kiszabadulasat és sejtmagba jutasat (38).

A sejtes védekezésben a rezidens €s a vérarambol toborzott sejtek egyarant részt
vesznek, f6leg a neutrofilek, a makrofagok és a természetes 616sejtek (NK sejtek) (7, 36).
A neutrofilek komplement vagy IgG jelenlétében internalizaljdk az adenovirust és a
tiidéhoz vonzddnak (39). A legjelentdsebb rezidens sejtek az alveolaris makrofagok,
amelyek mintafelismer6 receptorok segitségével felismerik, bekebelezik és
megsemmisitik a korokozokat, valamint antigénprezentald tulajdonsagokkal segitik az
adaptiv immunrendszer beindulasat (35). Gyulladasos reakcidkat valtanak ki és
elkezdenek proinflammatorikus citokineket termelni (8).

Ezek a gyulladasos reakciok szerepet jatszanak az adenovirusok szovetkarositd
hatasaban. Sejtmigracidt indukalé hatdsuk alapjan megkiilonboztetiink kemotaktikus
citokineket (kemokinek) és nem kemotaktikus citokineket (35). A kemokinek és a
citokinek olyan szignalmolekuldk, amelyek olyan sejten beliili és sejten kiviili
immunvédelmi (féleg gyulladasos) folyamatokat inditanak el, amelyek végsd soron a
gazdaszervezet védelmét szolgaljak (40). A kemokinek vonzzak a gyulladésos sejteket,
aktivaldé ¢és proliferativ hatassal birnak. A nem kemotaktikus citokinek szintén
rendelkeznek ilyen tulajdonsadgokkal, emellett pedig kozvetetten stimuldljak a
kemokineket, igy serkentik a kemotaxist (35). Az adenovirus fertézésre adott valaszként
a kovetkezé molekuldk szabadulnak fel: citokinek koziil példaul az IL-1a, IL-1pB, IL-6,
IL-8, IL-10, IFN-y, IFN-a, TNF-a, mig kemokinek esetében a CCL2, CCL3 és CXCL10.
Ezek a citokinek és kemokinek nem csak emberben, de szamos mas fajban is dominalnak.
Vélhetoleg ezek a gyulladast eldsegité molekuldk nélkiilozhetetlenek az antiviralis
immunvalasz kialakuldsaban, a betegség sulyossaga pedig korreldl a kemokinek és a
citokinek mennyiségével és a fert6zés helyén eltoltott idejiikkel (40, 41). Az adenovirus
fertdzés kovetkeztében kialakulo citokinvalasz 6nmagdban is fontos szerepet jatszik a

betegség lefolyasaban. Klinikai megfigyelések azt mutattdk, hogy a proinflammatorikus
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citokinek nagyobb mennyiségii felszabadulasa és elhtizodo6 expresszidja jellemzd azoknal
a betegeknél, akiknél az adenovirus fertdzés sulyosabb betegséget okozott. Az IL-6, IL-8
¢s TNF-a megnovekedett koncentracidja Osszefliggésben van kiilonbozé gyermek
adenovirus fertézés sulyossagaval, ugyanis hipoperfuziot, hullamz6 lazat,

gorcsrohamokat €s szeptikus sokkot is okozhatnak (41, 42).

1.3.2. Adaptivimmunvalasz

A velesziiletett immunrendszer sejtjei immunszabalyozd aktivitasuk révén
hozzajarulnak az adaptiv immunitas beinditdsdhoz, amelyben virusspecifikus T-és B-
limfocitak vesznek részt (43, 44). AdV fert6zés utan csoport- és tipusspecifikus antitestek
alakulnak ki a legtobb emberben. A csoportspecifikus ellenanyagok a hexon ellen (amely
minden adenovirusban azonos), mig a tipusspecifikus ellenanyagok a fiber ellen (amely
faj-és tipusspecifikus antigéndeterminansokat hordoz) termelédnek. A csoport-specifikus
antitestekre nem jellemz6 a neutralizacio, mig a tipus-specifikus ellenanyagok a
viruskapszid hipervariabilis régidit tamadva képesek semlegesiteni az extracellularis
virust (6, 45).

A virusellenes antitestek szamos mdodon képesek megakadalyozni a virus sejten
kiviili terjedését. A virushoz kotott ellenanyagok Fc része a fagocita sejtek felszini
receptoraihoz kot, igy a virionok gyorsabban eltavolithatok a keringésbdl. Fertdzott sejtek
feliiletén torténd felhalmozodasukkal megakadalyozzdk a virus kijutasat a sejtbdl,
valamint komplement aktivalo szerepiik révén a fertdzott sejt lizalasat idézhetik eld.
Kozvetett modon hozzéjarulnak a T és B sejtek szamadra torténd antigénprezentaciohoz
(43). A virus a gazdasejtbe jutva valosziniileg védve lesz az antitestekkel szemben, igy a
sejtes immunvalaszok veszik célba, a CD4" (helper) és CD8" (citotoxikus) T-limfocitak
elpusztitjak a fert6zott sejtet (44). A citotoxikus T-sejtek aktivalasahoz olyan
virusfehérjék feldolgozasa sziikséges, amelyeket endogén moddon termelnek, vagy
fagocitalnak a dentritikus €s egyéb antigénprezetald sejtek. A HAdV-specifikus
citotoxikus T-limfocitak perforin-fiiggd mechanizmus segitségével lizaljak a fert6zott
sejteket. A helper T-sejtek miikodésbe 1épéséhez olyan sejtek sziikségesek, amelyek mas
sejtek altal kivalasztott antigéneket internalizalnak és prezentdlnak. A CD4" T-
limfocitaknak kulcsszerepe van az antiviralis immunitasban, direkt (citokinek

termelésével) és indirekt (B- és citotoxikus T-sejtek segitésével) modon részt vesznek a
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virusellenes valaszok 1étrejottében (43, 46). Az alapjan, hogy milyen gyulladasos
fehérjéket termelnek, megkiilonboztetink Thl és Th2 sejteket. A Thl sejteknek a
cellularis immunvalasz szabalyozasdban ¢és a virusellenes hatdsokban, mig a Th2
sejteknek az ellenanyagtermelésben van szerepe (47).

Az akut fertdzéseket kovetd korai adaptiv immunvalaszban fontos szerepe van a
B-limfocitaknak, amelyek neutralizal6 antitesteket termelnek és megakadalyozzak, hogy
a virus a sejtbe jusson. Ezek a protektiv ellenanyagok a természetes antitestek
szabalyozott szekrécioja révén, akkor is létrejonnek, ha a gazdaszervezetet még nem érte
mikrobialis timadas. Az extrafollikuldris ingerek altal szekretalt B-sejtek erds gazdasejt
védo valaszt tudnak kialakitani, a centrum germinativumban végbemend érési folyamatok
pedig hosszutavon is védelmet biztositanak a szervezet szamara, ugyanis plazmasejtek €s
memoria B-sejtek termelédnek, amelyek hozzajarulnak a hatékonyabb B-sejt valaszhoz
egy ismételt expozicidt kovetden (48).

Egészséges egyénekben az AdV gyakran hosszatavu tiinetmentes fertézést okoz,
az elsddleges immunvalaszok altalaban nem tudjék a virust teljes mértékben eliminélni a
gazdaszervezetbdl. Ahhoz, hogy az AdV ¢letképes maradjon és terjedhessen a sejtek
kozott, ki kell jatszania a gazdaszervezet virusellenes immunvalaszat (49).

HAdV-re vonatkozé vizsgalatok szerint a genom szamos immunmodulalo fehérjét
kodolé gént tartalmaz. Az E1A régioban atirodd proteinek képesek csokkenteni a
sejtfelszini MHC-I szintjét transzformalt patkdny és human sejtekben, igy az
antigénprezentaci6 romlik és a fert6zott sejtek nem esnek aldozatul a citotoxikus T-sejtek
lizisének (50). Az E1A fehérjék I-es tipusu IFN-ellenes hatasokkal is rendelkeznek. Ezek
az antiviralis citokinek a gazdaszervezet antiviralis immunvalaszanak korai elemei koz¢
tartoznak. Az l-es tipusi IFN-receptorokhoz olyan ligandumok koétddnek, amelyek
szamos gén, koztiik virusellenes fehérjék transzkripciojat segitik eld. Az I-es tipusu IFN-
ok fokozzdk az sejtfelszini MHC-I molekulak expresszidjat, aktivaljadk az NK sejtek
litikus képességét tehat szamos mddon részt vesznek a virus semlegesitésében. Az E1A
régiorol atirddott proteinek azonban gatoljak az I-es tipust IFN-receptorok jelatviteli
fehérjéit és az IFN-a és IFN-f gének transzkripcios aktivitasat (51).

Az adenovirus genom Un. virus asszocialt RNS-eket (VA-RNS) kodol, amelyek
szintézise a fert6zés korai szakaszaban kezdddik. A VA-RNS szintén megakadalyozza az

I-es tipust IFN virusellenes hatasait (51). Az E3 domén 4ltal kodolt fehérjék tobb
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immunelkeriild mechanizmusban is szerepet jatszanak, gatoljdk a TNF aktivitasat és

TNF- és Fas-fiiggd apoptozist (32).

1.4. Adenovirusok jarvanytana

Az adenovirusok gazdaspecificitasa altalaban sziik, legfeljebb egy, vagy néhany
kozeli rokon gerinces fajra korlatozodik, azonban a szakirodalom tobb esetben is
beszamolt mar fajok k6zotti terjedésrdl vagy adaptaciorol (52).
uj AdV faj okozott jarvanyos elhullast az allatok korében, meglehetdsen magas, 83%-0S
mortalitassal. Ezzel egyidében az éllatokkal foglalkoz6 kutatoknal akut 1éghti tiinetek
alakultak ki, az antitestvizsgalat pedig megerésitette, hogy ugyanaz az 0j AdV okozza a
megbetegedéseket, amely a kisérleti allatok kozott is kitort, rdadasul az egyik paciens
csaladtagja is, aki nem érintkezett az allatokkal, szeropozitiv lett (53).

Adenovirusokat 1979-6ta mutatnak ki tengeri emlés6kbdl. Brazilidban Chiappetta
és munkatarsai (2017) 23 szabadon ¢él6, majelégtelenségben szenvedd dél-amerikai
medvefoka iriilékébol sikeresen mutattak ki AdV DNS fragmentumokat, amelyek
nagyfoki hasonlosagot mutattak a HAdV-C speciessel. Mivel a vizsgalt terliletek
emberek altal slirlin lakottak, az allatok pedig eldszeretettel latogatjak a strandokat, igy
fennall a lehetdsége annak, hogy a hasonldsdg oka a fokak és az emberek kozotti
érintkezés (54).

Nyuszt m4jabol kimutatott adenovirus 71%-0s azonossdgot mutatott egy 3-as
tipust madar AdV-vel, ami felveti a lehetdségét annak, hogy adenovirus atvitel tortént az
eltérd faji ragadozo és zsdkmanya kozott, igy az 1-es tipusu nyest adenovirus (marten
adenovirus type 1, MAdV-1) esetleg egy fert6zott madar elejtése utan tudta megfertézni
a vizsgalt allatot (55).

Egy koreai allatkertben elpusztult ndstény eurdpai vidra boncolasa soran szintén
adenovirus fertézésre utald majelhalds tiineteit észlelték. Az elvégzett PCR reakciok
alapjan az allat kutya adenovirus 1-es (CAV-1) tipusaval fert6z6dott meg. Erre a virusra
leginkabb a vadonéld kutyafélék, mint a nyérc €s a blizds borz fogékony, de akar tengeri
vidrak 1s megfertézOdhetnek, ezért a fogsagban tartott allatok gondozéisa soran

elengedhetetlen a megfelel6 higiénia az AdV-ok atvitelének megelézése érdekében (56).
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A haziallatok és emberi enteralis virusok vadon €16 fajokra torténd atterjedéséhez
nagy valdszinliséggel hozzajarul az élohelyek novekvd antropizalasa, igy tobbek kozott
a HAdV is egyre nagyobb aranyban terjed a vadon él6 ragadozokban. Pamparokak
székletmintdban példaul konvencionalis PCR technikaval HAdV-C, CAV-1 és -2
genomokat mutattak ki (57).

Vadon €16 macskafélékben eddig csak egyszer szamoltak be AdV fertdzésrol, egy
fogsagban tartott, majelégtelenségben szenvedo leopardnal (58). Hazimacskékban az elsé
AdV fertézést Kennedy ¢és Mullaney (1993) észlelte egy macska leukémiavirussal
fert6zott egyedben. Az eset soran elektronmikroszkop segitségével, sejtmagon beliili
zarvanytesteket tapasztaltak az endothél sejtekben (59). Az esetet késébb PCR-rel is
megerésitették (60).

Ezek adatok is rdmutatnak arra, hogy a potencialisan kérokozé virusokkal valo
tartos fert6zés jelenlétét figyelembe kell venni az allatok élohelyek kozotti
attelepitésekor, valamint fogsadgban tartott allatok allatkertbe torténd athelyezésekor.
Ezenkiviil fontos kiemelni, hogy az adenovirusokat, mint a fajok kozotti jarvanykitorések
lehetséges okait, szigoruan figyelemmel kell kisérni (53, 55).

A legtobb HAAV évszaktol és foldrajzi helytdl fliggetleniil, vilagszerte eléfordul,
egyes tipusok orszadgokra, régidkra jellemzok, de foldrészek kozotti atvitelek
eléfordulhatnak, ekkor ) dominans torzsek jelenthetnek meg adott helyen. Az egyes
HAJV tipusokat mas-mas szovettropizmus jellemzi, ezért lehet, hogy a fert6zés csak egy
bizonyos szervre korlatozodik, de akar tobbszervi érintettség is el6fordulhat (3). A virus
cseppfertdzéssel, torok-és szemvaladékkal, vizelettel, faecalis-ordlis uton, valamint
szennyezett targyak feliiletérdl keriilhet a szervezetbe, de a latens virus is képes
reaktivalodni és klinikai tiineteket okozni (3, 5).

A B és C tipust HAdV-k 1égtti megbetegedéseket okoznak, az F és G tipusok a
gyomor-bélrendszeri megbetegedésekért feleldsek, jarvanyos kotéhartyagyulladasokban
ugyan a B csoport tagjai is eléfordulhatnak, de a D tipusi HAdV-ok dominalnak. Mivel
a D alcsoporthoz tartozé HAdV-k széles szovettropizmussal rendelkeznek, igy nem csak
az adenovirus okozta szemfert6zésekben, hanem a fent emlitett betegségek
mindegyikében megjelenhetnek (61). A leggyakoribb, emberi megbetegedést okozd
tipusok a HAdV-C1, -C2, -C5, -B3, -B7, -B21, -E4 és -F41. Immunhianyos betegekben
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¢s transzplantaltak korében foleg a C tipusok dominalnak (C1, -C2, -C5), de el6fordul
még emellett HAdV-A12, -A31, -B3, -B11, -B16, -B34 és -B35 (3).

A lappangasi id6 2-14 nap, a primer fert6zések tobbsége 5 éves kor elott, foleg az
elsé 2 életévben torténik, amikor a humoralis immunvalasz még nincs teljesen kifejlédve
(3, 62). Az adenovirus fertézések soran latens virushordozas johet 1étre. Az els6 fertdzés
soran  episzomalis formaban a nyirokszovetekben, elsdsorban  T-sejtekben,
veseparenchymaban ¢és mas szovetekben akar évekig képesek lappangani, majd
kiilonbozé hatasokra, vagy immunszuppreszié kialakuldasa esetén kismértékben
elkezdhetnek szaporodni a limfocitdkban ¢s reaktivalédhatnak. Ez hetekig vagy
hoénapokig is tartd tiinetmentes virusiiritést, perzisztenciat okoz. Mivel a sejtbe 1épéshez
sziikséges receptorok szamos sejt felszinén prezentalodnak, ezért a reaktivalodott virusok
szdmos korképet tudnak kialakitani, ami féleg immunszuppresszalt betegek esetében

komoly kovetkezményekkel jarhat (6, 63, 64).

1.5. Adenovirus fert6zések immunkompetens betegekben

Immunkompetens egyéneknél a fertdzés altalaban tlinetmentes, vagy enyhe
tiinetekkel jar, inkdbb szezonalis jarvanyok figyelhetok meg, télen, vagy kora tavasszal.
Esetiikben a {6 kockazati tényezd, hogy a zart kdzosségekben gyorsan terjedhet, féleg
felso léguti megbetegedéseket okozhat. Egészséges személyekben ritkan alakul ki stlyos,
disszeminalt infekciod (3, 62, 65). A fatalis kimenetel szintén nem jellemzd, esetenként a
kialakult tlidogyulladas szovodmeényént fordul eld, azonban az utdbbi iddkben
beszamoltak olyan tipusokrol (pl. HAdV-14) vagy rekombinansokrol, amelyek esetén a
fertdzott betegek nagyobb aranyban igényeltek intenziv terdpids tdmogatast, és a

halalozas is magasabb volt (62, 66).

1.5.1 Léguti fertozések

Adenovirus fertdzés esetén leggyakrabban léguti megbetegedés jellemzd. A
gyermekkorban kb. 5-10%-a, felnéttkorban kb. 1-7%-a a 1éguti megbetegedéseknek
adenovirus eredetti, a tiinetek az esetek nagy részében két héten beliil spontan gyogyulnak
és tipus-specifikus neutralizalo ellenanyagok termelddnek a szervezetben (5, 67). A

klinikai manifesztaciok megnyilvanulhatnak k6hogés, lazzal jaro, torok, mandula-, garat-
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vagy kozépfiilgyulladds formajaban. Tiidogyulladds féleg az ujsziilottek vagy a
csecsemok korében jellemzd, de ritkan egészséges felndtteknél is eléfordul. Ujsziilott
intenziv vagy kronikus osztalyokon, 6vodakban, arvahazakban endémiés formaban fordul
eld, amelyet a B tipus tagjai okoznak. Zart kozdsségekben, mint példaul szocidlis
intézményekben, bentlakdsos iskolakban, laktanydkban akut 1égiti HAdV jarvanyok
alakulhatnak ki influenzaszeri tiinetekkel, esetenként 1€gcsd- és horgdgyulladassal vagy

hasmenéssel (5, 6, 68).

1.5.2. Szemfertozések

A szemet érintd adenovirdlis fertdzések jarvanyos kotohartyagyulladéast, nem-
specifikus kotéhartyagyulladast, vagy léguti tiinetekhez tarsulva pharyngoconjunctivalis
lazat okoznak. A megbetegedések altalaban felnétteknél fordulnak eld, a nyari
honapokban gyakoribbak, ugyanis a nem megfelelden klorozott medencék vagy az
édesvizi tavak idedlis kornyezetet nyujtanak az AdV transzmisszidjdhoz (5). Korhazi
fert6z6dések formajaban viszonylag gyakran el6fordul, mivel a korai tiinetek pl. voros
szem, nem specifikusak, ezért szennyezett szemészeti miiszerekkel, oldatokkal, kézzel
konnyen atvihetd. A nosocomidlis jarvanyok megfékezése csak szigoru ellendrzésekkel

és a sterilizalasi szabalyok betartasaval érhet6 el (69, 70).

1.5.3. Gastrointestinalis és hhagyuti fertézések

A gyomor-bélrendszeri fertdzésekre a csecsemdk és a kisgyermekek a leginkabb
fogékonyak, esetiilkben akkor is kialakulhatnak a tiinetek, ha az elsddleges fertézés a
léguti traktust érinti. A tiinetek leggyakrabban gasztroenteritis és hasmenés, ritkdn
haemorrhagias vastagbélgyulladas, hepatitis, epeholyag gyulladas vagy hasnyalmirigy
gyulladas formajaban manifesztalodnak (5). Egyes tipusok (pl. HAdV-11, -21, 37) akut
haemorrhagias hugyholyaggyulladast vagy hugycségyulladast okozhatnak (71, 72). A
36-os tipus Osszefiiggésbe hozhatd az elhizéssal, foleg a gyermekek korében, ugyanis
kivaltja a zsirsejtek differencidlédasat, metabolikus zavarokat okoz és fokozza olyan

gének kifejezodését, amelyek szerepet jatszanak az elhizasban (73).
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1.5.4. Egyéb, ritka fertozések

Immunkompetens egyénekben ritkdn encephalitis, meningitis, szivizomgyulladas,
kardiomiopatia, mononukleozis jellegli tiinetek, tiid6 diszplazia, gyerekeknél

bélelzarddas, vagy hirtelen csecsemdhalal fordulhat el (5).

1.6. Adenovirus fertézések immunhiianyos betegekben

Velesziiletett vagy szerzett immunhidnyos egyéneknél a primer fertézés sulyos
lefolyésu, legtobbszor azonban a virus reaktivalddasa okozza a korképeket. A beteg
¢letkoratol, az alapbetegség jellegétol, az érintett szervtdl és a HAAV tipusatol fiiggden
tiildégyulladaés, hepatitisz, vérzéses holyaggyulladés, vastagbélgyulladas, hasnyalmirigy-
gyulladas, meningoencephalitis jellemz6 (61).

1.6.1. Velesziiletett immunhidnyos allapotok

A velesziiletett vagy kogenitdlis immundeficiencia rendellenességei az
immunsejtek nem megfeleld fejlodésébdl és érési folyamataibdl eredeztethetdk, ennek
kovetkeztében a gazdaszervezet fogékonyabba valik a fertdzésekre (61). AdV fertdzés
kovetkeztében disszemindlt vagy stlyos, ismétlddd 1éguti fertdzddések alakulhatnak ki,
melynek kovetkeztében a halalozasi arany tobb mint 50%. 2-3 éves gyermekek sulyos
kombinalt immunhianyos szindromaval (SCID), akiknek a humordlis és a cellularis
immunitasuk sérilt, vagy hianyzik, rendkiviil fogékonyak az adenovirus fertdzésekre. A
rendellenesség X kromoszomahoz kotott, igy fiokban gyakoribb, a kiilonb6zd tipusok
mas-mas szervet érintd megbetegedést okoznak, tiidégyulladas, haemorrhagis cystitis,
hepatitis, gastrointestinalis tiinetek jellemzdek. D1 George szindroma, X-kromoszémahoz
kotott agammaglobulinaemia, CD40 ligand deficiencia szintén hajlamosit a stlyos
adenovirus fertdzésekre, ezen immunhidnyos allapotok soran meningitis, encephalitis,
aplasztikus vérszegénység, maj- és lépmegnagyobbodas mellett az adenovirus fert6zés
akar halalos kimenetellel is jarhat (6, 61, 74, 75).

Immunszuppresszioval jard terhesség soran az adenovirusok reaktivalodhatnak, a

placentan 4tjutva pedig foetalis betegségeket, leggyakrabban hydrops fetalist és
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intrauterin novekedési elmaradast okozhat, de egyéb korképek, példaul myocarditis,

intracranialis eltérések, vagy iker-transzfizios szindroma is kialakulhat (76).

1.6.2. Szerzett immunhianyos allapotok

Szerzett immundeficiencias allapotok tobb okra visszavezethetden IS
kialakulhatnak, a betegséget okoz6 AdV tipusa és a klinikai manifesztacio pedig a beteg
életkoratol, valamint az érintett szervt6l fliggden igen valtozatos lehet (74, 75).

Az adenovirus reaktivalodds szempontjabol a hematopoetikus Ossejt-
transzplantaciét (HSCT) igényld betegek az egyik legveszélyeztetettebbek, ez a
beavatkozas ugyanis nagymértékii immunszuppresszidval jar. Ezekben az egyénekben 5-
47%-o0s ardnyban (gyermekek esetében nagyobb szdzalékban, mint felndtteknél) alakul
ki AdV fertdzés a transzplanticiot kovetden, sulyos, akéar tobb szervet érintd
tiinetek kialakulasat, de atlagosan 100 napon beliil izoldljak a virust, leggyakrabban
székletbdl, vizeletbdl vagy torokbol (5, 61, 77).

Szervatiiltetett recipiensekben a betegség elsésorban az atiiltetett szervet érinti. Az
allograft tipusatdl és az immunszuppresszido mértékétdl fiiggéen vese recipienseknél
11%-ban, mé;j recipienseknél 3,5-38%-ban, sziv, tiidd és sziv-tiid6 recipienseknél 7-50%-
ban, bél és multivisceralis recipienseknél 4,3-57,1%- ban fordul el6 adenovirus infekcid
(78). A fert6zést altalaban a transzplantaciot kovetd honapokban detektaljak, de
eléfordult mar haldlos kimenetelii megbetegedés tobb mint egy évvel az atiiltetést
kovetden is (62).

A human immundeficiencia virus (HIV) éaltal okozott szerzett immunhidnyos
tiinetegylittessel (AIDS) jelentkezd celluldris immunhiany szintén kedvez az adenovirus
fert6zéseknek. Széleskorli szervtropizmusuk révén az AdV-ok fontos szerepet jatszanak
az AIDS progresszidjaban (75). Leggyakrabban gastrointestinalis fertézéseket és
nephritist okoznak, emellett jellemz6 korkép még a pneumonia, a meningoencephalitis és
a hepatitis, de akar stlyos, disszeminalt fert6zés is kialakulhat (61, 79). A HIV betegek
12-28%-nal fordul el6 valamilyen AdV okozta megbetegedés, amely a diagnozist kovetd
két honapon beliil az esetek 45%-aban halallal végzodik (80). Tekintve, hogy az AIDS
betegekben mas opportunista patogének is fertézést tudnak okozni, igy a halélesetek nem

kothetok kizarolag az AdV infekcidhoz (81). Leggyakrabban a D és B fajok mutathatok
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ki a béltraktusbol és a vizeletbdl, utobbival akar hosszu ideig, tiinetmentesen is liriilhet az
AdV. Fontos kiemelni, hogy az AIDS betegekben a hosszutav virushordozas miatt
kiilonboz6 tipusok egyiittesen is jelen lehetnek, ez pedig felveti a mutaciok és a
rekombinacié lehetdségét a tipusok kozott és a tipusokon beliil. A virus E1A ¢és E1B
géntermékei rdadasul eldsegitik a HIV replikaciojat a long terminal repeat (LTR)-
szekvenciak aktivalasa révén, igy sulyosbitjak az AIDS korlefolyasat (5, 82, 83).

A daganatos megbetegedések soran alkalmazott intenziv citotoxikus ¢és
immunszuppressziv  terapiak  szintén AdV  reaktivaciot  eredményezhetnek.
Leggyakrabban pneumonia forméjaban jelentkeznek a tiinetek, féleg a B ¢és C fajok
dominalnak (74, 84). Ragcsalokban torténd vizsgalatok kimutattak, hogy az adenovirus
géntermékek onkogén, valamint immunrendszer elkeriild tulajdonsagaik révén
daganatokat okozhatnak (6). Emberekben a daganatkeltd képességet még nem sikertiilt
egyértelmiien bizonyitani, de felmeriilt a gyant, hogy egyes malignitdsokban (pl. non-
Hodgkin lymphomaban, urogenitalis tumorok esetén) kofaktor szerepe van a virusnak

(85, 86).

1.7. Adenovirusok diagnosztikaja

Az AdV-ok detektalhatok a fertdzés helyén, példaul orr-garatvaladékbol,
bronchoalveolaris mosasboél, vérbol, vizeletbdl, székletbol (5).

A hagyomanyos viruskimutatasi modszerek koz€ tartozik a virusizolalas, a direkt
¢és indirekt antigén kimutatas, a szovettani vizsgalatok és az elektronmikroszkopia. A
virus a megfeleld emberi eredetli sejtvonalakon (pl. HeLa, Hep-2, A549, HEK) jol
szaporodik és citopatias hatast (CPH) valt ki, amely a felhasznalt sejttipustol fiiggden 2-
10 napon beliil észlelhet6 (61, 87). A direkt antigénkimutatas a csoport-specifikus hexon
antigén kimutatasara alkalmas immunfluoreszcens vagy ELISA (enzyme-linked
immunosorbent assay) vizsgdlatokkal, az indirekt antigénkimutatds pedig
immunkromatografiaval, vagy latex agglutinacioval torténik (61, 88). Az antitestek
kimutatasanak az AdV vektorterapidban lehet fontosabb szerepe, amikor a kezelés eldtt
és kozben sziikség lehet az ellenanyagok mindségi €s mennyiségi felmérésére a
neutralizacio elkeriilése érdekében (6). AdV fertdzott szoveteket vizsgalva szoveti
elvaltozas tapasztalhatd, a fertdzott sejtek megnagyobbodott magjaban bazofil zdrvanyok

lathatok, in situ hibridizaci6, immunhisztokémia vagy polimeraz lancreakcié (PCR)
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segitségével pedig meg lehet erdsiteni az adenovirus jelenlétét a szovetben. A virus
egyedi, ikozaéderes morfoldgidja elektronmikroszkoppal is lathatd fert6zott sejtek
magjaban, parakristalyos aggregatumok tarsasagaban. A fert6zott sejtek mellet ezzel a
modszerrel székletmintabol is kimutathaté a virus, de a klinikai rutinlaboratériumok
korében az elektronmikroszkopos vizsgalat nem elterjedt (61, 89).

Bar a sejtkulturdkon torténé AdV vizsgalatok még mindig ,,gold standard”-nek
tekinthetdk, ez és a tobbi hagyomanyos modszer iddigényes és korlatozott érzékenységti,
ezért a laboratoriumok attértek a molekularis technikakra, mint pl. a PCR, amely mara a
human klinikai virologia egyik legfontosabb rutin diagnosztikai eszkoze lett (61, 90). A
immunhidnyos betegek esetében is gyorsan eredményt ad. A probak konzervalt vagy
hipervariabilis AdV szekvencidkon (féleg E1A, EIB, VA-RNS, hexon vagy fiber)
alapulnak, csoport- és tipusspecifikus primerekkel, amelyek barmilyen mintatipusbol
kivalo érzékenységgel és specificitassal képesek kimutatni az AdV-okat (84).

Immunhianyos betegekben a leginformativabb mintatipus a periférias vér.
Amennyiben itt mar kimutathatdé a virus jelenléte, az magas kockazati disszeminalt
fert6zést jelez, a molekularis modszerek azonban nagyon jol alkalmazhatok az ilyen
jellegtli infekciok diagnosztikdjara is, transzplantalt recipienseknél pedig az ismételt PCR
vizsgalatok lehetOséget adnak arra, hogy az AdV szervezetbe jutasa esetén, még a tliinetek
megjelenése el6tt elkezdhessék a terapiat (3, 5). A valdés idejii (real-time) PCR-ek
segitségével raadasul nyomon kovethetd a virus mennyiségének valtozasa a terapia soran,
azonban fontos szem el6tt tartani, hogy a virusterhelés nem feltétleniil egyenes aranyos a
tiinetek megjelenésével, valamint a betegség sulyossagaval (5, 90).

A rutin diagnosztikai laboratoriumok jellemzéen nem végeznek AdV tipizalast,
amelynek elsdsorban epidemioldgiai szerepe van, de informativ értékkel birhat az egyes
tipusok elkiilonitése szokatlan, vagy stlyos fertézések esetén, valamint a megfeleld
kezelés kivalasztasa sordn. A genotipizalas restrikcios enzim analizissel (REA), egyszalu
konformacié polimorfizmus analizissel vagy heteroduplex mobilitasi vizsgélattal, a
klasszikus szerotipizalasi modszerek pedig neutralizacioval vagy a hemagglutinacio
gatlassal torténtek (5, 61).

Mivel ezek az AdV tipus elkiilonité modszerek 1d6- és koltségigényesek, ezért a

legtobb laboratorium itt is attért a gyors és megbizhatd, leginkabb a fiber génekre és a
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hipervariabilis régiokra fokuszald multiplex PCR-ek, illetve a hexon ¢és a fiber géneken
alapuld, vagy a teljes genom szekvenalasi modszerck alkalmazasara (5, 61).
Hagyomanyos, elsé generacios szekvenalasi technologia a Sanger szekvenalds, amely
99,99%-o0s pontossagu, viszont iddigényes modszer. Az Gjgeneracios (next-generation
sequencing, NGS) szekvenalas meglehetésen draga, ezért a rutindiagnosztikaban kevésbé
elterjedt, raadasul a leolvasasokat egy referencia genomhoz vagy transzkriptomhoz kell
illeszteni, igy a mutaciok vagy a rekombinaciok gyakran figyelmen kiviil maradnak. A
nanorészecskékkel végzett szekvenalds alacsony koltségli és kevés mintaelokészitést
igényel, azonban nagy hibaarannyal ad eredményt (91). A szekvenalasi technologiak
fejlodése és a koltségek csokkenése a jovoben varhatdan egyre tobb laboratorium szamara
megengedi, hogy az ujgeneracios és a teljes genom szekvenalas a rutindiagnosztikaban is

elérhet6vé valjon (3).

1.8. Adenovirus fert6zések kezelése, terapiaja

Az immunkompetens betegek nagy része tlinetmentes a virémia idején, vagy
enyhe tiineteket tapasztalnak, gyakran spontan gyogyulnak és nem igényelnek orvosi
ellatast. A sulyos, kérhazi ellatast igényld, féleg immunszuppresszalt paciensek, akiknél
az immunszuppresszié nem csokkenthetd vagy sulyos limfocitopéniaban szenvednek,
megfontoland6 az antiviralis kezelés alkalmazéasa. Az adenovirus fert6zés ellen jelenleg
nincs az amerikai Elelmiszer- és Gyogyszerengedélyeztetési Hivatal (Food and Drug
Administration, FDA) altal engedélyezett specifikus terapia, de vannak gyogyszerek,
amelyek hatdsosnak bizonyulnak a virus ellen, bar az AdV ellenes antiviralis terapiakrol
a legtobb elérhetd adat in vitro vizsgalatok korében késziilt (3, 5, 61). Szamos nukleozid
¢és nukleotid analog igéretesnek bizonyul AdV ellen azaltal, hogy a fert6zott sejtekben
gatolja a viralis DNS-polimeraz kozvetitett DNS replikéciot, ilyen a ribavirin, a cidofovir,
a brincidofovir, a ganciklovir, a zalcitabin vagy a stavudin (92).

A ribavirin egy purin (guanozin) nukleozid analdég, in vitro aktivitassal
rendelkezik szamos DNS és RNS virus ellen. Nem tisztazott, hogy hogyan hat az AdV
ellen, de tobb mechanizmus is ismert a szer esetében, példaul gatolja a viruspolimerazok
aktivitasat és noveli a mutaciokat az ujonnan szintetizalt DNS-ek esetén (61). Morfin és
munkatarsai (2005) tobb AdV tipust megvizsgaltak és azt talaltak, hogy csak a C faj tagjai

érzékenyek a ribavirinre, in vivo hatékonysagi vizsgalatai azonban ellentmondasosak (3,

25



93). Mellékhatasa enyhe vérszegénység lehet, amely visszafordithato, ezért érdemes
megfontolni a terapias alkalmazasat. Oralisan, intravénasan €s aeroszolos kezelési modok
is elérheté (3, 61). Intravénasan az AdV fertézés altal okozott sulyosabb
megbetegedésekben, példaul tiidogyulladas, gyomorhurut vagy haemorrhagias cystitis
esetén alkalmazzak (92).

A cidofovir egy aciklikus nukleozid-foszfat analog, amely foszfat csoporttal
rendelkezik, igy nem igényel cellularis foszforilaciot, képes gatolni a DNS polimerazt és
a virus replikacidjat (5, 61, 92). DNS virusokkal szemben antiviralis hatasa van, in vitro
kisérletek alapjan ugy tiinik, hogy minden fajban hatasos az AdV ellen, bar el6fordulnak
rezisztens mutansok (3, 94). Jelenleg az egyik legjobb AdV elleni in vitro aktivitassal
rendelkezd virusellenes szer, fOleg a csontveld- és szervatiiltetettek esetében hasznaljak.
Intravéndsan érhetd el, de szamos kozponti idegrendszeri mellékhatast, vesekarosodast,
csontvel6-Szuppresszidt, uveitist és retinatoxicitast is megfigyeltek az alkalmazésa soran.
A vesekéarosodds minimalizdlasdban segit a hidratdlas és a probenecid tartalmt
készitmények. A terdpia idOtartama néhany héttél néhany honapig is eltarthat, hossza
Azon betegek esetében, ahol nagyobb esély van a disszemindlt fert6zés kialakulasara,
célszerli lehet preemptiv terapiat alkalmazni. Féleg HSCT és szervtranszpltantaciot
kovetden érdemes a virus megjelenését monitorozni a szervezetben, igy mar a tiinetek €s
a gyulladasos valaszok megjelenése el6tt elkezdddhet a cidofovir terapia (5, 61, 94). A
brincidofovir (CMXO001) a cidofovir lipidkonjugatuma, azonban kevesebb mellékhatassal
rendelkezik és kevésbé toxikus. Minden kétszalt DNS virus ellen antiviralis hatast mutat.
Oralisan adhato, miutan athalad a bélfalon, bejut a célsejtbe, ahol felszabadul a cidofovir
(94).

A ganciklovir a 2’-dezoxiguanozin szintetikus analdgja, amely virus kinazok altali
foszforilaciot igényel, hogy sejtes kindzok 4ltal katalizalt mechanizmusok soran
ganciklovir mono-, majd ganciklovir di- és trifoszfatta alakulhasson. A ganciklovir-
trifoszfat kompetitiv gatlgja a deoxiguanozin-trifoszfatnak (dGTP), megakadalyozza a
viralis DNS polimerazokat és megzavarja az AdV DNS szintézisét. Mivel azonban az
AdV-ok sejtes kinazai nem tul hatékonyak a foszforilezésben, ezért a ganciklovir nem

tinik tGl hatdsosnak a fertdzések kezelésében, de Ossejt-transzplantaltak esetén a
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citomegalovirus-profilaxis céljabol adott ganciklovir valamennyire csokkentette az AdV
fert6zések eléfordulasat (3, 95).

A zalcitabin egy nukleozid reverz-transzkriptaz gatlo, in vivo és in vitro
koriilmények kozott is AdV ellenes hatassal rendelkezik, bar csak AdV-2, -4, -8 és 37-es
tipussal torténtek vizsgalatok. Szajon 4t bevehetd tabletta formajaban elérhetd, azonban
dozisfiiggé modon periférias neuropatiat és nyeldcséfekélyt valthat ki (92).

A stavudin egy pirimidin (timidin) nukleozid analdg, nukleozid reverz
transzkriptaz inhibitorok koz¢ tartozik. A celluléaris kindz foszforilezése utan stavudin-
trifoszfatta alakul, igy képes leallitani a DNS szintézist. Alapvetéen a HIV terapiaban
alkalmazzak, de a 3-as és a 4-es tipusi AdV ellen jelentds gatldo hatast fejtett ki.
Szarmazéka, a stampidin in vitro és in vivo hatasosnak bizonyult gyogyszerérzékeny és
gyogyszerrezisztens AdV ellen (92, 94).

A nukleukleozid analégok mellett szdmos egyéb lehetséges antiviralis szer all
vizsgalatok alatt, példaul micro RNS-ek, atmeneti fém-komplexek, vagy bispecifikus
monoklonalis ellenanyagok (94).

Az adenovirus fert6zések elleni antiviralis terdpia jelenleg nem elégséges, tovabbi
kutatasokra, esetleg 1j irdnyvonalakra van sziikség a legmegfelelobb gyogymod
immunrendszer helyreéllitdsanak. Hatasos lehet a sejtes immunvalasz tamogatasa HAdV
specifikus T-sejtek atvitelével allogén T-sejtdonorok segitségével, de igéretesnek
bizonyulnak azon vizsgalatok is, amelyek a CD4" limfocitdk mellet tipus-specifikus
antitestek novelésével, esetleg, ha megoldhatd, akkor az immunSzuppressziv terapia
atmeneti csokkentésével, vagy intravénas immunglobulin terdpiaval probaljak eliminalni
az AdV-t a szervezetbdl (3, 96, 97).

Adenovirus elleni vakcina lakossagi felhasznalasra nem &ll rendelkezésre. Az
Egyesiilt Allamok hadserege szaméara 1971 ota, a 4-es és a 7-es tipus ellen van ¢él6,
attenudlt virust tartalmaz6 oralis vakcina, amely megakadalyozza a jarvanyokat a katonai
kiképzd kozpontokban, az oltas hatasara termelddo ellenanyagok pedig keresztvédelmet

nytjthatnak mas tipusok ellen is (5, 98).
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1.8.1. Avemar hatasa

Az immunrendszer helyreallitasat célz6 AdV terdpidk soran érdemes lehet
megfontolni a specialis taplalékkiegészitok hasznalatat. Az Avemar elnevezési specialis
¢élelmiszer egy magyar, szabadalmaztatott fermentalt-bzacsira kivonat. Az amerikai
Elelmiszer- és Gyogyszerengedélyeztetési Hivatal (Food and Drug Administration, FDA)
altal elfogadott, altalanosan biztonsadgosnak elismert statuszu (Generally Recognized as
Safe, GRAS) produktum (81, 99). Magyarorszagon 1998-ban keriilt forgalomba, 2002-
ben pedig daganatos betegek étrendkiegészitdjeként torzskonyvezték az Orszagos
Elelmezés- és Taplalkozastudomanyi Intézet engedélyével. Az Avemar készitmények
aktiv 6sszetevdje az Avemar pulvis (100, 101, 102).

Az Avemar alapjat a buizacsira eldny0s tulajdonsagai szolgaltatjak, ugyanis a buza
ezen része tapanyagokban rendkiviil gazdag, esszencialis zsirsavakat, vitaminokat és
asvanyi anyagokat tartalmaz (103). Az 1950-es évek oOta ismert, hogy Saccharomyces
cerevisiae segitségével torténd erjesztés soran a csirasejtek glikozidjai benzokinonokra
hasadnak, a kinonoknak pedig mar Szent-Gyorgyi Albert is tumorellenes hatést
tulajdonitott (104). Az Avemar gyartasa soran szintén Saccharomyces cerevisiae
segitségével torténik az erjesztés (18 oran at, 30°C-on), a végtermék pedig 0,04%-0s
koncentracioju, standardizalt methoxy-szubsztitualt benzokinonokat (2-methoxi-
benzokinon, 2-MBQ ¢és 2,6-dimethoxi-para-benzokinon, 2,6-DMBQ) tartalmazo
vegyiilet. Az Avemar pulvisban ezenkiviil megtalalhatd az erjesztett buzacsira 6SSzes
vizben 0ld6d6 anyaga porlasztva szaritva, olyan segédanyagokkal, mint az élelmiszer-
mindségli maltodextrin és szilicium-dioxid (104, 105).

Az Avemarral torténd kutatasok eddig szdmos pozitiv tulajdonsagrol szdmoltak
be, tobbek kozott immunmodulald, rakos betegekben gyulladascsokkentd, tumorellenes
hatasokrol (103, 106, 107). A klinikai vizsgalatok alapjan elényds lehet autoimmun és
daganatos megbetegedések kiegészitd kezeléseként, mert pozitivan befolyasolhatja a
betegség lefolyasat (108). Ezen tulajdonsagait széleskorti hatismechanizmusanak
koszonheti. Eldsegiti a daganatos sejtek apoptozisat azaltal, hogy gatolja a poli-
(adenozin-difoszfat-rib6z)-polimeraz (PARP) enzimet (109). Megakadalyozza a rakos
sejtek MHC-I szintézisét, igy a sejtes immunvalasz miikodésbe 1ép és ezek a sejtek a
természetes 6l6sejtek (NK sejtek) aldozataiva valnak (110). A de novo DNS szintézis

egyik kulcsenzimének, a ribonukleotid-reduktaznak, in situ aktivitasat is jelentésen
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csokkenti (111). Endothelidlis sejteken noveli az intracellularis adhéziés molekula-1
(ICAM-1) expressziojat, igy lehetdové valik a fehérvérsejtek eljutasa a daganatos
sejtekhez (112). Azzal, hogy a pentdz-foszfat ciklus kiilonb6z6 Gtvonalain gatld hatast
fejt ki, végsO soron hozzdjarul ahhoz, hogy a rakos sejtek kevesebb gliikozt tudjanak
felvenni, igy a betegség progressziodja is lelassul (106). Az Avemar gyulladascsokkentd
hatasa abban nyilvanul meg, hogy gatolja a Ciklooxigenaz-1, -2 (COX-1, -2) enzimeket,
amelyek a gyulladasos mediatorok termeléséért felelosek (113).

Az Avemarnak forgalomban van egy allatorvosi gyakorlatban alkalmazott
verzidja is, az Immunovet, amelyet haszon- és haziallatok korében hasznalnak
prebiotikumként, ezzel is segitve az allatok egészségesebb koriilményeit (114). Jotékony
hatasai hozzdjarulnak tobbek kozott a tej-€s tojdshozam ndveléséhez, az allatok
sulygyarapodasahoz, de segitségével csokkenthetd az antibiotikum hasznalat és
novelhetd a populacio élettartama (103, 114, 115).

Az Avemar antimikrobidlis tulajdonsagait illetéen eddig kevés adat all
rendelkezésre, ezen kutatasok pedig kizardlag baktériumok, gombak és protozoonok
vizsgalatara korlatozddtak (116, 117, 118, 119). Antivirdlis hatdsai kutatasaink elott
egyaltalan nem voltak ismertek. Korabban sejtproliferacios és citotoxikus assay
segitségével megtortént az Avemar hatdsanak vizsgalata kiillonb6z6 sejtek (MBM, FL-4,
4 sejteket alacsony, 1000 pg/ml-es és ezalatti Avemar koncentraci6 stimulalta, CrFK és
HeLa sejtekre pedig minimalis hatassal volt. CrFK sejtek esetén kezdetben egy atmeneti
csokkenést lehetett tapasztalni a szaporodasaban, de ezutan a sejtek visszanyerték
replikacidképesseégiiket. A kezelés els6 harom napjdban a Hela sejtek ellenallonak
bizonyultak minden koncentracioval szemben, azonban az Avemar késleltetett hatasa (a
vizsgalat kezdetétdl szamitott 7. napon) visszafordithatatlanul kérositotta a HeLa sejteket
(99). Ez az adat 6sszhangban van Zhurakivska és munkatarsai (2018) adataival, miszerint
az Avemar apoptotikus hatdssal rendelkezik a human rosszindulati daganatos sejtekre
(121). A tdményebb, 2000 pg/ml-es és afeletti koncentraciok mar mind a négy vizsgalt

sejtvonal szamara toxikusnak bizonyultak (99).
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1.9. Adenovirus rekombinansok, mutansok, vektorok

Az AdV tipusok kialakuldsa olyan fontos evolucios folyamatoknak kdszonhetd,
mint a homol6g rekombinacio és a mutacio. A legtobb HAAV tipus a D fajba tartozik,
ami foleg a hexon, a penton és a fiber gének homolog rekombinacidjanak készonheto,
mig a HAdV-B fajon beliil inkabb a mutacidk meghatarozobbak. A rekombinacidhoz a
gazdaszervezet hosszutava virusterhelésére €s arra van sziikség, hogy egyes sejteket
egyszerre legalabb két kiilonb6zo AdV fertézzen, amelyek hasonléd nukleotidokkal
rendelkeznek az un. rekombinacioés ,,hot-spot” szakaszokban, ahol a rekombindcios
események nagy része torténik (2, 3). A rekombinaciok feltételezhetden befolyasoljak a
virus patogenezisét ¢és virulenciajat. Dhingra és munkatarsai HAdV-C fajokat vizsgalva
tobbszords rekombinacidkat talaltak a korai génrégiokban (pl. El1 és E4), ami
elenyészének bizonyult (122).

Az adenovirusokrol mar tobb esetben bebizonyosodott, hogy nem csak fajon
beliil, hanem fajok kozotti rekombinéciora €és adaptaciora is képesek. Szamitogépes
elemzés soran valdsziniisithetd, hogy a HAdV-E fajhoz tartozé 4-es tipus egy majom
AdV-al (SAdV-E26) horizontalis géntranszferrel két rekombinacidés esemény soran
alakulhatott ki. A szakirodalom mar beszamolt kiilonb6z6 zoondzisokrol, f6emlos,
denevér, macskaféle, sertés, kutya, juh és kecske esetében is (52 123). Mivel
feltételezhetéen a jovOben is szamolni kell hasonlé eseményekkel, fontos az AdV
diagnosztika fejlesztése és a klinikusok, kutatok szemléletformalasa, hogy idoben
azonositani tudjak a potencialis veszélyeket (2).

Az elmult évtizedekben génterapids vektorok céljara is rekombinans
adenovirusokat allitanak el (124). Az AdV-vektor elénye, hogy nagy mennyiségben
eldallithato, in vivo és in vitro is képes eljuttatni a célgéneket osztddo és nem o0szt6do
sejtekhez, alacsony az inszercios onkogenezis kockéazata, mivel az AdV-ok nem épiilnek
be aktivan a gazda genomjaba, ha pedig a transzgéntermékek ellen nem alakul Ki
immunvalasz, akkor még évekig expresszalodhatnak a nem oszt6dd sejtekben.
Hatranyuk, hogy sejtfelszini receptornak CAR-t és avf integrineket igényelnek, ezért a
specifikus célbajuttatds nem lehetséges, emellett az AdV vektorok immunreakcidt
valtanak ki a szervezetben, mivel az altaluk kis mennyiségben expresszalt sejtfelszini

receptorokra a velesziiletett és szerzett immunrendszer is reagal (125, 126). Az AdV
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vektorok elényeinek kihasznaldsa érdekében pontos klonozasi €s génsebészeti eljarasokat
kell alkalmazni (2).

Az adenovirusok jol hasznalhatok onkolitikus virusként, génalapi vakcinaként
vagy génterapias vektorként. (2, 125). A daganatellenes terapiaban daganattipustol
fiiggden mas-mas vektort kell hasznélni. Az onkolitikus terapias vektorokat ugy alakitjak
ki, hogy specifikusan képesek legyenek a tumorsejtekben replikalodni és eldsegiteni a
sejtlizist. Ezen vektorok segitségével a transzgének a tumorsejteken beliil tudnak
amplikifalddni és igy jelen lenni az egész daganatban (126, 127).

Az utdbbi évtizedben elkezdték az AdV-okat a vakcinagyartasban is alkalmazni,
mivel a vektorba be lehet {iltetni mas mikrobak (pl. influenzavirus, Ebola-virus, HIV,
Plasmodium falciparum, Mycobacterium tuberculosis, SARS-CoV-2) antigén kodolo
génjeit. Mivel az emberek kozel 100%-a fert6zddik élete soran kiilonbozé AdV
tipusokkal, ezért a populacid6 nagy része szeropozitivitast mutat a virus ellen, az
ellenanyagok pedig neutralizalhatjak a vektort, gatolva igy a transzgén hatasat. Ebbdl
kifolyolag olyan AdV-okat alkalmaznak a vakcinagyartas soran, amelyek ritkan fertézik
a human populéciot, modositottak, vagy allati eredetiiek, igy az immunvalaszok, példaul
a citokin vihar elkeriilhet6k (128). 2014-ben a kinai CanSino Biologics vallalat mar
készitett AdV-alapu oltdbanyagot az ebola ellen, de a 2019-es koronavirus jarvany alatt is
szamos hasonlo vektor alapu vakcinat készitettek, példaul az Oxfordi Egyetem €s az
Astra-Zeneca altal gyartott oltdoanyag estén a SARS-CoV-2 tiiskefehérje génjét
rekombinans csimpanz AdV vektorba épitették, a moszkvai Sputnik V oltasi sorozat
tagjai pedig HAdV-26 és HAdV-5 alapu vektorok (126, 129, 130).

Az adenovirussal végzett génterapias vizsgalatok leginkébb a rakgyogyitasra és
oltéanyag fejlesztésére iranyulnak, amelyekben a cél egy olyan vektor 1étrehozasa, amely
idegen antigénfehérjéket, vagy genetikai hiba kijavitasara szolgalé6 nem mutéans fehérjét
expresszal (131).

Biztonsagi profiljat és expresszigjat tekintve az AdV-ok nagyon hatékony
génszallitok. Az elmult évtizedekben a vad tipust fokozatosan médositottak, hogy minél
biztonsagosabba ¢és hatékonyabba tegyék. Leggyakrabban az AdV-2 és AdV-5 tipusokat
hasznaljdk rekombinans vektorok eldallitdisahoz, mivel ezek enyhe léguti tlineteket

okoznak, nem onkogének, igy csak enyhe immunvalaszt valtanak ki a szervezetben (126).
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Az AdV vektoroknak kiilonb6z6 tipusai vannak. A replikacié hibas (RD) AdV
vektorokbol hidnyzik a DNS replikacidhoz, a gazdasejt apoptozisanak kivaltdsdhoz és az
utodvirusok 1étrehozasdhoz sziikséges E1A, E1B ¢és E3 gén, igy a vektor csak bejuttatja
a kivant gént a sejtbe, amely ennek hatdsara nagymennyiségli terapias transzgén fehérjét
expresszal, de a virus nem tudja elpusztitani a sejtet, tehat nem alakul ki valés AdV
fertdzés a szervezetben. Ezen vektorok eldnye, hogy biztonsidgosak, mert kevés
vektorfehérjét expresszalnak, az E1 gén hianya miatt pedig tobb idegen DNS-t tudnak
szallitani, akar 10%3/ml viruspartikula juttathaté be a szervezetbe, valamint osztodo és
nem osztodo sejteket egyarant képes fertézni (125, 126). A replikacio-kompetens (RC)
vektorokat a daganatos terapiakban vizsgaljak, mert életciklusuk végén lizaljak a rakos
sejteket. Mivel a tumorsejtek génexpresszidja eldsegiti az AdV replikaciot, ezért az AdV-
vektorok jobban szaporodnak ezekben a sejtekben, mint a normalakban, ahol a
sokszorozodashoz tobb AdV fehérjét kell atirni. Hatranyuk, hogy nem képesek a
transzgének replikalasara és a transzgén kifejezOdésének ndvelésére, raadasul hidba
hidanyzik az E1 gén, a virus fennmarad6 részei képesek immunvélaszt kivaltani, igy a
CD8" T-limfocitak elpusztitjak a vektorokat. Erds humoralis és T-sejtvalasz indukald
tulajdonsaguk révén alkalmasak vakcindnak (125, 131). Az immunvalasz
megakadalyozasanak érdekében tn. helper-dependens (HD) AdV vektorokat hoztak 1étre.
Ezek liposzomdaba zart, vagy polimerekkel boritott virionok, amelyek nem termelnek
viralis fehérjéket, ugyanis az 0sszes nyitott leolvasasi keret (open reading frame, ORF)
eltavolitasra keriilt. A HD-AdV vektorok szintén nem képesek amplifikdlni a
transzgéneket, T-sejt valaszt csak akkor tudnak kivaltani, ha a transzgén fehérje
immunogén (6, 132). Léteznek replikacio-kompetens AdV-ok, amelyekb6l nem hianyzik
az E1 gén, igy egy transzgént akar tobbezerszeresen is képesek lemasolni, azonban ezek
hasznalata soran fennall a lehetdsége annak, hogy AdV fertézéseket okoznak a
gazdaszervezetben (125). Barry és munkatarsai (2018) olyan egyciklusu AdV vektorokat
fejlesztettek ki, amelyek nagymennyiségii génamplifikdciora képesek (E1gén jelen van)
anélkiil, hogy utodvirusok termelddnének (pllla gén hianyzik), igy nem képesek fert6zést
okozni. Mivel ezek a vektorok erdsebb és tartosabb immunvalaszt generalnak, ezért
elényosen alkalmazhatok vakcinaként (133). Az El1 vagy az E4 promoterek

crer

ok hozhatok 1étre, amelyek képesek specifikusan csak a rakos sejtekben aktivalodni, igy
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a jovoben potencidlisan felhasznalhatova valik a daganatellenes terdpiaban, bar még
szlikség van tovabbi in vivo vizsgalatokra. Az AdV-ok tehat rendkiviil hatasos in vivo
génexpresszids rendszerek, azonban a hatranyaik kikiiszobolése érdekében tovabbi
megoldasok szilikségesek. Adeno-asszocialt vektorok alkalmazaséaval, példaul korlatozott

immunvalasz alakul ki, azonban ezek kapacitasa is kisebb (125, 126).

1. 10. Allatmodellek

Alapvetdéen szamos laboratoriumi kisallat all rendelkezésre a virusok iIn Vvivo
patogenezisének vizsgalatara, azonban az adenovirusok tanulmanyozasara nincs idealis
allatmodell, mivel a virus rendkiviil fajspecifikus (134). Egyes egértorzsekben alacsony
szinten képes a HAdV szaporodni, azonban ez a replikaciéo nem elegendd ahhoz, hogy
modellezni lehessen vele a human szervezetben végbemend folyamatokat. Léteznek
allatmodellek kifejezetten egy-egy betegségre, pl. uj-zélandi fehér nyulat hasznalnak az
AdV okozta jarvanyos keratoconjunctivitis, ADS-12 egér tiidéadenokarcindma
sejtvonalat pedig onkolitikus adenovirus fert6zés tanulmanyozasara (64, 135).

Ezek a modellek azonban nem alkalmasak teljes szervezetet érintd fertdzés
reprodukalasara. A HAAV fajok eltérd fertézoképessége egyes kisallat fajokban jelenleg
nem tisztazott. Két olyan ragcsalofaj van, amelyekben a HAdV-C és bizonyos HAdV-B
fajok replikalodnak, a gyapotpatkany (Sigmodon hispidus) és a sziriai aranyhdrcsog
(Mesocricetus auratus) (135). A megfeleld kisallatmodell megtalalasan kiviil fontos a
kiilonboz6 allati adenovirusok és a természetes gazdaszervezeteik kozott kialakult
patologiai folyamatok feltarasa és Osszehasonlitdsa az emberi szervezetben ismertekkel,

mert igy 0j ismereteket szerezhetiink a human korlefolyast illetéen is (134).

1.10. 1. Macska AIDS modell

A HIV-hez hasonléan a feline immunodeficiency virus (FIV) macskakban okozza
a macskak szerzett immunhianyos tiinetegyiittesét. Mindkét virus a Retroviridae csalad
Lentivirus nemzetségébe tartozik, genetikai, strukturalis, bioldgiai tulajdonsagaikat,
valamint korlefolyasukat tekintve is nagyon hasonlok (81, 136).

A HIV-hez hasonléan a FIV fert6zésre is jellemzd, hogy egy tlinetmentes, enyhe,

vagy kozepesen sulyos tiinetekkel jaro akut fazissal kezdddik, ezt pedig fokozatosan egy
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terminalis fertézésbe torténd atmenet koveti (137). A Korai szakaszban, amely a
fert6z6dést kovetden kb. 4-8 hétig tart, a human korlefolyashoz hasonloan a CD4™ T-
lymphocytdk szama hirtelen megnd. Ezt egy elhuzodo, tliinetmentes iddszak koveti,
melynek soran a virus szintje stabil marad, a CD4" T-lymphocytak és egyéb immunsejtek
szamaban pedig fokozatos csokkenés tapasztalhatd. Ezzel egyidében a CD8" T-sejtek
szdma ¢és az altaluk medialt programozott sejthaldlok emelkednek (138). A human
tiinetekhez hasonldan a klinikai fazisban szdjiiregi opportunista fertézések, nekrotizald
vagy fekélyes gyulladasok, felsOléguti megbetegedések jellemzék és a FIV is
Osszefliggésbe hozhato a daganatos megbetegedésekkel, macskakban leggyakrabban B-
sejtes lymphoma alakul ki (81, 138).

A HIV és a FIV kozotti hasonlosagok lehetdséget teremtenek a huméan AIDS
megbetegedések jobb megértésére a macska AIDS-modellen keresztiil. Jelenleg ez az
egyetlen kisallatmodell, amelyet nemzetkozi korokben is hasznélnak €s lehetdséget kinal
Uj terapias lehetdségek tesztelésére és a human korlefolyas jobb megértésére. A modell
azonban nem csak a HIV, de egyéb humanpatogén és retrovirus kolcsonhatdsok
vizsgalatara is alkalmazhat6, mivel a hdzimacskdk tobb human homolog virust,

baktériumot és gombat hordozhatnak (139).

1. 11. Macska adenovirus (FeAdV)

A macska (Felis catus) az emberi AIDS egyetlen természetes kisallatmodellje, igy
tanulmanyozhatdk a retrovirusok €s egyéb heterolég mikrobak kozotti kolcsonhatasok a
macska AIDS soran (139, 140).

Mivel az AdV szadmos fajban megtalalhatd, képes transzaktivalni a HIV-et,
valamint kiilonb6z0 vektorterapiaban alkalmaznak rekombinans AdV-okat, igy felmertilt
az i1gény a macskdkon végzett AdV vizsgalatok irdant, amelyeket azonban olyan
koriilmények nehezitenek, hogy a macskak természetes AdV fertdzéseirdl elenyész6 adat
all rendelkezésre, valamint a diagnosztika eszkdzei is hianyoznak. Néhany tanulmany
beszamolt potencidlis AdV jelenlétrol fekete parducban és hazimacskaban, de a
virusizolalasra nem kertilt sor (58, 59).

Lakatos és munkatarsai (2000) a 90-es években tobb AdV kutatast is végeztek
macskéakon. El8szor Eurdpa tobb orszagabél és az Egyesiilt Allamokbé] szarmazé allatok

vérét vizsgaltdk meg hazi ELISA kittel HAdV-1 hexon antigén jelenlétében és a macskak
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9,8-20,3%-a (a magyarorszagi mintdk 15%-a) bizonyult szeropozitivnak. Pozitiv
kontrollként szeronegativ SPF macskdkat immunizaltak tisztitott HAdV-1 hexon
fehérjével bor alatti kotdszovetbe és izomba juttatva €s azt tapasztaltdk, hogy az
inokulacio >1:3200-as ellenanyagtitert eredményezett benniik, a szerzok pedig felvetették
annak a lehetdségét, hogy a macskak természetes uton és bizonyos hajlamositd tényezdk
(pl. FIV fert6zés) hatasara megfert6zédhetnek AdV-al (141). Ezt kdvetden a szeropozitiv
hazimacskakbol garat és végbélmintakat vettek, majd konszenzus primereket alkalmazva
nested PCR segitségével tesztelték a mintakat (142). Végiil az egyik PCR pozitiv
végbélmintdbdl sikeriilt izolalni az AdV-t egy olyan laboratoriumban, amely
adenovirusoktdl mentes volt, kizarva ezzel a kontaminacié lehetdségét (143). Ezutan
megtortént a virus alapvetd jellemzése kiilonb6zé modszerekkel.

Az izolatummal Osszesen 25 emlds eredetli sejtvonalat fertdztek, amelyek kozott
hamsejt, fibroblaszt, idegi eredetii és fehérvérsejt, valamint szamos allati (sertés, majom,
egér, horcsog, macska) eredetli tenyészet is volt, majd 14 napon keresztiil figyelték az
esetlegesen kialakulo citopatias hatéast, amely ugyan eltérd iitemben és mértékben, de tobb
vizsgalt sejtvonalon (pl. CRFK, PD-50, VERO, HeLa, U87) is észlelhetd volt. HeLa,
HEK293, CRFK ¢és MeWO sejteket 6sszehasonlitva kiilonboz6 mennyiségii (multiplicity
of infection (moi) 0,01 és 1 virussal fertézve az volt a tapasztalat, hogy az izolatum moi
1 esetén a négy vizsgalt sejtvonal koziil haromban (HEK293, HeLa és CRFK) ugyanolyan
mértékben szaporodott. Kis mennyiségii kiindulasi virus esetén (moi 0,01) a CRFK
sejtekben alacsony replikacio volt jellemz6, a MeWO sejtekben pedig rendkiviil lassan
szaporodott az AdV, feltételezhetéen a MeWO sejtek szemipermisszivitasa miatt (144).

A kiilonbozd  sejtvonalak  permisszivitdsat immunfluoreszcenciaval  és
immuncitokémiai vizsgalatokkal monitoroztak, a vizsgalt emldssejtek mindegyikében
volt kimutathatdé AdV angitén, amerikai hazimacskdk vérsavdja pedig 1:640, vagy
nagyobb titert mutatott az izolatummal fert6zott M426 sejteken. A viriont sikertilt
elektronmikroszkoppal lathatova tenni (3. abra), a PD-5, M426, HeLa, CRFK sejtek
citoplazmdjaban pedig az adenovirusokra jellemzd parakristdly aggregatumok voltak

lathatok (144).
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3. abra. Fert6zott PD-5 sejttenyészet feliiliszdjabol szarmazd, negativ festddésii macska
adenovirus (FeAdV) izolatum elektronmikroszkdpos felvételei. A: Ikozaéder alaku, 88 +
4 nm nagysagl virion, a fiberek vizualizacidja nélkiil (80 000x + képnagyitas). B:
adenovirusokra jellemz6é pseudo array képzédmény a PD-5 sejtek magjaban. C, D:

virusok szétszorodott elhelyezkedése a citoplazmaban (10 000x + képnagyitas) (144).

Az izolatum hexon és fiber génjeit, amelyeknek fontos szerepe van tobbek kozott
az adenovirusok osztdlyozasaban, Sanger-féle modszerrel —megszekvenaltak.
Fajspecifikus (HAdV-C) és tipus-specifikus (HAdV-1) primereket alkalmazva két
amplikont nyertek. Mas primereket alkalmazva negativ eredmények sziilettek. A fent
emlitett vizsgéalatok alatdmasztottak, hogy a virus egy macska adenovirus izolatum (feline
adenovirus, FeAdV) és feltételezhetéen kozeli rokonsagban all a HAdV-al. Az antitest
vizsgalatok soran egyértelmiien latszott, hogy a HAdV ¢és a FeAdV antigénszerkezete
kiilonbozik, a macskak savojaban taldlhato ellenanyagok pedig nagyobb aviditdssal
kotédnek a FeAdV antigénekhez. A kiilonb6z6é sejtkultrdkon tapasztalt tag
permisszivitas alapjan feltételezhetd, hogy a FeAdV képes azokat a sejteket megfertdzni,
amelyek rendelkeznek CAR receptorokkal és avps vagy avPs integrinekkel, raadésul a

crer

Mivel az immunfluoreszcens €és az immunhisztokémiai vizsgalatokkal sikeriilt FeAdV
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antigéneket kimutatni human B és T limfocita sejtekbdl, ezért szamolni kell azzal, hogy
a virus képes megfertdzni ezeket a sejttipusokat (144).

A HAdV-C fajokrol mar ismert, hogy akar élethosszig tart6 perzisztenciat tudnak
okozni a limfoid szovetekben, ami hasonldé a FeAdV kisérletekben tapasztalt
eredményekkel (145). A FeAdV izolalasa bizonyiték lehet arra, hogy az AdV macskakat
is fertézhet. Lakatos ¢és munkatirsai egy kétéves, majelégtelenségben szenvedd
hazimacskabol vett, kordbban mar AdV szeropozitivnak bizonyult garat és rektalis
mintakbodl egy esetben PCR pozitiv eredményt kaptak és egy 301 bp-os hexon gént
sikeriilt szekvenalniuk (142). A FeAdV és a HAdAV kozotti hasonlosagok, valamint a
macska izolatum széles szoveti permisszivitasa felveti a kérdést, hogy vajon fennall-e a

zoonoOzis kockazata ezen virus esetében.
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2. Célkituzések

1. Macskabol elsoként izolalt, masok altal bizonyitottan emberi fertézésre is képes
adenovirus (FeAdV) hexon ¢és fiber génszekvencidjanak 0sszehasonlitasa egyéb human

¢s macska eredetii hexon ¢és fiber génekkel.

2. Macska adenovirus filogenetikai elemzése ¢és fObb biologiai karakterizaldsa a

megfeleld rendszertani helyre torténd beilleszthetdség céljabol.

3. Macska adenovirus szaporodasat befolyasolo fobb fizikai, kémiai, kdrnyezeti tényezdk

¢s antiviralis szerek hatdsdnak vizsgalata.
4. A daganatos betegek kiegészitd terapiajaban alkalmazott fermentalt buzacsirakivonat,
vagyis az Avemar hatasanak meghatarozasa macska adenovirusra és macska

immundeficiencia virusra.

5. Macska adenovirus immunmoduléns hatdsainak vizsgalata és annak meghatarozasa,

hogy az izolatum alkalmas-e génterapias vektorként torténd alkalmazasra.

6. Annak a feltérképezése, hogy a FeAdV ugyanazokon a receptorokon keresztiil képes-

e a sejtekbe lépni €és ott fertézést okozni, mint az adenovirusok nagy része.
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3. Modszerek

3. 1. Felhasznalt sejtek és virusok

Kisérleteink soran monolayer HelLa, Crandell-Rees feline kidney (CrFK) és
human embrionalis vesesejt-293 (HEK-293), valamint MBM ¢és FL-4 szuszpenzids
sejtvonalakkal dolgoztunk. A HeLa human cervicalis carcinoma sejtvonal (ATCC CCL-
2), amelyet mar az 1970-es évekt6l hasznalnak tudomanyos kutatasokban (146). A CrFK
normal macska vese epitelialis sejt (ATCC CCL-94), olyan macskavirussal kapcsolatos
vizsgalatokban alkalmaznak, mint példaul a FIV kutatas (147). A HEK-293 huméan
embriondlis vesesejtvonal (ATCC CRL-1573), széles korben hasznaljadk adenovirus
vektorok és vakcinak el6allitasahoz, mivel a virus igen hatékonyan szaporodik ezen a
setjvonalon (148). Az MBM macska T-sejt eredeti sejtvonal, amely kivaldan alkalmas
az akut FIV fert6zés in vitro tanulmanyozasara, hiszen az eurdpai eredetii FIV-Pisa/M2
¢és az amerikai eredetii FIV-Petaluma torzs is kivaloan szaporodik rajta (149). Az FL-4
macska limfoid sejt, amelyek kronikusan termeli a kaliforniai FIV-Petaluma (FIV-Pet)
izolatumot CPH nélkiil (150). Az MBM ¢és FL-4 sejteket a Pisai Egyetem munkatarsa,
Dr. Mauro Pistello biztositotta szamunkra (Pisa, Italy) (99).

A monolayer sejtek tenyésztéséhez 4,5 g/l gliikkoz tartalmu DMEM (Dulbecco’s
Modified Eagle’s Medium) tapfolyadékot hasznéltunk, L-glutaminnal és natrium-
piruvattal kiegészitve (Lonza Group AG, Bazel, Svajc), amelyhez 10% hdoinaktivalt
foetalis borju savot (FBS) (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, Amerikai Egyesiilt Allamok),
illetve a bakterialis fert6z6dés megelézése érdekében 1% penicillin-sztreptomicint
(Lonza Group AG) adtunk. A szuszpenzids sejteket 10% FBS (Sigma-Aldrich), 1%
penicillin-sztreptomicint, 1% L-glutamint és 25 mM Hepes puffert (Lonza Group AG),
tartalmazd RPMI-1640 tapfolyadékban szaporitottuk. A tenyésztés soran minden sejtet
5% CO: jelenlétében inkubaltunk 37 °C-on. A sejtek fenntartasa a kisérletek soran
folyamatos volt, hdromnaponta passzaltuk Oket. Mindhdrom monolayer sejtvonal
passzalasa soran a PBS-sel torténé mosasi 1€pés utan tripszin-EDTA-t (Lonza Group AG)
hasznaltunk, hogy a kitapadast segitd fehérjeszalak elemésztodjenek és a sejtek
levaljanak a flaska falarol. Virussal vald fertdzés elott a sejteket T25-0s sejttenyésztod
flaskakban tenyésztettiik, 90%-os konfluencia eléréséig. A sejtek mycoplasma mentesek

voltak, amelyet mycoplasma detektalasara alkalmas fluoreszcens DAPI (4”,6—diamidino—
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2—fenilindol) festékkel (Roche Diagnostics GmbH, Mannheim, Németorszag)
ellendriztiink.

Vizsgalatainkban a magyarorszagi macska adenovirus (FeAdV), kaliforniai FIV-
Pet és eurdpai FIV Pisa-M2 (FIV-M2, Clade B) izolatumot hasznaltuk. A FeAdV-t tisztito
sztirével (ViraBind™ Adenovirus Purification Kit, Cell Biolabs, Inc., San Diego, CA,
Amerikai Egyesiilt Allamok) tisztitottuk és koncentraltuk (144). A virus végsd
koncentracidja 3,43 x 10° fertdz6 egység/ml (FE/ml) volt HeLa-sejteken titralva.

A FIV-M2 virust MBM sejtek fertézésével szaporitottuk fel, a FIV-Pet pedig FL-
titralassal hataroztuk meg. A FIV-Pet titere 10° szincicium képzd egység/ml (syncytium
forming unit, SFU/ml), a FIV-M2 titere pedig 10* SFU/ml volt. A FIV torzskészletét a
Pisai Egyetem munkatarsa, Dr. Mauro Pistello biztositotta szamunkra (Pisa, Italy) (99).

3.2. Sejt- és virusmunkak
Sejtek felvétele, passzalasa és fagyasztasa

Sziikség esetén a fagyasztva tarolt sejteket lehetd leggyorsabban 37°C-0s
vizflirddbe helyeztilk ¢€s felolvasztottuk, minimalis szintre csokkentve ezzel a
hémeérsékletvaltozas okozta sejtkarosodast. A sejteket tapfolyadékkal egészitettiik ki, igy
a fagyasztashoz alkalmazott dimetil-szulfoxid (DMSO, Merck KGaA, Darmstadt,
Németorszag) toxikus hatasa kevésbé hatott mar rajuk, majd lecentrifugaltuk (5 perc,
1000 rpm). Ezt kovetéen a feliiliszot ledntottiik, a sejteket pedig tapfolyadékban
felszuszpendaltuk és T25-0s flaskaba pipettaztuk annyi DMEM+10% FBS-sel (MBM és
FL-4 esetén RPMI-1640) egyiitt, hogy a végtérfogat kb. 10 ml legyen. A sejteket
fenntartds és szaporitas c€ljabol hetente kétszer passzaltuk. Monolayer sejtek esetén elso
1épésként ovatosan leszivtuk a tapfolyadékot, majd 2 x 3ml PBS-es (Lonza Group AG)
mosassal eltavolitottuk az esetlegesen elhalt sejteket és tormelékeket a flaska falairol. Ezt
kovetden 1 ml 0,025%-0s tripszin-EDTA (Lonza Group AG) oldat keverékét mértiik a
szovettenyésztd edénybe Ugy, hogy ellepje a sejteket, majd maximum 5 percre
inkubatorba helyeztiik és allni hagytuk. Ha a sejtek sikeresen levaltak az edény falarol,
akkor tapfolyadék segitségével leallitottuk a tripszin fehérjeemésztd hatasat, a sejteket

felszuszpendaltuk, majd tjra lecentrifugaltuk oket. A feliiluszo ledntése utdn a sejteket
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szétosztottuk a sziikséges szamu flaskdkban és kb. 8 ml tapfolyadékkal kiegészitettiik,
majd termosztatba helyeztik (37 °C, 5% COz). MBM és FL- 4 sejtek esetén a
szovettenyésztd edényben taldlhatd sejtszuszpenzidt lecentrifugaltuk a fent leirt
paramétercken, a feliilliszot ledntottiik, a sziikséges mennyiségli sejtet pedig friss
tapfolyadékban vettiik fel.

A hosszutavl tarolds érdekében a fertdzetlen sejteket a fent leirtak alapjan
levalasztottuk a szovettenyésztd edény falarol, 5 percig 1000 rpm erével centrifugaltuk,
majd a feliilisz6 ledntése utan a sejtfal karosodasat megakadalyozé 10% DMSO-t
(dimetil-szulfoxid) tartalmaz6 FBS-ben felszuszpendaltuk, 1 ml-es fagyasztocsovekben
lefagyasztottuk ¢és -80°C-on, valamint folyékony nitrogénben taroltuk. Fert6zott sejtek
esetén a virushatas miatt a sejtek tripszin-EDTA nélkiil is levaltak a flaska falarol, igy a
sejteket elég volt felszuszpendalni, lecentrifugdlni, majd a fertézetlen sejtekhez
hasonloan 10% DMSO-s FBS-ben lefagyasztani. A fert6zott sejtek feliilliszojat szintén 1
ml-es ampullakba mértiik és -80°C-ra vagy folyékony nitrogénbe helyeztiik.

Sejtszamolas, 24 lyuki lemez készitése

A sejteket KOVA™ Glasstic™ Slide 10 (Fisher Scientific International, Inc,
Hampton, NH, Amerikai Egyesiilt Allamok) segitségével szamoltuk meg. A sejtszamlalé
kamraba 100 pl-t pipettaztunk a sejtszuszpenzionkbol, majd fénymikroszkop
segitségével, 6sszesen 10 négyzetben megszamoltuk a sejteket. Atlagot szamoltunk, majd
a sejtszamlalo kamra hasznalati utasitdsa alapjan a kovetkezd képlettel szamoltuk ki a
mililiterenkénti sejtszdmot:

10 négyzetben szamolt sejtek atlaga x szorzotényezo x higitas= sejt/ml

A kisérleteinkben 24 lyuku lemezeket (Sarstedt AG & Co. KG, Niimbrecht,
Németorszag) hasznaltunk az immunhisztokémiai vizsgalatokhoz. Ezen lemezekhez az
idealisan kivitelezhetdé modszer érdekében 2,5 x 10° db sejtre volt sziikségiink
milliliterenként. A korabban szamolt sejt/ml értékb6l a kovetkezd aranyparral
kiszamolhato, hogy mennyi sejtszuszpenzidra lesz sziikségiink a kivant cél eléréséhez (a
kisérletek soran mindig biztonsagi rdhagyassal szamoltuk ki a mennyiségeket):

A lemez elkészitéséhez sziikséges sejtszam dsszesen (sejt/25 ml) x 1000

sejt/ml
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Az egyenletben kapott mennyiséget kimértik a rendelkezésre 4llo
sejtszuszpenziobol €s annyi tdpfolyadékkal egészitettiik ki, hogy a végtérfogat 25 ml
legyen. Alapos szuszpendalas utdn az elegyiinkbdl a 24 lyuku tenyésztdedény minden
rekeszébe 1 ml-t pipettdztunk ¢és a lemezt termosztitba helyeztiikk, hogy a sejtek

kitapadhassanak.

Sejtek fertozése FeAdV-vel a virustitralashoz

Amikor a sejtek kb. 80-90%-ban befedték a szovettenyészto flaska feliiletét, a
tapfolyadékot ledntottiik a sejtekrol, majd egyszer PBS-sel mostuk. Mosas utan a -80°C-
on 1 ml-es csovekben tarolt virust felolvasztottuk, majd rapipettaztuk a sejtekre, hogy
egyenletesen elfedje dket. 2 dran at 37°C-os termosztatban, 5% CO2 koncentracio mellett
inkubaltuk. Ezutan a flaska tartalmat 8-9 ml 10% FBS-t tartalmaz6 tapfolyadékkal
kiegészitettiik és inkubatorba helyeztikk. Minden nap fénymikroszkop segitségével
ellendriztiik a citopatias hatast. Negativ kontrollként parhuzamosan egy nem fertdzott

sejteket tartalmazo flaskat is fenntartottunk.

FeAdV koncentralasa

Régebben a virusok sejtfehérjéktol €s taptalaj komponensektdl torténd eltavolitasa
cézium-kloridos ultracentrifugalassal tortént, azonban ez a folyamat idéigényes (kb. 16-
24 6ra) (151). Kisérleteink soran ezért a ViraBind™ Adenovirus Purification Mega Kit-
et (Cell Biolabs, Inc.) hasznaltuk, amely az AdV kapszidfehérjéinek egyedi
tulajdonsagain alapul6 modszer, amely 1-2 ora alatt elvégezhetd és az AdV tébb mint
90%-a kinyerhet6 a fert6zott szovetbol. A protokoll ajanlasatol eltéréen HEK 293-as
sejtek helyett HelLa sejtekkel dolgoztunk. A sejteket 2-3 passzalast kovetéen addig
hagytuk novekedni, amig elérték a 90%-os konfluenciat, majd a fent leirtak alapjan
FeAdV-vel fertéztiik a sejteket. 48 Ora utan, amikor a citopatia mar elkezd6dott, de a
sejtek még nem valtak le a flaska falarol, a szovettenyészté palackban 1évo tapfolyadék
segitségével a lehetd legtobb sejtet lemostuk az edény feliiletérdl. A fertdzott sejteket
lecentrifugaltuk (1000 g 5 perc), majd 50 ml feliilluszot hagytunk a sejteken, a felesleget
eltavolitottuk és -80°C-on taroltuk, hogy majd sziikség esetén ujabb sejteket lehessen

fertdzni vele. Haromszor lefagyasztottuk és felolvasztottuk a fertdzott sejteket, igy azok
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szétestek és az AdV-ok kiszabadultak. 3000 g-n 10 percig fugaltuk a szuszpenziot, majd
ovatosan leszivtuk a feliiluszot, amelyet 0,45 pm-es steril szlird segitségével sziirtiink.
Ezutan a kitben talalhat6 tisztitd sziirén eldszor fecskendd segitségével mosodpuffert
engedtiink at, majd a maximalis visszanyerés €érdekében kétszer egymast kovetden a virus
feliiluszot. Ez a 1épés biztositotta, hogy a virusok a sziir6 pérusaiban maradjanak. Harom
mosasi 1épés utan a tisztitdszlrd ala egy gyljtécsovet helyeztiink és 2-3 ml eludld puffer
segitségével lemostuk a virusokat a szlrd feliiletérél. Az atszliréseket lassan, gravitacios
aramlassal (max. 3-5 ml/perc aramlasi sebességgel) végeztiik. Végiil a tisztitott virushoz

10% glicerint adtunk, 1 ml-enként szétosztottuk és -80°C-on taroltuk felhasznalasig.

FeAdV virustiter meghatarozasa immunhisztokémiaval

A virustitert hagyomanyosan plakk titralassal hatdrozzdk meg, ami kb. 10 napot
vesz igénybe. A QuickTiter™ Adenovirus Titer Immunoassay Kit (Cell Biolabs, Inc.)
ezzel szemben 2 nap alatt eredményt ad. A kit alkalmazasaval hexonfehérjék elleni
antitestekkel, immunhisztokémiai festés segitségével adenovirus hexon fehérjéket tudunk
detektalni. A reagenseket a kit leirasa szerint higitottuk.

2,5 x 10°/ml sejtet 24 lyukd lemezre helyeztiink és 1 oraig inkubaltuk 37°C-on,
5% CO- koncentracio mellett. A virusbol tizszeres tovafutd higitasi sort készitettlink, és
100 pl-t pipettaztunk a higitott virusmintakbol a 24 lyuku lemezen 1év0 sejtekre. A lemezt
két napig inkubaltuk 37°C-on, 5% CO- tartalom mellett.

Két nap mulva a sejtekrdl ovatosan leszivtuk a tapfolyadékot, majd a fertézott
sejteket metanollal fixaltuk 20 percig -20°C-on. Az inkubacios id6 letelte utan a sejteket
haromszor 5 percig PBS-sel mostuk, majd a nem-specifikus protein-kotéhelyek
blokkolasa kovetkezett szobahdmérsékleten, razatdgépen, 1 ordn keresztiil 1% BSA-t
(bovin szérum albumin) tartalmazé PBS-sel. Miutan leszivtuk a blokkolo elegyet, minden
lyukba higitott anti-hexon antitest oldatot pipettaztunk €s razatdgépre helyeztik 1 orara,
majd haromszor 5 percig mostuk a sejteket PBS-sel. Ezutan a higitott, HRP-konjugalt
masodlagos antitestet mértiik a sejtekre €és Gjabb 1 Oran keresztiil inkubaltuk a lemezt
razatégépen, ezt kovetden pedig 6tszor 5 perces PBS-es mosas kovetkezett. Végiil a
frissen higitott DAB oldattal 10 percig razattuk a lemezt, majd kétszer 5 percig PBS-sel
ujra lemostuk a sejteket. A virustiter meghatarozasahoz fénymikroszkop segitségével,

10x-es nagyitason, minimum 5 kiilon 1atétérben szdmoltuk meg a barnara szinezédott
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fert6zott sejteket, majd az alabbi, kit-ben megadott képlet segitségével hataroztuk meg a
milliliterenkénti fert6z6 egységek szamat:
porzitiv sejtek atlaga/mezd) x 49 x (higitasi faktor)
0,1 mL
A higitasi faktor az a legnagyobb higitas, ahol még meg tudtunk szamolni egy

Virus titer (ifu/ml) =

latotérben 5 db fertdzott sejtet. A 49-es érték megadja, hogy hany latétér talalhato a 24
lyukid lemez 1 Ilyukaban, az alkalmazott labormikroszkép 10x-es objektiv
lencseatmérdjébdl szamolt érték, a kitben megadott képlet alapjan.

minden kisérlet el6tt a megfeleld higitast készitettiik el attol fiiggden, hogy milyen moi
értékkel akartuk fertdzni a sejteket. A virushigitas szdmoléasa a fent leirt sejtszamolési

1épéshez hasonldan tortént.

3.3. Génosszehasonlitas

A fertézés szempontjabodl kulcsfontossagh hexon és fiber gének szekvencidival
Osszehasonlitd vizsgalatokat végeztiink. A FeAdV hexont egy masik FeAdV izolatum
részleges hexon génjével (GenBank azonositd: AF172246) (142), egy kozép-europai
(holland) klinikai mintabdl szarmazé HAdV-1 izolatum hexonjaval (D11 genotipus,
GenBank azonosité: MN398196) (152, 153) és a HAdV-1 referencia genom hexon
szekvencidjaval (Genbank azonosit6: AF534906) illesztettiik, majd elemeztiik. A FeAdV
fiber génjét a kozép-europai HAAV-1 izolatum fiberével (D11 genotipus, Hollandia,
1970, GenBank azonositd: MN398197) és a HAdV-1 referencia genom fiber
szekvencidjaval (Genbank azonosité: AF534906) hasonlitottuk Ossze. A tobbszords
szekvencia illesztésekhez az online elérhet6 MUSCLE (MUItiple Sequence Comparison
by Log- Expectation) feliiletet hasznaltuk (https://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/muscle/).
Az illesztett  szekvencidk  elemzése  és  szerkesztése — BioEdit 7.2
(https://bioedit.software.informer.com/7.2/) és GeneDoc 2.7

(https://genedoc.software.informer.com/2.7/) szoftverek segitségével tortént.
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3. 4. Filogenetikai elemzés

A FeAdV 2889 bp hosszt hexon (GenBank azonositd: AY512566) ¢és 1749 bp
nagysagu fiber (GenBank azonosito: AY518270) génszekvencidit 6sszehasonlitottuk a
GenBank adatbazisdban elérhetd olyan hexon ¢€s fiber szekvencia részletekkel, amelyek
atfedtek a magyarorszagi izolatummal. A DNS szekvencidkat FASTA formatumban
toltottiik le az adatbankbol, a tobbszords szekvencia illesztés MUSCLE segitségével
tortént. Az illesztett szekvencidkat GeneDoc program segitségével analizaltuk. A
filogenetikai fa Molecular Evolutionary Genetics Analysis (MEGA) szoftver 7.0
verzidjaval késziilt, Gn. szomszéddsszevond vagy neighbor-joining klaszterez6
modszerrel. Az evolucids tavolsagmatrix kiszamolasdhoz a program a Kimura 2
paraméteres modelljét alkalmazta, a térzsfa megbizhatosagit pedig 1000 ismétléses
bootstrap vizsgalattal hatarozta meg. Az dsszehasonlitott szekvencidk G+C aranyat a (G

+C)/(A+ T+ G+ C)x100képlet segitségével adtuk meg.

3. 5. FeAdV ellenalloképességének vizsgalata
3. 5. 1. Fiziko-kémiai hatasok

A FeAdV-r6l nagyon kevés adat all rendelkezésiinkre, a virus alapvetd
jellemzéséhez azonban hozzatartozik az ellendlloképességének a vizsgalata, ezért minden
esetben harom parhuzamos vizsgalatot végeztlink, amelyek soran hdhatasnak, UV
besugarzasnak, kiilonb6z6é pH-ju kornyezetnek és detergenseknek tettiik ki a virust, majd
meghataroztuk a fertézoképességét. Ezek az adatok azért is fontosak, mert informéciot
kaphatunk arr6l, hogy milyen sterilizalasi modszerek hatdsosak a virus ellen, illetve az
eredményekbdl kovetkeztetni lehet arra, hogy milyen szervekben lehet szaporodoképes.

A kisérletekben alkalmazott behatasi idoket €s koncentraciokat a szakirodalom
alapjan gytijtottiik ossze, elsésorban a HAdV-1, -2 és -5 tipusokkal torténd kutatdsokat
kerestiink, de barmelyik human AdV eredmény referenciaként szolgalhatott. Mindegyik
fiziko-kémiai vizsgalat soran 2,5x10%/ml koncentracidban, 1 ml tapfolyadékban, 24 lyuka
szovettenyészté lemezeken szaporitottuk a Hela sejteket és  10° FE/mI

crer

kiszamoltuk a sziikséges virusmennyisé¢geket és 1 ml-es mikrocsovekben készitettiik el a
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virus higitasokat tapfolyadék felhasznalasaval. Ezeket az 1 ml-es, virusszuszpenziot
tartalmazd ampulldkat tettiik ki hé és UV hatasnak. A kiilonbozé pH-ju oldatok és
pipettaztuk.

A FeAdV-vel fert6zodott sejtek szamat immunhisztokémiaval hataroztuk meg. Az
eredményeket Osszevetettik a kezeletlen sejtekkel kapott adatokkal ¢és a kettd
kiilonbségébdl allapitottuk meg a virusra gyakorolt hatds mértékét. Mindegyik behatas
esetén azt a legkisebb idot és/vagy dozist kerestiikk, amely mar nem eredményezett
virusfert6zott sejteket az immunhisztokémiai vizsgélattal.

Az AdV-ok altalanos hdvel valé sterilizalasa 56°C-on, 30 percig torténik (154).
Kisérletiink soran vizfiirdé (IKA-Werke GmbH & Co. KG, Staufen im Breisgau,
Németorszag) segitségével allitottuk be az 56°C-ot, amelybe a FeAdV tartalmu 1 ml-es
csoveket helyeztiik. A megfeleld behatasi id6 utan a virusszuszpenziot eltavolitottuk a
vizbdl és azonnal 4°C-os hiitdbe helyeztiik a sejtek fertézéséig. A vizsgalt idétartomany
kezdetben szélesebb volt, 5, 10, 15, 20, 25, 30 és 35 percig tartdé hohatasnak tettiik Ki a
virust, majd lesziikitettiik a vizsgalati tartoményt és 1, 2, 3, 4 és 5 perces kezelés utdn
fertoztiik a sejteket.

UV-C fényrdl 200-270 nm-en beszélhetiink, ezen a tartomanyon belil 254 nm
koriil a molekularis kotések lebomlanak, pirimidin dimerizacio révén pedig karosodik a
baktériumok ¢és a virusok orokitéanyaga (155). A FeAdV UV besugarzassal szembeni
ellendllasait UV-C germicid ldmpa segitségével vizsgaltuk, amelynek a
csucsteljesitménye 253,7 nm-es hullamhossz és 50,5 mW/m? volt. A héhatas
vizsgalatahoz hasonloan, az UV kezelést is egyre kisebb iddintervallumokban
alkalmaztuk. Eldszor 10, 15, 20, 25 és 30 perces, majd ezutdn 1-10 perc kozott
percenkénti sugarzasnak tettiik ki a virust. A kezelésnek kitett virus tartalmtl szuszpenziot
kb. 30 cm tavolsagra helyeztiik el az UV fénycsotdl, majd a behatasi 1d6 lejartaval a
szuszpenziokat 4°C-os hiitdbe helyeztiik a sejtek fertézéséig.

A virust valtozd kémhatdsoknak torténd kitétele segitségével kivantuk
monitorozni, hogy a szervezeten beliil hol lehet szaporodoképes. A FeAdV ellenallasat
pH1-14-ig és 25°C ¢és 37°C-on, az emberi test atlaghOmérsékletén, 5 percig vizsgaltuk. A
savas kémhatasu oldatokat hidrogén-klorid (HCI), a lugos kémhatasuakat pedig natrium-

hidroxid (NaOH) alkalmazasaval készitettilk, a pH értékeket kézi pH mér6 (VWR®,
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pH10 Pen, VWR International, LLC. Radnor, PA, Egyesiilt Allamok), OP-211/1 digitalis
pH méré (Radelkis Elektroanalitikai Miszergyarté Kft. Budapest, Magyarorszag) ¢és
elektroda, valamint pH-indikétor papir (MColorpHast™) segitségével ellendriztiik.
Detergensek koziil két népszerti fert6tlenitd hatastt vegyiilet FeAdV ellenes
hatasara voltunk kivancsiak. A natrium-hipoklorit (NaClO) a haztartési hip6 alkotoeleme,
széles korben alkalmazzak fertOtlenité hatasa miatt. Az etil-alkohol (C2HsOH) 70%-0s
oldata antimikrobialis hatassal bir, a feliilet-é€s kézfert6tlenitok gyakori dsszetevdje. A
NaClO oldatbol (CAS szam: 7681-52-9) 40 g/l-es, a 65,5% etil-alkoholban oldott 0,4%
alkil-dimetil-benzil-ammonium klorid tartalmt higiénés kézfertdtlenité szerbél (CAS
szam:64-17-5 és 68424-85-1) 650 mg/l-es torzsoldatokat készitettiink, majd ezekbol 2-es
¢és 10-es Iéptékii higitasi sort készitettiink és ezekbe mértiik be a virusszuszpenziot. A
behatdsi id6t a szakirodalmi adatok alapjan, ahol szdmos munkacsoport kiilonbdzd
idépontokban vizsgalt fertétlenitészercket egyes AdV tipusok ellen, valamint mivel
altalanossagban elmondhatd, hogy a mindennapi fertOtlenitészerek behatdsi ideje

viszonylag révid, 5 percben allapitottuk meg. Ennek letelte utan fertdztiik a sejteket az

crer

3. 5. 2. Antiviralis gyogyszerek

Az AdV okozta megbetegedésekben leggyakrabban alkalmazott gydgyszerek, a
ribavirin, a cidofovir €s a stavudin FeAdV-re gyakorolt hatasat vizsgaltuk. Kisérletiinkkel
arra voltunk kivancsiak, hogy az egyes gyogyszerek a virus okozta megbetegedés
kezelésére, vagy esetleg preemptiv terapiaként torténd alkalmazas esetében hatdsosabbak.

A harom vizsgalt antiviralis szerbdl eldkisérlet gyanant 10-es 1éptékii higitasi sort
készitettiink, hogy fel tudjuk mérni, melyik az a tartomany, amelyen beliil részletesebb
kisérletekre lesz sziikség, hogy megallapithassuk az egyes szerek hatasit a FeAdV
szaporodasara. Ezutan vizsgalataink egyik részében a fertdzetlen sejteket kezeltiik eld a
gyogyszerekkel. Miutan a sejtek kitapadtak és konfluens réteget képeztek a
szOvettenyésztd lemez faldn, mindhdrom antivirdlis szerbdl felez6 higitasi sort
készitettiink és minden higitasbol 100 pl-t pipettaztunk a sejtekre. 1,5 6raig termosztatban
inkubaltuk a lemezt, majd ezutan a gyogyszertartalmu feliiliszokat 6vatosan leszivtuk és

10° FE/ml térzskoncentracioji FeAdV-vel fertdztiink.
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A kisérlet masik részében a virusfertézést kdvetden 2 és 24 oraval leszivtuk a
virustartalmu feliiluszot a sejtekrodl és ezt kovetden adtuk a gyogyszerhigitasokat a 24
inkubacios idok lejarata utan a sejtekre mindig uj tapfolyadékot helyeztiink, ezzel leallitva
az egyes hatasokat. A negativ kontroll kezeletlen, fert6zetlen sejtekbdl, a pozitiv kontroll
kezeletlen, fertézott sejtekbdl allt. Korabban, eldkisérlet céljabol a gyogyszerek sejtekre
valo hatdsat megvizsgaltuk, mivel azonban toxicitdst nem tapasztaltunk, ezért ilyen
jellegli sejtkontrollt a késdbbiekben nem alkalmaztunk. A gyogyszereket liofilizalt
allapotban vasaroltuk (Sigma-Aldrich) és DMEM-mel higitottuk. A torzsoldatunk
ribavirin esetén 50 mg/ml-es, cidofovirt és stavudint illetéen pedig 10 mg/ml-es volt,
amelyeket felhasznalasig -20°C-on taroltunk. A kisérlet eldtt frissen felezd higitasi sort
készitettiink a szerekbdl és harom parhuzamos vizsgalatot végeztink mindegyik
koriilmény esetén. A fiziko-kémiai hatasok vizsgalatdhoz hasonldéan a FeAdV-vel

fert6zodott sejtek szamat itt is immunhisztokémiédval hataroztuk meg.

3. 5. 3. Avemar antiviralis hatdsainak vizsgalata

Az Avemar pulvis kozvetlenil a gyartotol (Biropharma Kft. Budapest,
Magyarorszag) kertilt beszerzésre. A por allag szert DMEM tapfolyadékkal 1000 pg/ml-
22 um-es sziird segitségével sterilizaltuk és felhasznalasig -20°C-on taroltuk.

Az Avemar antiviralis hatasanak tanulmanyozasa esetén vizsgalataink nem csak
a FeAdV-re korlatozodtak. Mivel az AdV-ok képesek transzaktivalni a HIV-et, ezért arra
a kovetkeztetésre jutottunk, hogy a FeAdV mellett a FIV-re valo hatasat is érdemes lehet

ebben a kontextusban kielemezni.

3.5.3. 1. Az Avemar pulvis hatiasa a FeAdV replikaciora HeLa és CrFK sejtekben

A FeAdV kisérleteink sordn egyarant kivancsiak voltunk az Avemar terapias céla,
valamint profilaktikus hatasara is. HeLa és CrFK sejteket 2,5 x 10°/ml koncentracioban,
1 ml tapfolyadékban, 24 lyukl szovettenyésztd lemezeken szaporitottuk. 1 6éraval késébb
500 ul 10, 50, 100, 250, 500 és 1000 pg/ml végkoncentracidju Avemar pulvissal kezeltiik,
majd ezt kovetden 1 és 24 ora elteltével fertéztiink sejteket 100 pl 2,5 x 10°, 5 x 10° vagy
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25 x 10° FE/ml (moi 1; 2 és 10) FeAdV-vel. Ezzel parhuzamos kisérletben pedig a
sejteket a fent leirtak szerint 24 lyuka lemezeken tenyésztettiik, a fertézés és az Avemar
kezelés azonban forditva tortént. A sejtek lemezre torténd kihelyezése utan 1 oraval,
amikor a sejtek mar kitapadtak az edény falara, el6szor FeAdV-vel fertéztiink, majd 1 és
24 6ra utan pipettaztuk az Avemar korabbiakban leirt koncentraciodit a fert6zott sejtekre.
Pozitiv kontrollként vagy csak Avemarral kezelt, vagy csak FeAdV fertdzott sejtek
szolgaltak. 48 oraval posztinfekcio utan a fertdézott sejteket a korabban leirt
immunhisztokémiai modszerrel tettiik lathatova. A kezelt és a fertdzott sejtek aranyat a
viruskontrollhoz viszonyitva, szazalékos aranyban abrazoltuk az Avemar koncentraciok
figgvényében. A vizsgalattal egyidejlileg az Avemarral eldkezelt, majd moi 0,1 és moi 1
mennyiségli virussal fert6zott CrFK sejtek feliiliszoibol mintdkat vettiink a fertézést
kovetd 3. napon. A rezidualis FeAdV fertdzoképességét Hela sejteken titraltuk a
korabban leirtak alapjan, a titralds eredményeit a 7. és 9. napon olvastuk le. A kapott

eredményeket az Avemar koncentraciok fiiggvényében abrazoltuk.

3.5.3. 2. Avemar és FIV fertozés egyiittes vizsgalata macska eredetii sejteken

96 lyukti lemez lyukaira 100-100 ul 4 x 10* MBM sejtet helyeztiink, majd hdrom
Négy oraval a kezelés utan 50 pl tapfolyadékban felvett 10° 50%-os fertéz6 dozis egység
(TCIDso) mennyiségli FIV-Pet ¢és FIV-M2 virusokkal fertéztik a sejteket. A
feltiluszokbol a 0., 5., 7., 8. és 11. napokon mintakat vettiink és CrFK sejteken titralva
meghataroztunk a két FIV izolatum fertdzéképességét. Ehhez 4 x 10%/lyuk
koncentracioban CrFK sejteket mértiink a 96 lyukd szovettenyésztd lemez lyukaiba.
Amikor a sejtek elérték a 90%-os konfluenciat, eltavolitottuk a feliiliiszot és az Avemar
kezelésnek kitett sejtek és feliiluszok 10-es 1éptékii higitasi soraibol 100-100 pl-t adtunk
minden lyukhoz. A citopatias hatast inverz fénymikroszképpal kovettiik nyomon, majd
Reed-Muench moddszere alapjan kiszamoltuk a TCIDsp értéket, amelybdl meg tudtuk
allapitani egy fert6z6 egység moi értékét (156). A kapott virustiter eredményeket az
Avemar koncentraciok fliggvényében abrazoltuk.

100 pl 4 x 10* FIV-et folyamatosan termeld FL-4 sejt és RPMI-1640

szuszpenziojat helyeztiink 96 lyukl szovettenyésztd lemez celldiba, majd 4 draval késébb

crer
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5., 7., 8 ¢és 11. napon monitoroztuk. Az egyes Avemar koncentraciokkal kezelt
sejtszuszpenziokbol 20 pl-t, 108/ml-es koncentracioban, teflon boritott targylemezekre
helyeztiink, majd szaradas utan metanollal (Sigma- Aldrich) fixaltuk és Giemsa festékkel
(Sigma-Aldrich) festettiik a sejteket. A fénymikroszkopos képeket 200x-0s nagyitasban
készitettiik. A kezelést kovetd 4. napon mintat vettlink a sejtekbdl, majd centrifugélassal
(1000 g, 5 perc) elvalasztottuk egymastol az iiledéket és a feliiliszot. A sejteket
haromszor lefagyasztottuk és felolvasztottuk, majd 100 ul RPMI-1640 tapfolyadékban
felszuszpendaltuk. A feliiluszok, valamint a pelletek FIV-Pet tartalmat CrFK sejteken

torténd titralassal hatdroztuk meg a fent leirt modon.

3. 6. Gazdasejt receptorainak és koreceptorainak gatlasa

A FeAdV korabbi karakterizalasa soran mar kidertilt, hogy a virus szamos emlds
sejtvonalon képes szaporodni. A gazdasejtek CAR és avps, avfs integrin receptorainak

gatlasaval arra voltunk kivancsiak, hogy vajon a FeAdV képes-e egyéb receptorokon

cre

crer

integrin monoklonalis antitesteket hasznaltunk a receptorok blokkolasara (Sigma-
Aldrich, ZooMADb®). Elézetes vizsgalatként 25 x 10%/ml HeLa sejtet (mivel a kordbban
tapasztaltak alapjan ezen a sejtvonalon szaporodott a legjobban a FeAdV) helyeztiink 24
lyuka szovettenyészté lemezre és az egyes antitesteket kiilon-kiilon vizsgaltuk moi 1
FeAdV fertézés soran. Ezt kdvetden szintén 25 x 10%/ml HeLa, CrFK és HEK-293 sejtet
mértiink Gjabb szovettenyészté lemezekre, majd 1 6ras inkubalas utan (37°C, 5% CO»)
kiilonb6z6 antitest kombinacioval (anti-CAR+anti-avps, anti-CAR+anti-avps, anti-
avPstanti-avfs, anti-CAR+anti-avps+anti-ovps) inkubaltuk O6ket 1 oran at
szobahOmérsékleten, razatdgépen, majd ezutan fertdztiik a sejteket moi 0,1, moi 1 és moi
10 FeAdV inokulummal. A virussal 2 6ran keresztiil inkubaltuk a sejteket 37°C-0s
termosztatban, majd eltavolitottuk az antitesteket és a virust tartalmazo tdpkozeget és friss
tapfolyadékot adtunk a sejteknek. 48 o6ra mulva immunhisztokémiaval ellendriztiik a
virusfertdzés mértekét. Az eredményeket a viruskontrollhoz viszonyitva, szazalékos

aranyban 4brazoltuk.
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3. 7. FeAdV fert6zott HeLa sejtek citokin termelésének vizsgalata

Az AdV fert6zés hatasara felszabaduld citokinek kozil az interleukin-10 (IL-10)
és a transzformald novekedési faktor béta-1 (TGF-B1l) termel6édését vizsgaltuk ELISA
modszerrel (Human IL-10 és Human TGF-B1, DuoSet® ELISA, R&D Systems, Inc,
Minneapolis, MN, Egyesiilt Allamok). A valasztas ezekre a molekuldkra esett, mert az
IL-10-nek fontos szerepe van a gazdaszervezet immunvalaszanak kialakuldsdban,
gyulladasos és daganatos megbetegedések esetén is (157). A TGF-B1l egy pleiotrop
citokin, a TGF-P jelatviteli t tagjaként pedig létfontossagu szerepet jatszik a biologiai
folyamatokban és a betegségekben (158).

A vizsgalat elsé 1épéseként 10° FE/ml térzskoncentracioji FeAdV-vel fertéztiink
HeLa sejteket moi 10 aranyban, majd a sejtek feliiluszo6jabol 2, 4, 6, 8, 10, 24, 48, 72, 96
¢s 168 ora utan mintat vettlink, lecentrifugaltuk (1000 g, 5 perc) és a feliiluszot és a
mérésig -80°C-on taroltuk. A fert6zott sejtekkel parhuzamosan fertézetlen HelLa sejtek
feliiluszojabol is ugyanezekben az idépontokban tortént mintavétel, amely kontrollént
szolgéalt a vizsgélat soran.

Az ELISA vizsgalat els6 lépéseként a kitben leirtak szerint el6készitettiik a
sziikséges reagensek higitasait, valamint az IL-10 és a TGF-B1 standard, felez6 higitasi
sorat. Ezt kovetéen kihigitottuk a Capture Antibody-t a kitben megadottak
munkahigitasra, majd ezzel bevontuk egy 96 lyuku szdvettenyészt lemez lyukait €s egy
¢jszakan keresztiil lefedve, szobahdmérsékleten inkubaltuk. Masnap leszivtuk a lyukak
tartalmat €s harom moséast kovetden, amikor mar minden folyadékot alaposan
eltavolitottunk a lyukakbol, kovetkezett a blokkolasi 1épés 1% BSA tartalmu PBS-sel
(TGF-B1 esetén 5% Tween 20 tartalmi PBS-sel). 1 6ras szobahdmérsékleten torténd
inkubalast kovetéen ismét haromszor mostuk a lemezt, igy teljesen eldkészitettiik a
vizsgalati eljarashoz. 100 pl-t pipettdztunk minden mintabdl az egyes lyukakba, majd
lefedve, szobahdmeérsékleten 2 6ran keresztiil inkubaltuk a lemezt. Haromszoros mosasi
1épést kovetden eldszor a Reagent Diluent-el higitott Detection Antibody-val 2 oraig,
majd Ujabb mosasok utdn a Streptavidin-HRP munkahigitdsdval 20 percig
szobahOmérsékleten, fénytdl védett helyen allni hagytuk. A lemezt ismét a&tmostuk, majd
minden lyukba szubsztrat oldatot pipettaztunk és tjabb 20 percig inkubaltunk lefedve,

szobahOmérsékleten, fénytdl védve. Végiil a Stop Solution segitségével leallitottuk a
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reakciot. ELISA leolvaso segitségével, 450 és 540 nm-en leolvastuk a lemezt, a mért

értekeket pedig kivontuk egymasbol, a hattérkorrekcio érdekében.

3. 8. Statisztikai analizis

Minden kisérlet soran egyidejiileg harom parhuzamos vizsgalat késziilt (n=3). Az
adatokat standard hiba feltiintetésével abrazoltuk. Kétmintas T probaval p<0,05 (*) és
p<0,001 (**) értékeket tekintettiik statisztikailag szignifikansnak.
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4. Eredmények
4. 1. Génosszehasonlitas

A FeAdV hexon génjét Osszevetve egy masik, részleges FeAdV hexonnal azt
tapasztaltuk, hogy a vizsgalt szakaszon 6sszesen négy nukleotid kiilonbség (78., 297.,
312., 313. bazis) volt, amelyek koziil egy aminosav valtozast is eredményezett, valin
helyett metionin helyezkedik el a részlegesen szekvenalt FeAdV szekvenciajaban. A
kozép-europai HAAV-D11 tipushoz képest harom csendes mutaciot (378., 1890. és 2196.
pozicidban) tapasztaltunk, de mivel mindegyik bazis a triplet kod utolsé helyén volt, ezért
aminosav valtozas nem tortént. A HAdV-1 referencia szekvencia esetén egy aminosav

valtozast nem okoz6 nukleotid csere tortént (1. tablazat)

1. tablazat. A macska eredetli adenovirus (FeAdV) hexon génjének bazis és
aminosavszintii Osszehasonlitdsa egy masik, részleges szekvencidaval rendelkezo,
potencialisan FeAdV (GenBank azonositd: AF172246), egy kozép-europai 1-es tipusu
human adenovirus (HAdV-1) (GenBank azonosito: MN398196) és a HAdV-1 referencia
(GenBank azonosito: AF534906) hexon szekvenciaival. A bazis és aminosav eltéréseket
kiilonb6z6 szinek jeldlik, a szekvenalas soran nem meghatarozhat6 bazisok piros, a nem

teszteltek sziirke szinnel kiemelve lathatdk, az aminosavak toltése a zargjelben talalhato.

Bids |FeAdv| HAdV- | AV 1 agy | Aminosav | Feady | HAdV- ] FeADY v
. részleges , .. |Elhelyezkedés . D11  |(részleges) .
pozicié | hexon [D11 hexon hexon | pozicid aminosav } ) aminosav
hexon aminosav | aminosav
78/61% | G . I o 26 | Cl5-vég | glicin | glicin | glicin | glicin
297/280*% C @ T Cc 99 C1 5'-vég tirozin tirozin tirozin tirozin
C1
306/289* T T © T 102 rekombinans | izoleucin | izoleucin | izoleucin | izoleucin
régid
C1
312/295% C C T C 104 rekombinans | glicin glicin glicin glicin
régid
C1
313/296*% G G A G 105 rekombinans | valin valin metionin valin
régio
Cl
378 A G n.t A 126 rekombinans | lizin(+) [ lizin (+) nt lizin (+)
régio
1890 T - n.t T 630 C4 3'-vég |fenilalanin{fenilalanin nt fenilalanin
2196 A G n.t A 732 C4 3'-vég valin valin nt valin
2874 c C n.t T 958 C4 3'-vég alanin alanin nt alanin
2890 n.t A n.t T 964 C4 3'-vég n.t treonin nt treonin

* a FeAdV részlegesen szekvenalt hexon nukleotidjainak sorszamai
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A fiber szekvenciat a HAdV-D11 tipusahoz hasonlitva dsszesen 12 kiilonbséget
talaltunk, ebbdl 3 bazis (220., 596., 1015.) a shaft régioban helyezkedett el. Mindegyik
esetében aminosav valtozas is tortént, rdadasul a 74. és a 339. aminosavak toltése meg is
valtozott. A 74. pozicidban a negativ toltésii glutaminsav helyett pozitiv toltést lizin, a
339. aminosav esetében pedig a polaros, toltéssel nem rendelkezd aszparagin helyett
pozitiv toltésti hisztidin talalhatd a FeAdV szekvenciajaban. A FeAdV fiber knob
doménjében kilenc nukleotid kiilonbséget tapasztaltunk, négy esetben (414., 442., 472.,
527.) pedig aminosav valtozas is tortént, amely a 414. aminosav esetén toltésvaltozassal
is jart, ugyanis a hidroféb oldallanccal rendelkezd tirozin helyett egy pozitiv toltésii
hisztidin talalhat6. Ez a csere a fiber AB hurok régidjaban helyezkedik el, amely a CAR-
hoz val6 k6tddésben jelentds szerepet jatszik. A HAdV-1 referencia genom esetén a 981.,

crer

tapasztaltunk aminosav valtozast a szekvenciaban (2. tablazat).
2. tablazat. A macska eredeti adenovirus (FeAdV) fiber génjének bazis és
aminosavszintli Osszehasonlitdsa egy kozép-europai 1l-es tipusi human adenovirus
(HadV-1) (GenBank azonosito: MN398197) és a HAdV-1 referencia (GenBank
azonositd: AF534906) fiber szekvenciaival. A bazis és aminosav eltéréseket kiilonb6z6

szinek jelolik, az aminosavak tdltése a zardjelben talalhatdé ((144) alapjan sajat

szerkesztés).
Bazis | FeAdV | HAdV- |HAdV-1 | Aminosav , FeAdV HAdV-D11 HAdV-1
., . . . . ., |Elhelyezkedés . . .
pozicié | fiber | D11 fiber | fiber pozicid aminosav aminosav aminosav
Shaft (nyél) régi6 (45-401 aminosavig)
2. .. glutaminsav .
+ +
220 A G A 74 pseudorepeat lizin (+) ) lizin (+)
9. . . .
596 A G A 199 pseudorepeat aszparagin szerin aszparagin
17. .. - _
981 A A G 327 pseudorepeat lizin (+) lizin (+) lizin (+)
18. R ] T
1015 C A C 339 pseudorepeat hisztidin (+) | aszparagin | hisztidin (+)
Knob (feji) régi6 (402-582 aminosavig)
1240 C T C 414 AB hurok | hisztidin (+) tirozin hisztidin (+)
1284 C T C 428 BC hurok cisztein cisztein cisztein
1325 G A G 442 CD hurok arginin (+) lizin (+) arginin (+)
1341 T C T 447 CD hurok prolin prolin prolin
1395 A G A 465 DE hurok glicin glicin glicin
1414 A G A 472 DE hurok szerin glicin szerin
1581 A T A 597 GH hurok glutar(l?l)nsav aszparﬁg;lnsav glutar;r_u)nsav
1659 C A A 553 HI hurok szerin szerin szerin
1743 G A A 581 C-terminalis glutamin glutamin glutamin
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4. 2. Filogenetikai elemzés

Az AdV-ok bioldgiai tulajdonsagaiban és az osztalyozasban betdltott fontos
szerepe miatt a FeAdV izolatum hexon ¢és fiber gének szekvencidit 6sszehasonlitottuk a
GenBank adatbazisban talalhato egyéb publikalt szekvenciakkal és azt talaltuk, hogy a
hexon gén egy 2014-ben izolalt francia (Marseille) HAdV-1-gyel 4ll a legkozelebbi
rokonsagban (159) (4. abra). Bar a szekvencia az 5° végen 341, a 3° végen pedig 171
nukleotiddal rovidebb, mint a FeAdV hexon, 6sszesen két nukleotid kiilonbséget talaltunk
(egy C-T és egy G-A csere), igy az Osszehasonlithato részek homologiaja 99,85%. A
nukleotid cserék nem eredményeztek aminosav valtozast. A G+C tartalom 4,41%-Kkal

magasabbnak bizonyult a FeAdV izolatumban, mint a francia hexon génben. A hexon

crer

német, japan és tajvani HAdV-1-gyel (4. abra).

EUB6T484 (Germany)
485{ FJ943617 (Germany)
EUB6T483 (Germany)

FJ943609 (Germany)
AB433287 (Japan)
g7 | AB433286 (Japan)
AB433285 (Japan)
AB433284 (Japan)
AB433283 (Japan)
[ EU867485 (Germany)
EUB67482 (Germany)
AY512566 (Hungary)|
KIMB10306 (France)
FJ943599 (Germany)
L AB330082 (Japan)

|— KC570882 (Taiwan)

5] [ KC570881 (Taiwan)
1]

KC570879 (Taiwan)
30 L KC570880 (Taiwan)
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4. abra. Macska adenovirus (FeAdV) és a GenBank adatbazisban elérheté 1-es tipusu
human adenovirus (HAdV-1) hexon szekvencidk illesztésével késziilt filogenetikai
vizsgélat eredménye. A filogenetikai fa Kimura 2 paraméteres modelljével 1000-szeres

bootstrap ismétléssel késziilt, piros keret jelzi a FeAdV izolatum helyét (144).
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A fiber gént illeten azt talaltuk, hogy a legszorosabb rokonsagban az 1953-as,
els6 adenovirus izolatummal all, amely Rowe és munkatarsai nevéhez kotédik (160, 161)
(5. abra). Egyetlen, aminosav valtozassal nem jar6 nukleotid kiilonbséget tartalmaznak a
szekvencidk, a koztik 1évé homologia 99,83%. A G+C tartalomban elenyészd a
kiilonbség, minddssze 0,43%-kal magasabb a FeAdV fiberben. A filogenetikai fan jol
latszik, hogy érdekes modon a tajvani izolatumok is egész kdzeli rokonsagban éllnak a
FeAdV fiber génjével (5. abra).

AY518270 Hungary

%2 | AB125750 ATCC

45

100’7

AB108423 ATCC

KC570851 Taiwan

KCA570856 Taiwan
a0 ——HKCET0852 Taiwan
M KC570853 Taiwan

KCAT0854 Taiwan

—— KCET0858 Taiwan

KC570855 Taiwan

T2 4,7
B3 |KC570857 Taiwan

0.0020

5. abra. Macska adenovirus (FeAdV) és a GenBank adatbédzisban elérhetd 1-es tipust
human adenovirus (HAdV-1) fiber szekvenciak illesztésével késziilt filogenetikai
vizsgalat eredménye. A filogenetikai fa Kimura 2 paraméteres modelljével 1000-szeres

bootstrap ismétléssel késziilt, piros keret jelzi a FeAdV izolatum helyét (144).

4. 3. FeAdV ellenalloképességének vizsgalata

4. 3. 1. Fiziko-kémiai hatasok

A FeAdV-t eldszor 0, 5 és a szakirodalomban altalanosan elfogadott 30 perces
hoéhatasnak tettiik ki. Eredményeink azt mutattak, hogy 5 és 30 perc esetén mar nem tudott
szaporodni a virus, ezért a vizsgalati tartomanyt a tovabbiakban 0 és 5 perc kozott
hataroztuk meg. 56°C-os hoéhatdsnak kitéve, a FeAdV fert6zoképessége a kezelés

hosszatol fliggéen kozel exponencialisan csokkent. Az 1 perces hokezelés 54%-kal, a 2
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perces hohatas pedig mar tobb mint 90%-kal szoritotta vissza a virusszaporodast.
Immunhisztokémiai modszerrel a 3 percig tartd hokezelés esetén mar nem tudtunk
fert6zott sejtet kimutatni (6. abra).
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6. abra. Macska adenovirussal (FeAdV) fert6zott HeLa sejtek szamanak valtozasa
hoékezelés hatdsara (56°C) a kontrollhoz képest, az 1d6 fiiggvényében. n=3. *p<0,05;
**p<0,001.

A macska izolatum UV érzékenységének tanulmanyozasat szintén nagyobb
1ddléptékekben kezdtiik. A héhatas vizsgalatahoz hasonldan az elsd kisérlet soran itt is 0,
5 és 30 perces besugarzast alkalmaztunk, 1évén, hogy az altalanos fertétlenitd eljaras UV
sugarzassal minimum 30 perc. Azt tapasztaltuk, hogy 0 és 5 perces UV hatas még nem
pusztitotta el az dsszes virust, azonban a 30 perces kezelés esetén mar nem voltak lathatok
fertozott sejtek. A kovetkezo vizsgalatunkban 10, 15, 20, és 25 percig tettiik ki a FeAdV-
t UV fénynek, azonban a szovettenye€sztd lemez egyetlen lyukaban sem tudtunk fert6zott
sejtet kimutatni immunhisztokémidval. Ezek az eredmények arra engedtek kovetkeztetni,
hogy a virus UV érzékenysége valahol 5 és 10 perc kozott lehet, ezért ebben a
tartomanyban  folytattuk az  izoldtum  érzékenységének  vizsgalatit. Az
immunhisztokémiai reakciot kovetden szépen latszott, hogy 0 és 5 perc kdzott tobb mint
60%-kal kevesebb virus volt képes fertdzni a sejteket. Ezt kdvetden percrdl percre
egyenletesen csokkent a fertdzott sejtek mennyisége és a 10. perc esetén mar nem

talaltunk FeAdV szaporodasra utald jeleket (7. dbra).
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7. abra. Macska adenovirussal (FeAdV) fert6zott HeLa sejtek szamanak valtozasa UV

kezelés hatdséra a kontrollhoz képest, az id6 fliggvényében. n=3. *p<0,05; **p<0,001.

Kiilonbdz6 pH-ju oldatoknak tettiik ki a FeAdV-t, az ellenalloképességét 1-14-es
pH tartomanyon beliil vizsgaltuk két hdmérsékleten, 25°C és 37°C-on. Az eltéré héfok
nem okozott jelentds valtozast az eredményekben, ezért dbrankon csak a 25°C-0s
eredményeket mutatjuk be (8. dbra). A savas tartomanyban pH 1 és pH 2 kozott teljes
inatkivalddast tapasztaltunk. 2-es pH utdn szignifikdns novekedést lattunk a virus
fert6zOképességeében a semleges tartomany eléréséig. Az izolatum pH 7 és pH 10 kozott
bizonyult a legstabilabbnak, s6t eredményeink alapjan a pH 9 még serkentd hatéassal is
volt a virusszaporodasra, ugyanis tobb fertdzott sejtet mutattunk ki
immunhisztokémiédval, mint a kezeletlen viruskontroll esetén. A 1l-es és 12-es pH
értekek kozott egy hirtelen, nagymértekii (kozel 80%-o0s) fertdézéscsokkenést
tapasztaltunk. A nagyon lugos tartomanyban (pH 13-pH 14) pedig a savas tartomanyhoz

hasonldan, teljes inaktivalodast lattunk (8. abra).
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8. abra. Macska adenovirus (FeAdV) ellenalloképességének valtozasa kiilonboz6 pH
hatasoknak kitéve. n=3. *p<0,05; **p<0,001.

A NaClO oldat 40 g/l-es, és az alkil-dimetil-benzil-ammonium klorid tartalmu
etil-alkohol 650 mg/l-es torzsoldatabol elsé 1épésként 10-es 1éptékii higitasi sort
készitettiink, és ezekbe mértiik be a virusszuszpenzidt. Annak érdekében, hogy
semmiképp ne legyen toxikus a sejtek szdmara egyik szer sem, ezért a szovettenyésztd
lemezre az 5 perces behatasi idd utdn csak a 102 koncentraciotol mértiik be a virust
tartalmazd higitasokat és azt tapasztaltuk, hogy a FeAdV szaporoddsa mindkét
alkalmazott szer esetében egyenletes mértékben, szignifikansan csokkent, de még a 10?
koncentracioban is ki tudtunk mutatni fert6zott sejteket. Ezen eredmények fiiggvényében
a NaCloO és az etil-alkohol torzsoldatokbol 2-es 1éptéki higitasi sort készitettiink €s 5 perc
behatasi id6 utan a NaClO esetében a nyolcszoros (5 g/l, vagyis 0,067 mol/l), az etanolos
oldatot illetben pedig tizszeres (65 mg/l, vagyis 1,412 mol/l) higitasnal mar nem volt

immunhisztokémiaval kimutathat6 fert6zott sejt (adatok nincsenek abrazolva).

4. 3. 2. Antiviralis gyogyszerek

A ribavirin, cidofovir és stavudin tizszeres higitasi sordval végzett eldkisérlet
soran azt tapasztaltuk, hogy ribavirin esetén 102 higitas mar egyaltalan nem tudta gatolni
a virusszaporodast. Cidofovir és stavudin esetében azonban 10! higitisban mér

latvanyosan kevesebb fertdzott sejtet lattunk, de még nem volt teljes a gatlas. Az
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eredmények fliggvényében arra a kovetkeztetésre jutottunk, hogy a tovabbiakban
ribavirin esetén 10* és 10% a mésik két antivirdlis szer esetén pedig tomény és 102 kozotti
higitasokra sziikitjiik a vizsgalati tartomanyt. A harom vizsgalt gyogyszer 2-es 1éptéki
higitasi soraval 1,5 oraig elokezelt sejtek FeAdV-vel torténd fert6zése soran 50%-0s gatlo
koncentraciot (ICso, inhibitor concentratinon) tapasztaltunk a ribavirin 20x-os (0,625
mg/ml), a cidofovir 4x-es (0,625 mg/ml) és a stavudin 8x-0s (0,3125 mg/ml) higitasa
esetén. Abban az esetben, ha a FeAdV fertdzést kovetden 2 oraval kezeltiik a sejteket az
egyes gyogyszerhigitasokkal, ugyanezeket az eredményeket kaptuk. Ha a FeAdV-vel 24
oran keresztiil inkubaltuk a sejteket és csak masnap adtuk hozzajuk az antiviralis szereket,
azt tapasztaltuk, hogy a ribavirin esetén mar nem volt elég a 10x-es higitds a gatlashoz,
igy a vizsgalati tartomanyunkat tovabb sziikitve kideriilt, hogy a 2x-es (25 mg/ml) képes
50%-ban gatolni a FeAdV-t. Fert6zés utan 24 oraval a masik két szer is kisebb mértékben
bizonyult hatasosnak, a cidofovir 2x-es (1,25 mg/ml), a stavudin 4x-es (0,625 mg/ml)
higitasa tudott csak 50%-0s virusgatlo hatast kifejteni (3. tablazat).

3. tablazat. Macska adenovirus (FeAdV) fertézoképességét befolyasold antiviralis
gyogyszerek ICso értéke a vizsgalat soran alkalmazott el6-, valamint 2 és 24 oras

utokezelések soran.

Fertozott sejtek kezelése
Sejtek elokezelése

2 Ora utan

24 6ra utan

Ribavirin 0,625 mg/mi 0,625 mg/mi 25 mg/ml
Cidofovir 0,625 mg/mi 0,625 mg/mi 1,25 mg/ml
Stavudin 0,3125 mg/ml 0,3125 mg/ml 0,625 mg/mi

4. 3. 3. Avemar antiviralis hatasainak vizsgalata
4. 3. 3. 1. Az Avemar pulvis hatisa a FeAdV replikaciora HeLa és CrFK sejtekben

Altaldnossagban elmondhaté, hogy Avemar kezelés nélkiil a FeAdV fert6zés utan
3-5 napon beliil mindkét sejtvonal esetében csomodkba rendez6dott, lekerekedett sejteket
figyeltiink meg fénymikroszkoppal, a sejtek levaltak a szovettenyésztd edény falarol. Az
Immunhisztokémiai vizsgalatok azt mutattak, hogy abban az esetben, ha a sejteket

elokezeltiikk Avemarral, a citopatias hatas dozistol és behatasi id6tol fiiggden csak késébb
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alakult ki. CrFK sejteken kis mennyiségli (moi 1 és moi 2) virusfert6zés esetén sem az
Avemar el6-, sem pedig az utdkezelések nem eredményeztek jelentds kiilonbséget a
FeAdV hexon antigén termelésében sem 1, sem 24 6ra utan (9. abra, A és B). Nagyobb
(moi 10) virusmennyiséggel torténd fertézés soran azonban a fertdzott sejtek szama az
alkalmazott Avemar koncentraciotdl fiiggden az eld és utdkezelések soran is csokkend
tendenciat mutatott. A dozisfliggd gatlas jelentdsebb volt, amikor a sejteket Avemar
elékezelésnek tettiik ki a FeAdV fertdzés eldtt 24 draval. Ebben az esetben a kontrollhoz
viszonyitva mar 10 pg/ml toménységli fermental buzacsira kivonat is 60%-kal
csokkentette a fertdzott sejtek szamat, 1000 pg/ml-es Avemar koncentracio
alkalmazasakor pedig tobb mint 70%-os gatlast tapasztaltunk (9. abra, B). Moi 10 aranyt
fertdz¢és esetén az utdkezelés soran is csokkent a fertdzott sejtek szama, bar kisebb
aranyban, mint amit az elékezelésnél lattunk. Eredményeink azt mutattdk, hogy az
utokezelés csak kozel 30%-0s csokkenést idéz eld (9. abra, B). A valtozas mindkét
esetben szignifikans (p<0.05) volt. Titralasi eredményeink szintén azt mutattak, hogy az
Avemar elokezelés dozisfiiggd modon gatolta a FeAdV szaporodasat CrFK sejteken
nagyobb (moi 1) és kisebb (moi 0,1) bemeneti virus esetén is (10. abra). Moi 1-gyel
torténd fert6zés soran a legnagyobb virustiter csokkenést 750 és 1000 pg/ml-es Avemar
koncentracioknal tapasztaltuk, 10-500 pg/ml-es toménységl szer alkalmazasa esetén
kisebb mértékii volt a gatlas a titralas 7. és 9. napjan egyarant (10. abra, A). Abban az
esetben, ha kisebb mennyiségii (moi 0,1) virussal fertdztiikk az Avemarral elékezelt CrFK
sejteket, mar 10 pg/ml-es koncentracional kb. 50%-o0s titercsokkenést tapasztaltunk a
kezeletlen sejtekhez képest, 100-1000 pg/ml esetén pedig tovabb csokkent a FeAdV
replikacigja (10. abra, B). A kisérletet HeLa sejteken is megismételtiik, de
immunhisztokémiai eredményeink alapjan sem az eld, sem pedig az utdkezelés nem
befolyasolta jelentdsen a FeAdV hexon antigéntermelddést moi 1 fertdzés esetén, a gatlas

20% alatti volt (9. abra, C).
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9. abra. Avemar hatasanak vizsgalata Crandell-Rees macska vese (CrFK) és HeLa
sejteken. A: a kiillonb6z6 koncentracioban alkalmazott Avemar hatdsa a fertGzést
megel6zo és fertdzést kovetd 1 és 24 oraval elteltével CrFK sejteken, moi 1. B: moi 2 és
moi 10 egységgel fert6zott CrFK sejteken az kiilonbozd koncentracioji Avemar hatasa
fertdzés eldtt és utan. C: A kiilonboz6 koncentracioban alkalmazott Avemar hatdsa a
fertézést megel6zo és fertdzést kovetd 1 és 24 oraval elteltével Hela sejteken, moi 1.
n=3. *p<0,05; **p<0,001 (99).
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10. abra. Rezidualis macska adenovirus (FeAdV) mennyiségi meghatarozasa Avemarral
elékezelt Crandell-Rees macska vese (CrFK) sejtek feliiliszdjaban. A fertézésre hasznalt
FeAdV mennyisége a kdvetkezd volt: A: moi 1, B: moi 0,1. A mintékat a fert6zést kovetd
3. napon vettiik, a titrdlds eredményeit a 7. és 9. napon olvastuk le. n=3. *p<0,05;
**p<0,001 (99).

4. 3. 3. 2. Avemar és FIV fertozés egyiittes vizsgalata macska eredetii sejteken

Avemarral torténd elokezelés hatasara lényegesen lecsokkent a FIV virus
replikacidja MBM sejtekben. Az alkalmazott koncentraciotol fiiggéen mindkét vizsgalt
virus esetén 3-5 log titercsokkenés is megfigyelhetd volt, az 1d6 elteltével pedig, ahogy
az MBM sejtek fokozatosan pusztultak, a feliiliszok virustartalma névekedett. A FIV-
M2 és a FIV-Pet virus replikaciojaban minimalis kiilonbségeket tudtunk megfigyelni (11.
abra)
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11. abra. Rezidudlis macska immundeficiencia virus (FIV) fertézoképességének
meghatarozasa Avemarral elokezelt MBM sejtekben. A: FIV Pisa-M2 (FIV-M2) fert6zés;
B: FIV-Petaluma (FIV-Pet) fert6zés. A feliiliszokat az 5., 7., 8. és 11. napon gyijtottiik
be és CrFK sejteken titraltuk. n=3. *p<0,05; **p<0,001 (99).

Az Avemar kezelés dozis- és id6fliggd modon befolyasolta az FL-4 sejtek
morfoldgiat lattunk (12. dbra, A). 25-1000 pg/ml toménységli Avemar hatésara a kezelés
korai stddiumaban a sejtmagok megnagyobbodtak (12. &bra, B). Ezt kovetdéen a
plazméban apoptotikus granulumok jelentek meg, majd citoplazma Osszeolvadast
tapasztaltunk (12. dbra, C és D). A kezelés 9. napja utan sokmagvu oridssejtek képzodtek
(12. abra, E) és a 10. naptdl a sejtmembran felholyagosodott, a sejtek elkezdtek
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zsugorodni. Miutan a sejtmagok szétestek, mar csak a fehérjeszalakbol allo sejtvazat

lattuk a tdpfolyadékban (12. abra, F).

12. abra. Avemar hatisa a macska immundeficiencia virus-Petaluma (FIV-Pet)
morfoldgia, B: megnagyobbodott sejtmagok, C: apoptotikus granulumok megjelenése, D:
citoplama Gsszeolvadés, E: szincicium képzddés, F: sejtzsugorodas és fehérjeszalakbol

allo vaz. Eredeti nagyitas: 200x.

Titralasi eredményeink azt mutattak, hogy a higabb, 25-250 ug/ml-es Avemarral
kezelt feliiluszok kis mennyiségli virust tartalmaztak. Ezzel szemben a nagyobb
befolyasolta az FL-4 sejtek virustartalmat. 25-250 pg/ml kozotti Avemar higitasok nem
befolyasoltak szignifikansan a FIV-Pet tartalmat a sejtlizatumok esetén, mig 500-1000
png/ml-es toménységnél tapasztaltunk viruscsokkenést (13. abra).
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13. abra. A rezidualis macska immundeficiencia virus-Petaluma (FIV-Pet)
fertozoképességének mennyiségi meghatarozasa Avemar kezelt FL-4 sejtkultiran. A
feliiluszo és a roncsolt sejtmintdk a kezelést kovetd 4. napon lettek begyiijtve. n=3.

*p<0,05; **p<0,001 (99).

4.4. Gazdasejt receptorainak és koreceptorainak gatlasa

A HelLa sejteken végzett, egyes antitesteket kiilon-kiilon vizsgald kisérlet soran
azt lattuk, hogy ha nem is tul nagy mértékben, de mindegyik receptor gatlasa hatassal volt
a virusszaporodasra. A viruskontrollhoz képest a legnagyobb eltérést (kozel 23%-0S
csokkenést) az oavPs koreceptor blokkolasa soran tapasztaltuk. Az AdV-ok
szaporodasahoz sziikséges elsddleges belépési kapu, a CAR, valamint a mésik fontos
integrinreceptor, az avPs ellenanyagokkal torténd blokkolasa csak kismértékii, CAR
esetén kozel 10%-0S, avPs-nal pedig csak kozel 2%-os valtozast okozott a FeAdV

szaporodasaban (14. abra).
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14. abra. Anti-Coxsackie-adenovirus receptor (CAR), anti-avf3 és anti-ovf3 antitestek
hatésa a fert6zott sejtek relativ szamara, 1 moi macska adenovirus (FeAdV) inokulummal
fertozott HeLa sejteken. VK= viruskontroll. n=3. *p<0,05; **p<0,001.

A kovetkezd kisérleteinkben a receptorokat kiilonb6zé kombinacioban gatoltuk,
majd a HeLa, CrFK és HEK-293 sejteket egy kisebb (0,1) és egy nagyobb moi (1 vagy
10) értékkel is fertdztiik. HeLa sejteknél CAR ¢és a koreceptorok egyiittes blokkolasa
esetén moi 0,1 aranya FeAdV-vel torténd fertézés soran majdnem 40%-kal csokkent azon
sejtek szama, amelyekben immunhisztokémidval AdV hexon antigént tudtunk kimutatni.
Abban az esetben, haa CAR mellett az avps vagy az ovps integrinek is gatlas ala kertiltek,
illetve, ha csak a koreceptorokat blokkoltuk, szinte teljesen azonos eredményt kaptunk,
mindegyik esetben kb. 23%-kal kevesebb sejt fert6z6dott meg, mint a kontrollnal. Moi 1
aranyu fert6zésnél az eredményeink kissé eltérdk voltak. Kiugro valtozast egyik gatlasi
kombindcional sem tapasztaltunk, a fertdzott sejtek szamanak csokkenése 18-27% kozott

volt (15. abra).
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15. abra. Kiilonb6z6 kombinaciokban alkalmazott anti- Coxsackie-adenovirus receptor
(CAR), anti-avps és anti-ovfB3 antitestek hatasa a fertdzott sejtek relativ szamara, 0,1 és 1
moi macska adenovirus (FeAdV) inokulummal fertézott HeLa sejteken. VK=
viruskontroll. n=3. *p<0,05; **p<0,001.

CrFK sejtek moi 1-gyel torténé fert6zése soran a CAR és az avpBs gatlasa esetén
tapasztaltuk a legnagyobb mértékii, kozel 40%-os szignifikans cs6kkenést fertdzott sejtek
szamaban. Az avPs és avPs integrin receptorok egyiittes blokkolasa soran 32%-kal
kevesebb virus volt képes belépni a sejtbe, a CAR és az avPs gatlasa pedig 17%-0S
valtozast eredményezett a FeAdV szaporoddképességében. A harom vizsgalt receptor
egyiittes kezelése szintén jelentds valtozast mutatott. A sejteket nagyobb aranyt (moi 10)
virusnak kitéve a CAR, avps és avPs receptorok egyidében torténd gatlasa volt a
legnagyobb hatassal a fertdzott sejtek szdmara, de a masik harom variacié6 mindegyike
akadalyozta valamennyire a virus sejtbejutasat, kozel hasonldo mértékben (12-20%-ban)

(16. abra).
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16. abra. Kiilonboz6 kombinaciokban alkalmazott anti- Coxsackie-adenovirus receptor
(CAR), anti-avps és anti-avps antitestek hatasa a fertdzott sejtek relativ szamara, 1 és 10
moi macska adenovirus (FeAdV) inokulummal fertézott Crandell-Rees macska vese
eredetii (CrFK) sejteken. VK= viruskontroll. n=3. *p<0,05; **p<0,001.

Kis mennyiségli (moi 0,1) FeAdV inokulummal fert6z6tt HEK-293 sejtekben
11,5%-o0s csokkenés volt a legnagyobb, amelyet a CAR és avps vagy ovps receptorok
egylittes gatlasa révén értlink el. A masik két esetben, ha csak az koreceptorokat, vagy
mindharom belépési kaput egyszerre blokkoltuk, nem tapasztaltunk érdembeli valtozast.
Nagyobb mennyiségli (moi 1) virusfertdzés estében azonban latvanyosan kevesebb
fertézott sejtet tudtunk kimutatni. Tobb mint 34%-kal kevesebb FeAdV volt képes
belépni a sejtekbe abban az esetben, ha mindharom receptort egylittesen, vagy amikor
csak az integrin receptorokat gatoltuk. A sejtek anti-CAR és anti-avpz ellenanyagokkal
torténd kezelése soran szintén nagymértékben, kozel 32%-kal csokkent a fert6z6dés, mig
anti-CAR és anti-avfs antitestek alkalmazasakor a virusok csak kevesebb, mint 20%-anak

a sejtbe jutdsa korlatozodott (17. abra).
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17. abra. Kiilonb6z6 kombinaciokban alkalmazott anti- Coxsackie-adenovirus receptor
(CAR), anti-avps és anti-ovfs antitestek hatasa a fertdzott sejtek relativ szamara, 0,1 és 1
moi macska adenovirus (FeAdV) inokulummal fert6zott Human embrionalis

vesesejteken (HEK-293). VK= viruskontroll. n=3. *p<0,05; **p<0,001.

4.5. FeAdV fert6zott HeLa sejtek citokin termelésének vizsgalata

A tanulmanyozott citokinek termelése a vizsgalati id6tartomanyon beliil
ingadozast mutatott fert6zott és fertdzetlen sejtek esetében is. Az IL-10 valtozasanak
nyomon kovetése soran azt tapasztaltuk, hogy az els6 24 o6rdban nem kdvetkezett be
jelentds valtozas sem a kontroll sejtek esetén (18. dbra, A), sem pedig FeAdV hataséara
(18. abra, B). A virusfertdzott sejtek esetén a legmagasabb IL-10 értéket 48 o6ra utdn
mértiink, ebben az idépontban volt a legmagasabb az IL-10 mennyisége (18. ébra, A),
mig a fertdzetlen sejtek esetén a csicsmaximumot a 72 o6rds mérésnél tapasztaltuk,
mennyisége rdadasul a fertdzott sejtekben kapott 72 6ras érték kdzel duplaja volt. 72 ora
utan a sejtek interleukin termelésében érdemi valtozast méar nem tapasztaltunk (18. dbra,

B).
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18. abra. Interleukin-10 (IL-10) termel6désének valtozasa normal és macska
adenovirussal (FeAdV) fert6zott HeLa sejtekben. A: FeAdV-vel nem fert6zott HelLa
sejtek. B: virussal fertézott HeLa sejtek. n=3. *p<0,05; **p<0,001.

A nem fert6zott HeLa sejtek TGF-B1 termelése az els6 10 6raban intenzivebb
ingadozast mutatott az IL-10 termeléshez képest. 24 ¢s 48 oOra kozott stagnalod
citokinmennyiséget, majd 72 oraval a kisérlet kezdete utan egy relative nagy, kozel 50%-
os ugrast, majd csokkenést tapasztaltunk. A legmagasabb TGF-B1 értéket a 168 oOrds
mintavétel esetén mértiik (19. abra, A). A virussal fert6zott sejtek esetén a TGF-B1
termelés az els6 néhany 6raban jelentds csokkenésnek indult, majd 8 6ra utan ndévekedni
kezdett és 24 ora elteltével érte el maximumat. Ezutan jabb csokkenést tapasztaltunk, 48
oOra utan pedig mar nem volt 1ényeges kiilonbség a mért mennyiségek kozott (19. abra,

B). FeAdV fert6zés hatasara tehat mindkét vizsgélt citokin termelédésének maximuma
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korabban kovetkezik be, nagyobb mennyiségben, mint a nem fertdzott sejtek esetén. Ezek

az eredmények a FeAdV immunmodulalé hatasara utalnak.
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19. abra. Transzformal6d novekedési faktor béta-1 (TGF-B1) termelédésének valtozasa
normal és macska adenovirussal (FeAdV) fert6zott HeLa sejtekben. A: FeAdV-vel nem
fertdzott HeLa sejtek. B: virussal fertdzott HeLa sejtek. n=3. *p<0,05; **p<0,001.
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5. Megbeszélés

Mivel jelenleg nincs célzottan FeAdV vizsgalatara alkalmas sejttenyészet,
reagens, vagy egyéb diagnosztikai eszkoz, kisérleteinkben a human AdV fertézések
azonositasara kifejlesztett kiteket hasznaltunk. A legtobb esetben HeLa sejteket, illetve
egyes vizsgalatokban CrFK és HEK-293 sejtvonalakat hasznaltunk, mert ezek nagyfoka
érzékenységet mutatnak HAdV-ok irant, foéleg azért, mert a virus szamara sziikséges
elsédleges CAR, valamit a koreceptorként funkciondld avps és avps integrinek egyarant
expresszalodnak a felsziniikon (7, 21). A FeAdV fertéz6képességét hexon gén
kimutatasan alapuldé immunhisztokémiai modszerrel ellendriztiik, amely 41 kiillonb6z6
HAGJV tipust tud hatékonyan kimutatni. A FeAdV fert6zés hatasara bekdvetkezd citokin
valtozasok nyomon kovetése soran alkalmazott ELISA modszerben szintén humén
antitesteket hasznaltunk.

A GenBank adatbazisaban elérhetd HAdV-C tagjainak teljesgenom analizise
megerdsitette, hogy ezen csoport tagjai rekombinéaciora hajlamosak, valamint két ,,hot-
spot” szakaszt is azonositottak a hexon és a fiber régidiban, igy az altalunk tapasztalt
nukleotid eltérések a vizsgalt szekvencidkban valosziniisithetden szintén mutaciok vagy
rekombinaciok eredményei. Mivel a HAdV-C rekombinacios tipusok a jovoben
potencialis egészségiigyi kockazatot jelenthetnek, érdemes Oket folyamatosan
monitorozni (162). Ahogy a hexon és a fiber szekvenciak dsszehasonlitasa soran lattuk,
a hexon génben torténd nukleotid kiilonbségek nem eredményeztek valtozast az aminosav
szekvencidban, igy feltételezhetden a fehérje funkcidjdban sem kovetkezett be
modosulas. A FeAdV széles szovettropizmusat valdsziniileg a fiber knob doménjében
tapasztalt aminosav valtozasok eredményezhetik, mivel ez a régio felelés elsdsorban a
CAR molekulahoz valo kotédésért (7, 144). A négy nukleotid okozta aminosav csere
érintette a fiber gén AB, CD, DE, ¢s GH hurkait. Ezek koziil az AB hurokban tortént
valtozasnak van kiemelkedd funkciondlis jelentdsége, hiszen a tobbi hurokban talalhato
meghatdrozott aminosav maradékok mellett ez a konzervalt szakasz az elsddleges
meghatarozoja az AdV-ok CAR specificitasanak (13).

Az izolatum filogenetikai és géndsszehasonlitas eredményei arra engednek
kovetkeztetni, hogy a virus fiber molekuldjanak rugalmasséaga, allati eredete, de szoros
rokonsaga a HAdV-1-gyel alkalmassa teszi expresszidos vektorként torténd

felhasznalasra. Az AdV-vektorok hatranya, hogy heves immunvalaszt valtanak ki, ez
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azonban elkeriilhetd, ha allati eredetii, pl. FeAdV-alapu vektorokat alkalmaznak (163). A
vektorkészitéshez meg kell hatarozni egy virus alapvetdé genetikai és bioldgiai
tulajdonsagait, kutatasaink tehat ebbdl a szempontbol is nélkiilozhetetlen informaciokkal
birnak.

A FeAdV fizikai vizsgalataival feltérképeztiik, hogy a virus milyen koriilmények
kozott fertézoképes, amely fontos adatokat szolgéltat a potencidlisan szennyezett
feliiletek, eszkozok fertbtlenitéséhez, ezaltal elkeriilhetové valhatnak tobbek kozott a
nosocomialis jarvanyok, valamint megeldzhetd a keresztkontaminacié és a személyzet
expozicidja az adenovirus-alapi vektorok gyartdsaval foglalkozd Iétesitményekben
(164). A FeAdV fizikai ellenalloképességérél szolo adatok ezenkiviil informaciot
nyujthatnak arrdl is, hogy a virus milyen koriilmények kozott képes szaporodni a
szervezeten beliil. Az egyes vizsgéalatokban kapott eredményeinket 6sszehasonlitottuk a
szakirodalomban talalhato egyéb human HAdV-ok tulajdonsagaival.

A macska izolatum héérzékenységére iranyuld kisérleteink azt mutattak, hogy az
56°C-os hdhatas nagyon gyorsan, mar 3 perc alatt elpusztitotta a FeAdV-t. Eredményeink
korrelalnak egyéb hdhatasnak kitett HAdV-okkal torténd vizsgalatokkal, amelyekben
szintén nagyon hamar, tobb esetben 10 perc alatt elveszitették szaporoddképességiiket.
Az egyes HAdV-ok termikus stabilitas tipusonként eltér6. HAdV-12-es, -14-es, és -18-as
tipusai 56°C-nak kitéve mar 8 perc alatt elveszitik a fertdzoképességiik 99%-at, mig az
HAdV-6-os tipus ugyanilyen koriilmények kozott 10-15 percig marad stabil (165, 166).
A természetben eléforduld 7-es tipusti adenovirus hdmérséklet érzékeny mutansa 99%-
ban inaktivalodik 9 perc alatt 50 °C-on, szemben a vad tipusa HAdV-7-tel, amelynek
inaktivalasahoz ezen a hdmérsékleten 26 percre van sziikség (167). 5-6s tipusu HAdV-t
szintén 50°C-nak kitéve 10 perc utan mar nem lehetett a virus jelenlétére utald jeleket
talalni PCR-alapu aktivitasi vizsgalattal (164). Abban az esetben, ha az HAdV-5 tipust
56°C-nak tették ki, 5 perc utan mar egyaltalan nem talaltak fertézoképességre utald
jeleket szerologiai és elektronmikroszkopos vizsgalatokkal (168). AdV-1, -2, -3 és -4-es
tipusokat 50°C-os héhatasnak kitéve az AdV-4 kivételével a masik harom virus 10 perc
alatt elveszitette a fertézOképessége 99,9%-at, azonban ugyanehhez az eredményhez
56°C-on mar 2,5 perc is elegendd volt, 5 perc utan pedig mar nem volt kimutathat6 fert6zo
agens (169). A termikus inaktivalas altalanosan elfogadott moédszer az HAdV-ok

fertdzoképességének csokkentésére. 56°C-on és ennél magasabb homérsékleten a
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kapszidfehérjék termikus denaturalizacion esnek 4at, amelynek kovetkeztében a
héérzékeny pentonbazisok szétesnek, az ezekbdl kidllo fiber és az ezeket koriilvevo
hexonmolekulak pedig felszabadulnak (164, 168, 170). A FeAdV héérzékenysége a
HAdV-1, -2, -3, -4-es tipusokhoz 4ll a legkdzelebb, hiszen mar 3 perc alatt elvesziti
fertdzoképességét. A tobbi vizsgalt HAAV tipusndl pedig sokkal érzékenyebb a hdvel
valé kezelésre. Elképzelhetd, hogy a fiber szekvenciaban talalhatd nukleotid eltérések
flexibilisebbé teszik a molekulat a tobbi HAdV-hoz képest, igy az hd hatdsara
konnyebben levalik a nukleokapszidrol, a virus ezaltal nem lesz képes a gazdasejt
receptoraihoz ktddni, tehat nem alakul ki fertézés. Ezek az eredmények tovabba szintén
azt sugalljak, hogy a FeAdV ¢és a HAdV-1-es tipusa nagyon kozeli rokonsagban allnak
egymassal.

Az HAdV-ok nagyon ellenallok a klasszikus, alacsony nyomasu UV
technologianak, ezért a szakirodalom szamos kiilonboz0 teljesitményt eszkoz HAdV-ra
val6 hatdsara kitér. A sugarzas gatlo tulajdonsagat elsdsorban az ivovizbiztonsaggal
Osszefliggésben vizsgaltdk, igy tobbnyire az ott eldforduld tipusokrol allnak
rendelkezésre adatok. Gerba és munkatarsai (2002) azt taldltdk, hogy a 2-es tipusu
adenovirus 90%-os inaktivalasahoz 40 mW/cm?, mig a 99,99%-os gatlashoz 160
mW/cm?-es UV-sugarzas sziikséges. Ezek az eredmények azt mutattk, hogy a 2-es tipus
jobban ellenall az UV-sugarzasnak, mint a 40-es, 41-es tipus (171). Amikor a 2-es tipust
molekularis szinten vizsgaltdk anélkiil, hogy a sejttenyészetbe vitték volna, koriilbeliil 80
mJ/cm? alacsony nyomastt UV és 50 mJ/cm? kdzepes nyomasu UV dézisokra volt
sziikség a virus szinte teljes inaktivalasahoz. Ez alapjan az HAdV-2-es tipus érzé¢kenyebb
az alacsony nyomasi UV-re, ami ellentétben mas vizsgélatokkal, de ez feltehetdéen
els@sorban a kisérletek eltérd kialakitasaval magyarazhat6 (172). Baxter és munkatarsai
(2007) azonban a fent emlitett adatok ellenkezdjét tapasztaltak, nevezetesen, hogy a 41-
es tipus jobban ellenall a 70 mJ/cm? UV-dozisnak, mint az HAdV-2-es és HAdV-5-6s
tipus (173). Egyes eredmények arra utalnak, hogy az HAdV-ok nagymértékii
ellendlloképessége miatt az UV-fertdtlenités hatékonyabb, ha klérral kombinaljak. 20
mJ/cm? alacsony nyomdst, vagy 10 mJ/cm? magas nyomast UV sugirzasnak és 0,17
mg/l szabad aktiv klornak egyiittesen kitéve az HAdV-2-es tipusat, sikeriilt jelentds
inaktivaciot elérni nagyon rovid id6 (kb. 1,5 perc) alatt (174). Schijven és munkatarsai

2019) azt talaltak, hogy a 40-es és 41-es tipusok esetében a 40 mJ/cm? vagy 73 mJ/cm?
gy p
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UV-dozis klor-dioxid nélkiil nem elegend6 a fert6tlenitéshez (175). Az HAdV-1, -2, -6
és -40 tipusokkal végzett kisérletek soran 99,99%-os inaktivaciot értek el 137,9
mWs/cm?, 160 mWs/cm?, 153,8 mWs/cm? és 217,1 mWs/cm? UV-dézisokkal (176). A
FeAdV kisérleti koriilményeihez a legjobban hasonlitd kutatas esetében sejttenyészeten
tesztelték a HAdV-8-as tipusat, amely 10 perces UV sugarzas utan teljesen elvesztette
fertdzoképességét (165). Ez 0sszhangban van a sajat eredményeinkkel, ahol szintén 10
perc alatt inaktivalodott a FeAdV, igy azt lathatjuk, hogy az UV besugarzassal szembeni
érzékenysége hasonlo6 az egyéb HAdV tipusokhoz.

Eredményeink azt mutattak, hogy a FeAdV széles pH tartomanyon beliil (pH 3-
pH 12) stabil marad, amely altalanossagban jellemz6 az adenovirusokra (154, 166). Mivel
fertdzoképesek maradnak alacsony pH értékek mellett is, ezért ellenallnak a gyomor- és
epevaladéknak, ezaltal magas szinten kimutathato székletbdl, amely eldsegiti a virus
transzmissziojat (3). Az egyes vizsgalt tipusokat illetéen kideriilt, hogy példaul a HAdV-
12, -14 ¢és -18 is pH 6 kortil a legstabilabbak, bar a 14-es és a 18-as tipussal ellentétben a
12-es tipus esetén kétlépcsds inaktivaciot figyeltek meg. A vizsgalati id6 elsé 5 napjadban
stabilitdst mutatott pH 6 koriil, azonban 5 és 10 nap kozott egy gyors és hirtelen
csOkkenést tapasztaltak a virus fert6zoképességében, az inaktivacio iiteme pedig csak 10
nap utan kezdett Gjra lassulni (166). A HAdV-5 szintén 6-0s pH-n mutatta a legnagyobb
stabilitast, pH 5-nél pedig nagy sebességgel inaktivalodni kezdett (177). A hdstabilitasi
vizsgalatok kimutattak, hogy a 2-es tipus fizikai stabilitdsa enyhén savas (pH8-pH5)
koriilmények kozott javul (170). A szakirodalom beszamolt a kutya adenovirus-1 pH
érzékenységérdl is. A kutya adenovirus-1 egy dupla szali DNS virus, amely potencialisan
alkalmas lehet az emberi adenovirusok tanulmanyozasara. Az adatok alapjan ez a virus
gyorsabban inaktivalodott pH 9-en, mint pH 7-en (178). Ginsberg (1956) korabbi
kutatasai soran pedig szinte teljesen azonos pH érzékenységet tapasztalt HAdV-1, -2, -3
¢és -4 esetén, mint mi a FeAdV kisérleteink soran, ugyanis ezek a tipusok is pH 6-pH 9
kozott bizonyultak a legstabilabbnak, pH 2 alatti és pH 11 kortl pedig mar elveszitették
a fertdzOképességik 99,9%-at (169). Ezen adatok is a kozeli rokonsagi kapcsolatra
utalnak.

Az adenovirusok nagyon ellenallok kiilonbozo6 vegyszerekkel szemben. Feliiletek
85-95%-o0s alkoholos oldatokkal torténd kezelése esetén minimum 2 perc, natrium-

hipoklorit oldat esetén pedig legalabb 10 perc, vagy 0.5 ug/ml sziikséges a virus
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inaktivalasdhoz (3, 154). A szakirodalom alapjan kijelenthetd, hogy a human
adenovirusokat a klor viszonylag gyorsan inaktivalja. Brazil viztisztité telepek mintaiban
a rekombinans human adenovirus 5-0s tipusat 0,2 mg/I szabad klorral 20 mésodperc alatt,
¢s 0,5 mg/l szabad klorral 7 masodperc alatt inaktivaltak (179). A szabad klor a 3-as tipust
adenovirust is nagyon gyorsan inaktivalja (a klorkoncentraciotol, pH-tol ¢és
hémérséklettdl fliggben), pl. pH 7; 25 °C és 0,08-0,12 ppm szabad klor a vizmintakban
1év6 virusok 99%-at kevesebb, mint 16 masodperc alatt elpusztitotta (180). Az HAdV-2
vizsgalataban a vizsgalt tartomanyok koziil a legrosszabb esetben (pH 10, 1 °C) 2,6 mg
Cl> min/l mar inaktivalta a virust (181). Hasonlo eredményt értek el Girones és
munkatarsai (2014), ahol 1,65 mg min/l a virus 99,99%-at elpusztitotta (182). Cromeans
és munkatarsai (2010) az HAdV-2-t, HAdV-40-et és HAdV-4l-et az ivéviz
fertdtlenitésével kapcsolatban tanulmanyoztak, és azt tapasztaltdk, hogy a 0,2 mg/l szabad
klor 5 °C-on szintén hatékonyan inaktivalja ezeket a virusokat pH 7 és pH 8 mellett (183).
Az AdV-5 és AdV-41 8,5 pH-n és 5°C-on 0,22 mg min/l klorral (173), mig az AdV-40
0,24 mg min/l klorral azonos koriilmények kozott vesziti el a fert6z6képességét (184).
Mivel a FeAdV 5 g/l (0,067 mol/l) NaClO hatasara 5 perc alatt elveszitette
fertozoképességét, tigy tiinik, hogy kloros fertétlenitd hatassal szemben ellenallobb, mint
mas egyeb, vizsgalt adenovirus tipus.

A korhdzi gyakorlatban hasznalt feliiletferttlenitd szerek vizsgalatakor
megallapitottak, hogy 65% etanol 0,63% kvaterner ammoniumvegytilettel, 79,6% etanol
0,1% kvaterner ammoniumvegyiilettel és 70% etanol hatékonyan elpusztitja a HAdV-1-
es és 8-as tipusat minimum 1 perc alatt (185). Az 5-0s tipust adenovirust a 45-95
tomegszazalékos (m/m%) etanolos oldatok 30 masodperc alatt, mig 70 m/m%-os, gél
alapu etanol 2 perc alatt inaktivalta. A 2-es tipusu adenovirus ellenallobbnak bizonyult,
73,6 m/m%-os etanol és 0,2 m/m%-os perecetsav kombinacidja 30 masodperc alatt képes
volt inaktivalni. 55 m/m% ¢és 85 m/m% etanol pedig 2 perc alatt fejtette ki hatasat a
virusra. A 7-es tipus esetében a 72,5-77 m/m%-os etanol bizonyult hatdsosnak 1 perc
alatt, érdekes modon azonban az AdV-8-as tipus ellen ez a mennyiség nem okozott
inaktivaciét (186). Hooton és munkatirsai (2018) hasonld eredményeket taldltak
szemfertézéseket okozd adenovirusok esetében. Az altaluk tesztelt 70 m/m%-0s etanol
tartalmu alkoholos kézfert6tlenito a 3-as, 5-0s, 19-es, 37-es tipusoknal 10 masodperc alatt

szignifikansan csokkentette a virusok titerét, a 4-es és 7-es tipusoknal 2 perc kellett a
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hasonl6 eredmény elérés€hez, azonban a 8-as tipus nem mutatott hasonl6 titercsokkenést
még 5 perc utan sem (187). FeAdV-vel végzett vizsgalataink soran a fent emlitett
szakirodalmak alapjan, illetve az alkalmazott ferttlenitd javaslata alapjan Ggy
dontottiink, hogy 5 percben hatdrozzuk meg a fert6tlenitdszer behatasi idejét.
Eredményeink azt mutattak, hogy 65 mg/l (1,412 mol/l) koncentracié ennyi id6 alatt mar
inaktivalja az 0sszes virust, igy elmondhato, hogy a FeAdV igen érzékeny a detergensek
irant, hiszen az atlagosan alkalmazott koncentracioknal mar kevesebb is hatékonyan
elpusztitja a virust révid 1d0 alatt.

Az egyes HAAV tipusok gyogyszerérzékenysége eltérd. Mivel ribavirinre csak a
C fajba tartozo tipusok érzékenyek, ezért a szakirodalomban talalhato vizsgalatok is
ezekre korlatozodtak. Sejtkultarakon torténd vizsgalat soran, kvantitativ, valos idejiit PCR
kimutatas esetén azt tapasztaltak, hogy a C fajhoz tartoz6 adenovirus prototipusok 99%-
os inaktivalasdhoz sziikséges ribavirin koncentraciok 1-es és 5-0s tipus esetén 104 uM
(0,02540 mg/ml), 2- es tipusnal 111 uM (0,02711 mg/ml). A ribavirin magasabb, 229 uM
(0,05592 mg/ml) és 155 uM (0,03785 mg/ml) koncentracidban 99%-os gatolast tudott
okozni két vizsgalt klinikai izolatumban (HAdV-C1 K és HAdV-C2 J) (188). Hasonlo
eredményeket tapasztaltak masik kutatasban is HAdV-1, -2, -5 és -6 esetén (189). A
FeAdV szaporodoképességére ezzel szemben csak 0,625 mg/ml-es eld- és 25 mg/ml-es
utokezelés tudott 50%-o0s gatld koncentraciot kifejteni, igy elmondhatd, hogy a macska
izolatum sokkal jobban ellenall a ribavirinnek.

A cidofovir adenovirus aktivitasra vonatkozo ECsp-értéke altalaban 4,6 és 17
ug/ml kozott van (190). A HAdAV-1, -2, -5 és -6-os tipusoknal 67 uM (18,7 ug/ml); 17
uM (4,7 pg/ml); 23 uM (6,4 pg/ml) és 27 uM (7,5 ng/ml) szer volt hatasos (93). A vad
tipust HAdV-5 esetében 9,5 pg/ml, a HAdV-8 és -14 esetében pedig 4,7 ng/ml és 5,4
pg/ml cidofovir gétolta atlagosan a virusok 50%-at (191). Az adenovirusok szélesebb
kort vizsgalata soran, HAdV-3, -5, -7, -8 és -31-es tipus esetében az 50%-os gatlast 0,5-
2,0 mmol/l (0,1-6 ng/ml) cidofovir koncentraciok kozott tapasztaltak (192). A
ribavirinhez hasonld eredményeket tapasztaltunk FeAdV cidofovirral szembeni
érzékenységét vizsgalva. A 0,625 mg/ml-es elé- és 1,25 mg/ml-es utokezelés soran
tapasztalt 1Cso értékek azt mutatjak, hogy a virus cidofovirral szemben is sokkal

ellenallobb, mint a fent emlitett HAdV tipusok.
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Vizsgéalataink sordan a FeAdV stavudinnal szemben mutatkozott a
legérzékenyebbnek, 0,3125 mg/ml-es el6- és 0,625 mg/ml-es utokezelés mar 50%-kal
csokkentette a virusfertdzott sejtek szamat. A szakirodalomban ezzel szemben mar kisebb
mennyiségii szer is 50% gatlast eredményezett. HAdV-3 esetén 0,50 pg/ml, HAdV-4
esetén 0,091 ug/ml, HAdV-8 esetén 0,99 ug/ml; HAdV-19 esetén 5,7 ug/ml, HAdV-37
estén pedig 5,3 pg/ml, HAdV-5 esetén 0,12 mM (26.9 pg/ml) stavudin koncentraciokra
volt szlikség az ECsp érték eléréséhez (92, 193). Eredményeink alapjan tehat elmondhato,
hogy a FeAdV a stavudinnal szemben is ellenallobbnak bizonyult, mint egyéb
adenovirusok. A virus gyogyszerérzékenységének feltarasa a leghatékonyabb terapia
megtalalasan kiviil azért is fontos, mert ezen adatok ismeretében, ha génterapias
vektorként alkalmaznak a jovoben a FeAdV-t, akkor ezen adatok ismeretében gyorsan
eliminalhato lehetne a szervezetbdl, ha netan komplikaciok 1épnének fel a hasznalata
soran.

Az Avemarral torténd vizsgalataink soran lathattuk, hogy a szer nem csak a
tumorellenes, gyulladasos és immunszuppresszioval jaro kezelések természetes
kiegészitdje lehet, de eredményeink alapjan in vitro képes a FeAdV és a FIV szaporodasat
gatolni.

FeAdV-vel torténd infekcid esetén az Avemar hatasa a fert6zott sejtek tipusatol
fliggott. HeLa sejtekben csak nagyon kis mennyiségli gatlast tapasztaltunk, valoszintileg
azért, mert a HeLa sejtekbe integralodott human papillomavirus (HPV) E6 és E7
géntermékei megakadalyozzak a sejtek apoptozisat és transzaktivaljak az adenovirust, igy
ellenstlyozzak az Avemar FeAdV ellenes hatasat (194, 195). CrFK sejteken ezzel
szemben nagymértékli gatld hatast tapasztaltunk a fert6zés eldtti és a fert6zés utani
kezelés esetében is. Eredményeink arra engednek kovetkeztetni, hogy az Avemar a
HAdV fertézés eliminacidjaban is jelents szerepet jatszhat. Mivel az adenovirusok
képesek transzaktivalni a HIV-et, ezzel pedig haldlos fertdzéseket okozhatnak, ezért a
retrovirus fertézésekben is érdemes lehet kiegészitd terapiaként alkalmazni.

Magyarorszagon 2022-ben 4685 magyar HIV fertdzottet regisztraltak, mig a
World Health Organization (WHO) 2021-es adatai szerint 38,4 millio HIV fertézott €l
vilagszerte (196, 197). Az elmult években a HIV kezelés sokat fejlodott, azonban kurativ
terdpia még mindig nem Iétezik, a gydgyszerrezisztencia, a mellékhatdsok és

paciensekben kialakult antiretroviralis terdpiaval kapcsolatos ellenérzések pedig tovabbra
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is problémakat okoznak (198, 199). A gyogyszeres kezelés hatranyait ellensulyozhatjak
az olyan természetes alapi készitmények, amelyek immunrendszer-aktivalo és
helyreallito tulajdonsagokkal rendelkeznek, mint példaul az Avemar elnevezésii specialis
¢lelmiszer.

Kisérleteinkben MBM sejtek segitségével az akut, FL-4 sejtek felhaszndlasaval
pedig a kronikus FIV fertézés in vitro modellezése soran tudtunk megvizsgalni az
Avemar hatasat két FIV izolatumra. Azt tapasztaltuk, hogy mar egyetlen Avemar dézis
is csokkentette az MBM sejtfeliiluszok virusterhelését azaltal, hogy gatolta a sejtek
citopatias hatasat (99). A két virus koziil a FIV-M2 valamivel érzékenyebbnek bizonyult.
Korabbi vizsgalatok kimutattdk, hogy FIV-M2 fert6zés hatdsara az MBM sejtek
szinciciumképzdés nélkiil szétesnek (149). A FIV virus nagyon koran integralodik az
MBM sejtek genomjaba, ezenkiviil apoptozist képes kivaltani a sejtekben, amely nagyon
hasonlé tulajdonsag a HIV altal indukalt programozott sejthalalhoz (200). Akut és
kronikus FIV fertézés in vitro tanulmanyozasa soran lattuk, hogy az Avemar
nagymeértékben képes csokkenteni a virus replikacidjat, igy a szer azaltal, hogy a fert6zott
sejtek elpusztitdsdval megsziinteti a virustermelést, akdr a teljes eliminacidhoz is
hozzajarulhat.
kiszabadulasat a sejtekbdl, azonban toményebb dozis alkalmazasakor a fertézott sejtek
szétestek ¢és a virusrészecskék kiszabadultak. Ezen eredmények arra engednek
kovetkeztetni, hogy az Avemar hasznalatdval a virust lappangva hordozé sejtekben a
virusszaporodas gatlasa megsziinik. A sejtek elpusztulasaval az MBM sejtekhez
hasonldan, ebben az esetben is megsziinhet a szervezet virusterhelése. Az Avemar kezelés
tehat az akut és a kronikus FIV-modellekben is elOsegiti a sejthalalt, a tapasztalt
morfologiai valtozasok pedig apoptézisra utalhatnak. Mivel a blzacsira fermentacios
terméke nem tartalmaz fitinsavat (csak annak toredékeit), amelyrdl kimutattdk, hogy a
HIV-1 virion bimbo6zasahoz sziikséges, ezért az Avemar az MBM ¢s FL-4 sejtek esetében
IS megzavarja a bimbdzasi folyamatot (99, 201). Munkacsoportunk elséként vizsgalta az
Avemar antivirdlis hatasait, eredményeink pedig azt mutatjak, hogy a jovOben
virusfertézések  kezelésében és  megelézésében is  potencialisan  alkalmas
taplalékkiegészito lehet. Sajnos, in vitro kisérleteink hatranya, hogy a sejtek élettartama

rovid, igy csak egy dozissal tudtuk a kezelést elvégezni, azonban a kisallatmodellek
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lehetdséget nyudjtanak a kronikus fertézések modellezésére mind a preventiv, mind a
terapids Avemar kezelés hatasara.

A HeLa, CrFK ¢és HEK-293 sejtek AdV-ko6t6 receptorainak blokkoldsa soran azt
tapasztaltuk, hogy az egyes sejtvonalak FeAdV-vel szembeni permisszivitasa eltéré. A
FeAdV ¢és a HAdV-1 filogenetikai rokonséga arra utalt, hogy a HAdV-hoz hasonldan a
FeAdV receptora is a CAR, koreceptorai pedig az avps illetve avfs integrinek. Korabbi
adatok alatdmasztottak, hogy a FeAdV CAR expresszid hianyaban nem volt képes
megfertézni egér ¢és horcsog eredetii sejteket, egy vizsgalt melanoma sejtvonal, amely
felszinén csak kis mennyiségben fejez6dnek ki integrin molekuldk, pedig
szemipermisszivnek bizonyult (144). A vizsgalt HeLa, CrFK és HEK-293 sejtvonalak
mindegyike expresszdlja ezeket a receptorokat, azonban egyiittes gatlasuk sem
akadalyozta meg teljesen a virus sejtbe jutdsadt. Eredményeink arra utalnak, hogy a
FeAdV a CAR és az integrin receptorok mellett alternativ iton is bejuthat a sejtekbe. A
jelenség ismerete adenovirus vektorok tervezésében kiemelten fontos tényezo.

Az adenovirus fert6zés, illetve a virus reaktivaldodasa soran akar karos citokin
vihar is keletkezhet. Ennek minél jobb megértése nem csak a betegség lekiizdésében, de
az AdV alapu expresszids vektorok alkalmazasa esetén is fontos. Kisérleteinkben két
fontos citokin mennyiségének idobeli valtozasat figyeltiik meg FeAdV fertdzés esetén.
Az IL-10-et sokféle immunsejt, koztiik a makrofagok, dentritikus sejtek, NK sejtek, T- és
B-limfocitak expresszaljak. Az MHC II molekuldk downreguldcidja révén gatolja a
monocitak antigénprezentald képességét, igy megakadalyozza a human T-sejtek antigén-
ugyanis szerepet jatszik az intracellularis patogének elpusztitdsanak gatlasdban (157,
202). Gyulladascsokkent6 hatasa mellett a szervatiiltetések soran esetlegesen fellépd graft

elégtelenség megakadalyozasaban is részt vesz (203). A TGF-B1 a pleiotrop citokinek

crcr

~~~~~~

folyamatokban, mint példaul a daganatellenes €s pro-onkogén hatasok. Az AdV-ok
befolyasoljak a TGF-f jelatvitelt, példaul az E1A fehérje gatolja a TGF-p altal kivaltott
sejtnovekedés ledllitasat, hosszatavon pedig a fertdzott sejtek érzéketlenek lesznek a

TGF-p altal indukalt apoptdzisra (158, 204).
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Az IL-10 és a TGF-B1 egészséges sejtekben is keletkezik, de virusfertdzés
hatdsara megvaltozik a termelddésiik. Mivel az IL-10 szabalyozza a citokinek talzott
termel6dését, tehat gyulladasgatlo tulajdonsagokkal rendelkezik (157), ezért csokkenése
a fertdzést kovetd 96 ora elteltével azt jelenti, hogy a FeAdV lecsokkentve a
gyulladéasgatlo citokin szabalyozast, lehetové teszi gyulladaskeltd citokinek termelését. A
TGF-B1 fontos szerepet jatszik az immunsejtek aktivalodasaban (204). Fertézetlen HeLa
sejtek spontan TGF-B1 termelése hulldmzo, trifazisos volt, 4 és 10, illetve 72 és 168 ora
koriili maximumokkal. FeAdV hatdsara a hullamzéas gyakorlatilag eltinik, csupan 24
oraval a fertdzést kovetden volt mérhetd egy maximalis fehérje kibocsajtds. Ez a
fehérvérsejtek aktivalodasanak és aktivitdsanak gatlasara utal, amely rendkiviil fontos
tényez0 adenovirusok nagymértékil szaporodéasaban, illetve eliminalasuk elhuz6dasaban.
Eredményeink alapjan valosziniisithetd, hogy a FeAdV jelentds immunmodulél6 hatédssal
rendelkezik, amely tulajdonsagat figyelembe kell venni génterapids vektorként valo

felhasznalasa esetén. Vizsgalataink e téren uttord jellegiiek.

82



6. Kovetkeztetések

Eredményeink tovabb erdsitik azt a feltételezést, miszerint szoros rokonsagi
kapcsolat van a HAdV-1 és a macskabol izolalt FeAdV ko6zott. A korabban végzett
szerologiai, antigénszerkezeti, kiilonb6z6 sejtvonalakban torténd tenyésztési ¢és
szekvenalasi vizsgalatok mellett (144), kutatasaink tovabbi eredményeket szolgaltatnak a
FeAdV karakterizalasat illeten.

A FeAdV-vel végzett korabbi kisérletek, valamint a filogenetikai és
géndsszehasonlitasi eredményeink azt sugalljak, hogy a FeAdV egy 6ndllo biologiai
egység. Az allati és az emberi adenovirusok egyarant okozhatnak opportunista
fertdzéseket immunhianyos egyedekben (144). Lakatos és munkatarsai (2017) nemrég
sikeresen kimutattak egy disszemindlt adenovirus fertdzéstdl szenveddé macska
formalinnal fixalt, parafinba dgyazott szovetmintajabol adenovirus nukleinsavat, a hexon
gén jelenlétét pedig szekvenalassal is megerdsitették, amely szintén bizonyitd erdvel hat
a macska adenovirusok létezésére, bar sajnos csak egy rovid szakasz keriilt
megszekvenalasra (60). Nem szabad figyelmen kiviil hagyni a tényt, miszerint az
adenovirusok fajok kozotti atvitelre és rekombinaciora képesek (52). A FeAdV HAdV-
1-hez kozeli rokonsagi kapcsolata felveti a zoondzis, vagy a reverz zoonodzis kérdését.
Mivel a HAdV-1 az egész vilagon elterjedt, ezért nem kizarhato, hogy a FeAdV egy
macskakhoz adaptalodott természetes valtozata a human tipusnak (144). Japanban egy
akut gasztroenteritiszben szenvedd 1 éves kislany székletmintajabol sikeriilt egy olyan
adenovirust kimutatni, amely hexon és fiber génjei 100 és 97%-ban egyeztek a FeAdV
hexon és fiber szekvencidival. A filogenetikai fa, amely szdmos emberi, emlds és madar
adenovirus szekvencia felhasznalasaval késziilt, pedig a sajat eredményeinkhez
hasonldéan szintén a HAdV-1-gyel (Adenoid 71 prototipus) valdé szoros rokonsagot
tamasztotta ala. Phan és munkatarsai (2006) arra a kovetkeztetésre jutottak, hogy a kapott
adatok a macskarél emberre torténd atvitelt bizonyitjak (205). Nem ez az egyetlen
publikacid, amely ezt sugallja. Brazilidban 468 akut léguti megbetegedésben szenvedd
gyermek orr-garatvaladékmintajabol 6sszesen 33 bizonyult pozitivnak valamilyen HAdV
tipusra és 1 vizsgalt minta 100%-ban azonos volt a FeAdV hexon szekvenciajaval (206).
Az altalunk készitett filogenetikai fa, illetve a fent emlitett publikaciok arra engednek
kovetkeztetni, hogy a FeAdV az egész vilagon elterjedt és potencidlisan megfertézheti az

embert. A fertdzések kockazatinak a macskatenyésztok, esetleg a nagymacskakkal
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foglalkoz6 egyének, de féleg az immunhidnyos gazdaszervezetek példaul a HIV-fertdzott
macskatartok lehetnek kitéve (141, 144). Az adenovirusok, igy a FeAdV is képes lehet
transzaktivalni a HIV-et, emiatt kiemelt szerepet jatszhat az AIDS-kutatasokban, mar
csak azért is, mert jelenleg a macska-AIDS modell az egyetlen kisallatmodell a human
AIDS tanulmanyozasara (140). Munkacsoportunk elsdként vizsgalta az Avemar
gyogyhatéasu készitmény antiviralis tulajdonséagait, amely nem csak a daganatok és a HIV
fert6zés esetén lehet hasznos taplalékkiegészitd, hanem a FeAdV szaporodoképességét is
gatolni tudja in vitro (99).

Kutatdsunk soran a FeAdV karakterizalasdhoz nélkiilozhetetlen informaciokat
kaptunk. Fiziko-kémiai vizsgalataink segitségével feltartuk azokat a koriilményeket,
amelyek gatoljadk a FeAdV szaporodasat, vagy teljesen elpusztitjdk a virust, igy mar
rendelkezésiinkre allnak azok a modszerek, amelyekkel sikeresen eliminalhatjuk a
FeAdV-t a kornyezetbdl, megakadalyozva ezzel a fert6zés terjedését. Meghataroztuk az
izolatum antiviralis gyogyszerekkel szembeni érzékenységét, adatokat szolgaltatva ezzel
a legmegfelelébb gyogymod eléréséhez (207). Receptor és koreceptor blokkolasi
eredményeink segitségével feltartuk, hogy a FeAdV alternativ titvonalakon is képes lehet
a sejtbe jutni és fertézést indukalni, ezeknek a pontos meghatarozasa azonban tovabbi
kutatasokat 1igényel. Nyomon kovettiik két fontos, pleiotrép hatast citokin
termelddésének valtozasat FeAdV hatasara, igy vildgossa valt, hogy a virus
feltételezhetden erés immunmodulald tulajdonsadgokkal rendelkezik. A FeAdV ilyen
mértékil jellemzése alapvetd informéciokat ad az izolatum génterapias vektorként valo
alkalmazhatdsagarol is. Az Avemar antiviralis hatdsanak tanulméanyozasa soran lathattuk,
hogy képes csokkenteni a FIV és a FeAdV mennyiségét kiilonbozo sejtekben, érdemes
tehat megfontolni HIV fert6zés soran kiegészitd kezelésként torténd alkalmazasat, féleg
azért, mert a HIV fert6zottek kozel 30%-anal fordul eld AdV fertdzés is, eredményeink
alapjan pedig az Avemar potencialisan alkalmas lehet mindkét virus ellen, mint specialis
gyogyaszati célu taplalékkiegészito.

A FeAdV-vel végzett korabbi vizsgalatok és jelenlegi eredményeink egyiittesen
azt tamasztjak ald, hogy a macskéak képesek lehetnek adenovirussal fertézddni, rdadasul
potencialisan atadhatjdk azt az arra fogékony embereknek is. A jovoben tovabbi
szerologiai, molekularis bioldgiai €s Gsszehasonlitod vizsgalatokra van sziikség, hogy a

FeAdV patomechanizmusat a lehetd legjobban feltarjuk és megértsiik macskakban és
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emberekben egyarant, valamint indokolt lenne specifikus diagnosztikai modszerek,

eszk6zok kidolgozasa is.

85



7. Osszefoglalas

Az adenovirusok (AdV) széles korben eléfordulnak gerincesekben, igy az
emberben is, altalaban enyhe vagy stlyos tiineteket okoznak. Elethosszig lappanghatnak
az immunsejtekben, kiilonb6zd hatdsokra pedig aktivalédhatnak és akar halalt is
okozhatnak. Korai géntermékeik képesek transzaktivalni a humén immundeficiencia
virust (HIV), serkentve ezaltal a szerzett immunhianyos tlinetegylittes (AIDS)
progresszidjat. Specifikus, AdV elleni terapia nem all rendelkezésre. Az AdV-ok
kimutatasa a f6 kapszidfehérjék, a hexon és a fiber alapjan torténik hagyoményos, vagy
molekularis technologidk segitségével. Elonyos tulajdonsagaik miatt gyakran hasznaljak
Oket génterapias vektorként. Az AdV-okrdl tobb esetben bebizonyosodott, hogy nem csak
fajon beliil, hanem fajok k6zotti rekombinéciora €s adaptaciora is képesek. Ezt timasztja
ald a macska adenovirus (FeAdV) izolatum is, amelyr6l korabbi vizsgalatok
bebizonyitottak, hogy sejttropizmusa széles, valamint feltételezhetéen kozeli
rokonsagban all az 1-es tipust human adenovirussal (HAdV-1).

Kutatasunk célja a FeAdV részletesebb karakterizalasa, valamint a HAdV-1-gyel
valé rokonsag tovabbi bizonyitasa volt. Mivel eddig nem irtak le FeAdV vizsgalatara
alkalmas modszert, ezért HAdV-okkal kapcsolatos technikakat alkalmaztunk.

A virust kiilonboz6 fiziko-kémiai és kdrnyezeti hatasnak kitéve feltartuk azokat a
koriilményeket, amelyek gatoljak a FeAdV szaporodésat, vagy teljesen elpusztitjak a
virust. Meghataroztuk az izolatum antivirdlis gyogyszerekkel és a daganatellenes
terapidban étrendkiegészitOként alkalmazhat6é Avemarral szembeni érzékenységét.
Receptor és koreceptor blokkolasi vizsgalataink segitségével feltartuk, hogy a FeAdV
milyen utvonalakon képes a sejtbe jutni, két pleiotrop citokin nyomonkovetésével pedig
a virus immunmodulalod hatdsarol kaptunk informaciét. Ezen eredmények alapjan a
FeAdV akar génterapias vektorként is alkalmazhatd. Adataink 0Osszehasonlitasa a
szakirodalommal, a szekvenciaelemzés ¢€s a filogenetikai fa a HAdV-1-gyel vald szoros
rokonsagot tamasztottak ala.

A korabbi és a mostani FeAdV kutatasok arra engednek kovetkeztetni, hogy a
macskdk nem csak megfertdzddhetnek adenovirussal, de akar 4t is adhatjdk azt az arra
fogékony embereknek. A FeAdV patomechanizmusanak jobb megértéséhez a jovoben
allatorvosok bevonésaval tovabbi kutatdsok, klinikai-epidemiologiai vizsgalatok, és

diagnosztikus készitmények kifejlesztése sziikségesek.
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8. Summary

Adenoviruses (AdV) occur widely in vertebrates, including humans and usually
cause mild to severe symptoms. They can lurk in the immune cells for a lifetime, and can
be activated for different effects and even cause death. Their early gene products are able
to transactivate the human immunodeficiency virus (HIV), thereby stimulating the
progression of acquired immunodeficiency syndrome (AIDS). There is no specific
therapy against AdV. AdV detection is based on the main capsid proteins, hexon and
fiber, using conventional or molecular techniques. Due to their advantageous properties,
they are often used as gene therapy vectors. AdVs have been shown to be capable of
recombination and adaptation not only within species, but also between species. This is
also supported by the feline adenovirus (FeAdV) isolate, which previous studies have
shown to have a broad cell tropism and which is presumably closely related to human
adenovirus type 1 (HAdV-1).

The aim of our research was to characterise FeAdV in more details and to further
demonstrate its relationship with HAdV-1. Since no suitable method for testing FeAdV
has been described so far, we used techniques related to HAdVs.

By exposing the virus to various physico-chemical and environmental effects, we
discovered the conditions that inhibit the reproduction of FeAdV or completely destroy
the virus. We determined the sensitivity of the isolate to antiviral drugs and Avemar,
which can be used as a dietary supplement in antitumour therapy. With the help of our
receptor and co-receptor blocking studies, we revealed the pathways by which FeAdV is
able to enter the cells, and by monitoring two pleiotropic cytokines, we obtained
information about the immunomodulatory effect of the virus. Based on these results,
FeAdV could be used as a gene therapy vector. Comparison of our data with the literature,
sequence analysis and phylogenetic tree supported a close relationship with HAdV-1.

Previous and current FeAdV research suggests that cats may not only become
infected with adenovirus, but may also transmit it to susceptible humans. For a better
understanding of the pathomechanism of FeAdV, further research, clinical-
epidemiological studies, and the development of diagnostic preparations are necessary in

the future with the involvement of veterinarians.
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