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1. Bevezetés

Az adenovirusok (AdV) széles korben eléfordulnak
gerincesekben, igy az emberben is. Hét speciesre
oszlanak, amelyek kiilonb6z6 megbetegedéseket okoznak,
de az egyes csoportokhoz tartozd fajok altal okozott
betegségek és tiinetek hasonlok.

Kozepes méreti (70-100 nm), burok nélkiili, ikozaéder
alaku partikulak, orokitdanyaguk kettds szall, linedris
DNS. 11 strukturalis fehérjével rendelkeznek, a hexon, a
penton bazis és a fiber a f6 kapszid fehérjék kozé
sorolhatok. A legtobb adenovirus esetén a Coxsachie-
adenovirus receptor (CAR) az els6dleges kotéhely, de
egyes tipusok mas receptorhoz (pl. CD46, desmoglein-2)
kotnek. Az AdV-ok av (leggyakrabban az avps és az avfs)
integrineket hasznalnak masodlagos receptorként a sejtbe
jutashoz. AdV fertézésre adott immunvalaszként tobbek
kozott citokinek (pl. IL-10) szabadulnak fel, amelyek
koncentracidja  Osszefliggésben van a  fertdzés
sulyossagaval. Cseppfertdzéssel, torok- és
szemvaladékkal, vizelettel, faccalis-oralis Uton, valamint
szennyezett targyak feliiletérdl keriilhet a szervezetbe, de

a latens virus is képes reaktivalodni és klinikai tiineteket
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okozni. Az AdV-ok gazdaspecificitasa altalaban sziik,
azonban a szakirodalom tobb esetben is beszamolt mar
fajok kozotti terjedésrdl vagy adaptaciorol, igy az AdV-
okat, mint a fajok koOzotti jarvanykitorések lehetséges
okait, szigortian figyelemmel kell kisérni.
Immunkompetens egyéneknél a fertézés daltalaban
tiinetmentes, vagy enyhe tiinetekkel jar, mig
immunhidnyos egyéneknél (pl. transzplantaltaknal, human
immundeficiencia [HIV] fert6zotteknél) legtobbszor
stlyos lefolyasu.

Az AdV-ok hagyomanyosan pl. virusizolalassal, a direkt
¢s indirekt antigén kimutatassal, a szovettani
vizsgalatokkal detektalhatok. Bar a sejtkultirakon torténd
AdV vizsgalatok még mindig ,,gold standard”-nek
tekinthetok, ez ¢s a tobbi hagyomanyos moddszer
iddigényes ¢és korlatozott érzékenységli, ezért a
laboratoriumok attértek a molekularis technikakra, mint
pl. a polimeraz lancreakcio (PCR) és a szekvenalas.

Az AdV fertézés ellen jelenleg nincs engedélyezett,
specifikus terdpia. EgQyes gyogyszerek hatasosnak
bizonyulnak a virus ellen, mellékhatasaik miatt azonban

csak indokolt esetben alkalmazzak ezeket. A kezelés soran
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érdemes lehet az immunrendszer helyreallitasat célzo
terapiak megfontolasa, pl. Avemar alkalmazésa.

Az AdV tipusok kialakulasa fajon beliili és akar fajok
kozotti rekombinacio és a mutacid eredményei. A
rekombinaciok feltételezhetden befolyasoljak a virus
patogenezisét ¢és virulenciagjat. Az AdV-ok ol
hasznalhatok onkolitikus virusként, génalapu vakcinaként
vagy génterdpids vektorként. A virus tanulményozasara
nincs idedlis allatmodell. Mivel a héazimacskadk tobb
human homolog virust, baktériumot ¢és gombat
hordozhatnak, valamint a macska az emberi AIDS
egyetlen természetes kisallatmodellje, az AdV pedig képes
transzaktivalni a HIV-et, igy felmeriilt az igény a
macskakon végzett AdV vizsgalatok irant. Sikeriilt is egy
macska adenovirust (FeAdV) izolalni, amely bizonyiték
lehet arra, hogy az AdV macskakat is fertézhet. A FeAdV
izoladtummal végzett korabbi klasszikus és molekularis
vizsgalatok  alapjan  feltételezhetd, hogy  kozeli
rokonsagban all a human adenovirus (HAdV)-1 tipussal,
amely felveti a zoondzis kockazatat, ezért fontos az

izolatum részletesebb karakterizalasa.



2. Célkitilizések

1. Macskabdl elsdként izolalt, masok altal bizonyitottan
emberi fertézésre is képes adenovirus (FeAdV) hexon és
fiber génszekvenciajanak 6sszehasonlitdsa egyéb human
¢s macska eredetii hexon ¢s fiber génekkel.

2. Macska adenovirus filogenetikai elemzése és fobb
biologiai karakterizalasa a megfeleld rendszertani helyre
torténd beilleszthetdség céljabol.

3. Macska adenovirus szaporodéasat befolydsold fébb
fizikai, kémiai, kdrnyezeti tényezok és antiviralis szerek
hatasanak vizsgalata.

4. A daganatellenes tulajdonsagair6l ismert fermentalt
buzacsirakivonat, az Avemar hatdsanak meghatarozasa
macska adenovirusra és macska immundeficiencia virusra
(FIV).

5. Macska adenovirus immunmoduldns hat4sainak
vizsgélata és annak meghatdrozasa, hogy az izolatum
alkalmas-e génterapias vektorként torténd alkalmazasra.
6. Annak a feltérképezése, hogy a FeAdV ugyanazokon a
receptorokon keresztiil képes-e a sejtekbe bejutni és ott

fert6zést okozni, mint az adenovirusok nagy része.



3. Médszerek

3. 1. Felhasznalt sejtek és virusok

Human cervicalis carcinoma (HeLa), Crandell-Rees
macska vese epitelidlis (CrFK), human embrionalis vese
(HEK-293), valamint macska T-sejt eredeti MBM ¢és
macska limfoid FL-4 sejtvonalakkal dolgoztunk.
Vizsgalatainkban macska adenovirus (FeAdV), kaliforniai
FIV-Pet (Clade A) és eurdpai FIV Pisa-M2 (FIV-M2,

Clade B) izolatumot hasznaltuk.

3.2. Sejt- és virusmunkak munkak

A sejteket fenntartas €s szaporitas céljabol hetente kétszer
passzaltuk, hosszitavon -80°C-on vagy folyékony
nitrogénben tartottuk. A FeAdV-t ViraBind™ Adenovirus
Purification Mega Kittel koncentraltuk és QuickTiter™
Adenovirus Titer Inmunoassay Kittel titraltuk. A FIV-Pet

és FIV-M2 titerét citopatias hatas alapjan kovettiik.

3.3. Génosszehasonlitas

A FeAdV hexon és fiber génszekvenciait egy masik
FeAdV izolatum, egy kozép-europai (holland) klinikai
mintabol szdrmaz6 HAdV-1 izolatum és a HAdV-1

referencia genom hexon szekvenciajaval illesztettiik, majd

5



BioEdit 7.2 és GeneDoc 2.7 szoftverek segitségével
kielemeztiik a kiilonbségeket nukleotid €s aminosav

szinten.

3. 4. Filogenetikai elemzés

A FeAdV  hexon ¢és  fiber  génszekvenciait
Osszehasonlitottuk a GenBank adatbadzisdban elérhetd
olyan hexon és fiber szekvencia részletekkel, majd
Molecular Evolutionary Genetics Analysis (MEGA)
szoftver 7.0 verzidjaval in. neighbor-joining klaszterez6
modszerrel filogenetikai fat készitettink (Kimura 2

paraméteres modell, 1000 ismétléses bootstrap).

3. 5. FeAdV ellenalloképességének vizsgalata

3. 5. 1. Fiziko-kémiai hatasok

Az alkalmazott behatasi idéket és koncentraciokat a
szakirodalom alapjan gyljtottik Ossze, elsdsorban a
HAdV-1, -2 és -5 tipusokkal torténd kutatasok szolgaltak
referenciaként. A FeAdV-t 0-30 perc kozott kezeltiik
56°C-os hdvel és 253,7 nm-es hullamhosszu, 50,5 mW/m?
teljesitményli UV fénnyel. A virust pH 1-14-es kémhatast
oldatoknak, valamint 40 g/l-es natrium-hipoklorit
(NaClO) és 650 mg/l-es 65,5% etanolban oldott 0,4%
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alkil-dimetil-benzil-ammonium klorid tartalmu higiénés

kézfert6tlenitd szer higitasi sorainak tettiik ki 5 percig.

3. 5. 2. Antiviralis gyogyszerek

Az AdV okozta megbetegedésekben leggyakrabban
alkalmazott gyogyszerek hatasat vizsgaltuk. Ribavirin 50
mg/ml-es, cidofovir és stavudin 10 mg/ml-es
torzsoldatabol felezd higitasi sort készitettiink és 1,5
oraval a fert6zés elott, valamint 2 és 24 oraval fertdzés
utdn kezeltik a sejteket a kiilonb6z6 toménységi

gyogyszerekkel.

3. 5. 3. Avemar antiviralis hatasainak vizsgalata
pg/ml) kezeltiink HeLa, CrFK, MBM és FL-4 sejteket a
kiilonb6z6 virusokkal torténd fertézések elott és utan,

hogy vizsgéljuk a szer antiviralis hatasat.

3. 6. Gazdasejt receptorainak és koreceptorainak
gatlasa
HelLa, CrFK és HEK-293 sejtek CAR ¢és avPs, avps

crer

poliklonalis antitesttel, valamint 3 pg/ml



cre

végkoncentracioju anti- ovBs és anti-avBs integrin
monoklonalis antitestekkel (Sigma-Aldrich, ZooMAD®)
blokkoltuk, majd megvizsgaltuk a kiillonb6z6 antitest

kombinaciok hatasat a FeAdV sejtekbe torténd bejutasara.

3. 7. FeAdV fertozott HeLa sejtek citokin termelésének
vizsgalata

Fert6zetlen és fertdzott HeLa sejtek feliiluszgjabol 2, 4, 6,
8, 10, 24, 48, 72, 96 és 168 ora utan mintat vettiink és a
FeAdV fertdzés hatasara felszabadulod citokinek koziil az
interleukin-10 (IL-10) és a transzformald ndvekedési
faktor béta-1 (TGF-B1) termelédését vizsgaltuk DuoSet®™
ELISA Kittel.

3. 8. Statisztikai analizis

Minden kisérlet soran egyidejlileg harom parhuzamos
vizsgalat késziilt (n=3). Az adatokat standard hiba
feltlintetésével abrazoltuk. Kétmintas T probaval p<0,05
(*) és p<0,001 (**) értékeket tekintettiik statisztikailag

szignifikansnak.



4. Eredmények

4. 1. Génosszehasonlitas

A FeAdV hexon génje egy korabban részlegesen
szekvenalt szakaszhoz képest négy nukleotid kiilonbséget
tartalmazott, amelyek koziil egy aminosav valtozast is
eredményezett. A kozép-europai HAdAV-1 D11
izolatumhoz képest harom csendes mutaciot tapasztaltunk,
aminosav valtozas nélkil. A HAdV-1 referencia
szekvencia esetén egy aminosav valtozast nem okozé
nukleotid csere tortént.

A fiber szekvenciat a HAdAV-1 D11 izolatumhoz
hasonlitva Osszesen 12 kiilonbséget talaltunk, ebbdl 3
bazis a shaft régidban helyezkedett el, mindegyik esetében
aminosav valtozas is tortént, raadasul 2 aminosav toltése
meg is valtozott. A FeAdV fiber knob doménjében kilenc
nukleotid kiilonbséget tapasztaltunk, négy esetben
aminosav valtozassal, egy aminosav esetén pedig
toltésvaltozassal is jart. A csere a fiber AB hurok
kotédésben jelentds szerepet jatszik. A HAdV-1 referencia
genomhoz képest 3 nukleotid valtozast tapasztaltunk,

amely aminosav cserét nem eredményezett.
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4. 2. Filogenetikai elemzés

A hexon és fiber gének szekvencidit 6sszehasonlitottuk a
GenBank adatbazisban kozolt HAdDV-1 hexon és fiber
szekvenciakkal €s azt talaltuk, hogy a hexon gén egy 2014-
ben izolalt francia HAdV-1 tipussal, a fiber gén pedig az
1953-as, elsé AdV izoldtummal all a legkdzelebbi

rokonsagban.

4. 3. FeAdV ellenalloképességének vizsgalata

4. 3. 1. Fiziko-kémiai hatasok

56°C-os héhatasnak kitéve, 1 perces hokezelés 54%-kal, a
2 perces hohatas pedig mar tobb mint 90%-kal szoritotta
vissza a virusszaporodast. Immunhisztokémiai modszerrel
a 3 percig tartd hokezelés esetén mar nem tudtunk fertdzott
sejtet kimutatni. 10 perces UV besugarzas utan mar nem
talaltunk FeAdV szaporodasra utalo jeleket. Savas pH
tartomanyban pH 1 és pH 2 kozott teljes inaktivalodast
tapasztaltunk, majd egy szignifikans novekedés volt
¢szlelhetd a virus fert6zOképességében a semleges
tartomany eléréséig. Az izolatum pH 7 és pH 10 kozott
bizonyult a legstabilabbnak, s6t eredményeink alapjan a

pH 9 még serkentd hatassal is volt a virusszaporodasra. A
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11-es ¢és 12-es pH értékek kozott egy hirtelen,
nagymértékii  (kozel  80%-o0s)  fert6zéscsokkenést
tapasztaltunk. A nagyon lugos tartomanyban (pH 13-pH
14) pedig a savas tartomanyhoz hasonldan, teljes
inaktivalodast lattunk. 5 percig tartdo 5 g/1 (0,067 mol/l)
NaClO ¢és 65 mg/l (1,412 mol/l) alkil-dimetil-benzil-
ammonium-klorid tartalma etil-alkohol oldatos kezelés
teljes mértékben inaktivalta a FeAdV-t.

A FeAdV fiziko-kémiai  hatasokkal  szembeni
érzékenysége hasonld a szakirodalomban leirt egyéb
HAAJV tipusokhoz. Példaul HAdV-1, -2 és -5 tipusok 5
perces 56°C-os hdékezelés, a 8-as tipus 10 perces UV
besugarzas hatasara teljesen inaktivalodtak, a HAdV-1, -
2, -3 és -4 pH érzékenysége szinte teljesen azonos volt az
altalunk tapasztaltakkal. HAdV-2 és -5 pedig mar néhany
masodperc alatt elpusztult 0,2 mg/l szabad klor és 45-95

tomegszazalékos (m/m%) etanolos oldatok hatasara.

4. 3. 2. Antiviralis gyogyszerek
1,5 oraig elokezelt sejtek FeAdV-vel torténd fertdzése
soran 50%-os gatld hatast tapasztaltunk 0,625 mg/ml

ribavirin és cidofovir, illetve 0,3125 mg/ml stavudin
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esetén. Ha a FeAdV fert6zést kovetden 2 oraval kezeltiik
a sejteket az egyes gyogyszerekkel, ugyanezeket az
eredményeket kaptuk. 24 oraval a fert6zés utan mar csak
25 mg/ml ribavirin, 1,25 mg/ml cidofovir és 0,625 mg/ml
stavudin volt képes 50%-ban gatolni a FeAdV-t. A virus
antiviralis szerekkel szemben ellenallébbnak bizonyult az
egy¢b HAdV tipusokhoz képest. Példaul HAdV-2 és -5
tipusokat kb. 0,03 mg/ml ribavirin, kb. 5-6 pg/ml
cidofovir, HAdV-19 és -37 tipusokat kb. 5 pg/ml stavudin
50%-ban gatolta.

4. 3. 3. Avemar antiviralis hatasainak vizsgalata

Az Avemar pulvis hatasa a FeAdV replikaciora HeLa
és CrFK sejtekben

CrFK sejtek nagyobb (moi 10) virusmennyiséggel torténd
fertézése soran a fertézott sejtek szama az alkalmazott
Avemar koncentraciotol fiiggden az eld és utdkezelések
soran is csokkend tendenciat mutatott. A dozisfiiggd gatlas
jelentdsebb volt, amikor a sejteket Avemar elokezelésnek
tettiik ki a FeAdV fertézés elott 24 oraval. Hela sejteken
sem az eld, sem pedig az utokezelés nem befolyasolta

jelentdsen a FeAdV hexon antigéntermelddést.
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Avemar és FIV fert6zés egyiittes vizsgalata macska
eredetii sejteken

Mivel az adenovirusok képesek transzaktivalni a HIV-et,
ezért a retrovirus fertdzésekben is érdemes lehet kiegészitd
terapiaként alkalmazni.

Avemarral torténd elOkezelés hatdsara 1ényegesen
lecsokkent a FIV replikacioja akut fert6zés modellezésére
alkalmas MBM sejtekben, az id6 elteltével pedig, ahogy a
sejtek fokozatosan pusztultak, a feliiliszok virustartalma
novekedett.

Az Avemar kezelés dozis- és idofiiggd modon
befolyasolta a kronikus FIV fertézés modellezésére
Titralasi eredményeink azt mutattak, hogy a toményebb,
25-250 pg/ml-es Avemarral kezelt felilliszok kis
mennyiségli virust tartalmaztak, 500-1000 pg/ml-es
toménységnél pedig a sejtlizatumok esetén tapasztaltuk a

virus mennyiségének csokkenést.

4.4. Gazdasejt receptorainak és koreceptorainak

gatlasa
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A HelLa sejteken az egyes antitesteket egyenként
vizsgalva, kiilonb6z6 mértékben, de mindegyik receptor
gatlasa hatdssal volt a virusszaporodasra. CAR ¢és a
koreceptorok egyiittes blokkolasa esetén moi 0,1 aranyu
FeAdV-vel torténd fertézés soran kozel 40%-kal csdkkent
a fert6zott sejtek szama. Moi 1 aranyu fertézésnél Kiugrod
valtozast egyik gatlasi kombinacional sem tapasztaltunk, a
fertdzott sejtek szamanak csokkenése 18-27% kozott volt.
CrFK sejtek moi 1-gyel torténd fertdzése soran a CAR és
az avfs egyiittes gatlasa esetén tapasztaltuk a legnagyobb
mértékli csokkenést fertdzott sejtek szdmaban. A harom
vizsgalt receptor egylittes antitest blokkoldsa szintén
jelentds eltéréseket mutatott. Nagyobb aranyt (moi 10)
virusnak kitéve a CAR, avf3 €s avfs receptorok egyidében
torténd gatlasa volt a legnagyobb gatlo hatassal a fert6zott
sejtek szdmara, de a madasik harom gatlasi varidcid
mindegyike akadalyozta a FeAdV sejtbe jutasat, kozel
hasonl6 mértékben.

Kis mennyiségli (moi 0,1) FeAdV inokulummal fert6zott
HEK-293 sejtekben 11,5%-0s csokkenés volt a
legnagyobb, amelyet a CAR ¢és avfs vagy avfs receptorok
egylittes gatlasa révén értliink el. Nagyobb mennyiségl
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(moi 1) virusfertdzés estében latvanyosan kevesebb
fert6zott sejtet tudtunk kimutatni abban az esetben, ha
mindharom receptort egyiittesen, vagy amikor csak az
integrin receptorokat gatoltuk. A sejtek anti-CAR ¢és anti-
aVPB3 ellenanyagokkal torténd kezelése sordn szintén

viszonylag nagymértékii csokkenést lattunk.

4.5. FeAdV fert6zott HeLa sejtek citokin termelésének
vizsgalata

A tanulmanyozott citokinek termelése a vizsgalati
iddtartoményon beliil ingadozast mutatott. Az IL-10
csucsmaximuma fertdzetlen Hela sejtekben 72 dra utan,
mig fertdzott sejtek esetén a fertdzést kovetden 48 oraval
kb. feleakkora mértékben alakult ki.

A nem fert6zott HeLa sejtek TGF-B1 termelése az elsé 10
ordban intenziv ingadozast mutatott, a maximumot 72 dra
utan tapasztaltuk. Fert6zés hatasara a TGF-B1 termelés az
elsé néhany o6réban jelentds csokkenésnek indult, majd 8
ora utan novekedni kezdett és 24 ora elteltével érte el
maximumat. A FeAdV tehat jelentés immunmodulalo

hatassal rendelkezik.
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5. Kovetkeztetések

Eredményeink tovabb erdsitik azt a feltételezést, miszerint
szoros rokonsagi kapcsolat van a HAdV-1 és a macskabol
izolalt FeAdV kozott, amely felveti a zoondzis, vagy a
reverz zoonozis kérdését. A FeAdV-vel végzett korabbi
kisérletek, a filogenetikai ¢és géndsszehasonlitasi
eredményeink, valamint szdmos publikacio azt sugalljak,
hogy a FeAdV egy 6nallo biologiai egység, amely az egész
vilagon elterjedt és potencidlisan megfertézheti az embert.
Kutatdsunk soran a FeAdV  karakterizalasahoz
nélkiilozhetetlen informacidkat kaptunk. Fiziko-kémiai
vizsgalataink  segitségével  feltdrtuk  azokat a
koriilményeket, amelyek gatoljak a FeAdV szaporodasat,
vagy teljesen elpusztitjdk a virust. Meghataroztuk az
1zolatum antiviralis gyogyszerekkel szembeni
érzékenységét,  adatokat  szolgaltatva ezzel a
legmegfelelobb gyogymodd eléréséhez. Receptor és
koreceptor  blokkolasi  eredményeink  segitségével
feltartuk, hogy a FeAdV alternativ Gtvonalakon is képes
lehet a sejtbe jutni és fertézést indukalni, ezeknek a pontos
meghatarozdsa azonban tovabbi kutatasokat igényel.

Nyomon kovettiikk két fontos, pleiotrép hatast citokin
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termelddésének valtozasat FeAdV hatdsara, igy vilagossa
valt, hogy a virus feltételezhetéen erds immunmodulaléd
tulajdonsagokkal rendelkezik. A FeAdV ilyen mértéki
jellemzése alapvetd informaciokat ad az izolatum
génterapids vektorként vald alkalmazhatdsagarol is.
Munkacsoportunk elséként vizsgalta az Avemar
gyogyhatasu  készitmény antiviralis tulajdonsagait.
Kisérleteink soran azt lattuk, hogy a szer képes
csOkkenteni a FIV ¢és a FeAdV kibocsatasat kiillonb6zo
sejtekbol, érdemes tehat megfontolni HIV fert6zés soran
kiegészitd kezelésként torténd alkalmazasat.

A FeAdV-vel végzett korabbi vizsgalatok és jelenlegi
eredményeink egyiittesen azt tdmasztjdk ala, hogy a
macskak képesek lehetnek adenovirussal fert6zddni,
rdaadasul potencidlisan atadhatjdk azt az arra fogékony
embereknek is. A jovében tovabbi szerologiai,
molekularis bioldgiai és dsszehasonlitd vizsgalatokra van
sziikség, hogy a FeAdV patomechanizmusat a lehetd
legjobban feltarjuk ¢és megértsiik macskdkban ¢és
emberekben egyarant, valamint indokolt lenne specifikus

diagnosztikai modszerek, eszkdzok kidolgozasa is.
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