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1. Bevezetés

1.1. A picornavirusok daltalanos genom-felépitése

A gerinces fajokat fert6z6 Picornaviridae csaladba tartozo picornavirusok ikozahedralis
kapsziddal rendelkezd, lipid burok nélkiili RNS genomu virusok. A picornavirusok 7,2-9,7
kilobazis hosszu genomja kevés kivételtol eltekintve egy nagyméretii viralis poliproteint
kodold nyilt leolvasasi keretbdl (Open Reading Frame = ORF), az azt hatarold 5° és 3’ nem
kodold régiobol (UnTranslated Region = UTR) és a 3° végen valtozo hosszsagu poliadenin
farokbol épiil fel (1. abra). A viralis poliprotein ugynevezett strukturalis P1 (a virion
fehérjeburkat alkotd kapszid-fehérjéket kodold) és nem-strukturalis P2 és P3 (a virusnak a
fert6zott sejten beliili ciklusahoz kothetd peptideket és fehérjéket kodolo) részekre oszthatd
(Palmenberg és mtsai., 2010). A régidkon beliil tovabbi, kiilonbdzé méreti és funkcidju
fehérjék kodolasért felelds részeket tudunk elkiiloniteni. A picornavirusok egy része a P1
genom-régi6 el6tt elhelyezkedd, tgynevezett ”leader” (L) fehérjét is kodol, amely a nem-
strukturalis fehérjékhez tartozik (1. abra). Az Aaltalaban a virdlis poliproteinrdl lehasado
proteolitikus enzimek (3CD, 3CP, 2AP™, LP) segitségével a viralis poliprotein kiilonbdzd
méretli és funkcioju fehérjékre hasad (Palmenberg és mtsai., 2010). A hasadasi folyamat
koztes-, illetve végtermékeit kiilonbozd szam-, és betlikombinaciokkal jelolik (pl.: 3CD a
3CP™ ¢s 3D virlis enzimek prekurzora, a 3-as szam pedig a P3 régiéra utal) (1. abra). A
P1 kapszid-kodold régid a picornavirusok egy részében (pl.: parechovirusok, kobuvirusok)
VPO (1AB), VP3 (1C), VP1 (1D) fehérjékre hasad, mas picornavirusokban a VPO fehérje
hasitasaval tovabbi két polipeptid (VP4 és VP2) szabadul fel (Palmenberg és mtsai., 2010). A
P2 genom régi6 az emlds picornavirusok dontd tobbségében harom fehérjét (2A, 2B és 2C)
kodol, azonban a madarakbol eddig azonositott picornavirusok felénél tobb, vélhetden eltérd
funkcioju 2A peptid (multicisztronos 2A genom-régio) is kodolodhat (Palmenberg és mtsai.,
2010; Boros és mtsai., 2014b). A virdlis fehérjék koziil a virionok kiilsé felén talalhato,
immundominans VP1 a legvéltozékonyabb, mig a 2C helikdz (2C™), 3C proteaz (3C™™),
illetve 3D RNS-fiiggd RNS polimeraz (3D%*) enzimek a legkonzervativabbak (Palmenberg
¢és mtsai., 2010).
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1 abra: A picornavirusok daltalanos genom-felépitése, a fo genom-régioi (P1, P2, P3) és a
viralis poliproteinrol lehasado érett fehérjék elnevezései (szaggatott vonallal hatarolva). A
genom 5’ végéhez egy VPg nevii viralis peptid kapcsolodik. IRES: Belsé riboszoma kotéhely.
Az immundominans VPI lokalizacidjat fekete hattér jelzi. A kodolo részt hatdarolo 5’ és 3° nem
kodolo szakaszok (UTR) komplex masodlagos RNS strukturaltsaggal rendelkeznek (Agol és
Gmyl 2010 nyomdn, modositva).

1.2. 24 tipusok

Jelenleg Gsszesen 5 kiilonb6z6 2A tipust ismeriink (Palmenberg és mtsai., 2010; Boros ¢és
mtsai., 2014b):

1: Az enterovirusokra jellemzé protedz funkcioju 24, amelyben a karakterisztikus GXGC
(ahol X barmilyen aminosav lehet) aminosav-motivum felismerheto.

2: Az Aphthovirus 2A-szerii peptidek valtozatos hosszusaguak (20 - 145 aminosav) és
valdsziniileg valtozatos funkcidval is rendelkeznek. Ilyen tipusu peptideket taldlunk egyes
emlds picornavirusok, mint példaul az Aphthovirus, Cardiovirus, Erbovirus, Teschovirus, és
Senecavirus nemzetség tagjai kozott. Az ebbe a csoportba tartozd 2A peptidek mindegyike
ugyanarra a konzervativ, un. “’riboszoma-ugrd” aminosav-motivumra (DXEXNPGP, ahol X
barmilyen aminosav lehet) végzddik. Amikor a transzlacid sordn a riboszémak elérik a
DXEXNPGP-motivumot a motivum utols6 két aminosava (G és P) kozott nem alakul ki
peptidkotést. Ennek kovetkeztében az NPG-re végzodd viralis polipeptid darab levalik,
mikozben folytatodik a genom hatralevd részérdl a fehérje szintézise.

3: A Hepatitis A 2A-szerii peptidet egyeldre csak a hepatitis A virusokban irtak le. A 2A
fehérjének nincs ismert, az eléz6 két fehérjéhez hasonld fehérje hasito funkcioja.

4: A Hbox/NC-tipusu peptidek szintén elterjedtek a picornavirusok korében. Ilyen tipust 2A

fehérje talalhato példaul az Aquamavirus, a Kobuvirus, és a Parechovirus nemzetség tagjai



kozott is. A csoport 2A fehérjéi jelentds rokonsdgot mutatnak az eukaridta H-rev107
fehérjékkel, melyek fontos sejtciklus-szabalyozo szereppel rendelkeznek.
5. P-hurok NTPaz tartalmu 2A peptideket jelenleg csak az avihepatovirus filogenetikai
Kklaszter tagjaiban (a klaszterr6l részletesen lasd kés6bb) azonositottak. Az ebbe a tipusba
tartozO6 2A peptidek mindegyikében felismerhet6 a GXXGXGKS aminosav-motivum. A
peptidek pontos szerepe jelenleg ismeretlen.

Emellett azonban egyre novekvd szdmban azonositanak ismeretlen funkcioja 2A

peptideket is.

1.3. 5’ nem kodolo régio
A virdlis poliproteint kodold szakaszt 5° és 3’ irdnyba hatarold6 UTR régidkra komplex
strukturaltsag jellemz6. Az 5° UTR start kodon el6tti vége tartalmazza a minden picornavirus
genomon megtalalhato belsd riboszoma-kotohelyet (Internal Ribosomal Entry Site = IRES),
amelyet masodlagos RNS strukturaja alapjan eddig 6t kiilonboz6 tipusba soroltak (Lin és
mtsai., 2009; Sweeney és mtsai., 2012) (2. abra). Az IRES a viralis poliprotein atirodasanak
meginditasaért felelds régio, amely a gazdasejt riboszomalis komplexének a virusgenomhoz
torténd kapcsolodasat biztositja. A picornavirusok mintegy 450 nukleotid hosszisagi IRES
régidja komplex masodlagos RNS-struktiraval rendelkezik és szamos a gazdasejt altal termelt

iniciacids faktor és riboszémalis komplex kotohelyéiil szolgal (Belsham és Jackson, 2000).

| tipus 1. tipus

X {0

1. tipus

2. dbra: Az eddig azonositott ot kiilonbozo IRES tipus (I-V) mdasodlagos RNS strukturdi.

AUG: a virdlis poliprotein start kodonja. (Lin és mtsai., 2009 nyomdn, modositva).



1.4. A 3’ nem kodolo régio

A picornavirusok 3” UTR-jei jelentds méretbeli kiilonbséget (25 nt - Kunsagivirus Al és 828
nt - Rosavirus Al) és valtozatos strukturalis felépitést mutatnak. A 3> UTR-nek Kitiintetett
szerepe van a picornavirus genom negativ szalanak szintézisében (Rohll és mtsai., 1995). A
régiot érintd szekvencia- és strukturalis vizsgalatok eredményei az 5> UTR-IRES régidjahoz
hasonldéan az elsOdleges szekvencia helyett inkdbb a masodlagos (illetve térbeli) RNS
strukturalis konzervaci6é fontossagara utalnak (Palmenberg és mtsai., 2010). A masodlagos
struktarat alkotd hajtiik és komplex domének mellett egyes picornavirusoknal konzervativ
nukleotid motivumok, pl. sulyzo-szer struktirak (gallivirusok, Aichivirus A faj virusai) vagy
az s2m (stem-loop 2-szerdi motivum, oscivirusok, erbovirusok) nevii hajtii-szerkezetek, illetve
konzervativ, ismétlédé szekvenciak, mint példaul az “A egység” (megrivirusok) Iis

azonositasra keriiltek (3. abra) (Boros és mtsai., 2014a, b; Tengs és mtsai., 2013)
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3. dbra: A megrivirus 3’ UTR 3’ végének vazlatos felépitése és az ismétlodo “A egységek”
(kék nyilak) és AUG-gazdag domének (fehér nyilak) helyzete. A %-os értékek az egyes A
egységek” kozti nukleotid egyezéseket mutatjak (Boros és mtsai., 2014a).

1.5. A rekombindcio szerepe a picornavirusok evolucios fejlodésében
A picornavirusok genom véaltozékonysaga a 3DR®R? enzim transzkripcid sordn vétett atirads
hibaira (pont mutacidk, inzerciok €s deléciok) és az atirds ellendrzésének (“proof-reading”)
hianyara vezethetd vissza. A genom replikaciok soran keletkezd, fokozatosan felhalmoz6do
véltozasok hozzdjarulhatnak a virusfajon beliili genotipusok szétvalasahoz (Gromeier és
mtsai., 1999). Kiterjedtebb, genom-régiokat érintd, hirtelen valtozasok hatterében kiillonb6zo
rekombinacidos folyamatok allhatnak, amely folyamatok a picornavirusok evolucios
fejlédésének egyik f6 mozgatorugdéi (Gromeier és mitsai., 1999; Stanway, 1990). A
rekombinacidban részt vevd 7sziiléi” szekvencidk kozott genom-régid cserék, duplikéciok,

illetve “génvesztés” révén 1j, eltérd genetikai tulajdonsdgokkal rendelkezd genotipusok
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johetnek létre, amelyek elonyds tulajdonsdgok hordozasa esetén elterjedhetnek. A
rekombinans picornavirusok in silico azonositasa kiilonboz6é szekvencia-elemz6 programok
segitségével, jelen tudasunk szerint olyan esetekben lehetséges, ahol a rekombindns virus
”sziil61” (vagy kozeli rokon) virusainak szekvencidja is ismert, jo példa erre a mar leirasra
keriilt rekombinans enterovirusok viszonylag nagy szama, amelyeknek azonosithatosaga
tobbek kozt a nagyszdmu ismert enterovirus szekvencidkra vezethetd vissza (Tapparel és
mtsai., 2009). Olyan esetekben, ahol a lehetséges sziiléi szekvencidk nem ismertek, egy
esetleges rekombinans picornavirust a legkdzelebbi szekvencia-rokon virusoktol eltérd
genom-régiok, példaul eltér6 IRESek (pl. hunnivirusok és a kozeli rokon teschovirusok
kiilonb6zé IRESei) jelenléte azonosithat (Reuter és mitsai., 2012). Az ismert rekombindns
picornavirusok dontd tobbsége fajon beliili (un. intraspecies), illetve kisebb szamban fajok
kozotti (Gn. interspecies) rekombinans, tehat mindkét esetben a “’sziil6i” szekvenciak kozeli
rokonok, azaz legalabb egy nemzetségbe tartozok (Simmonds, 2006). Jelen ismereteink
szerint kiilonb6z6 nemzetségekbe tartozd picornavirusok kozti esetleges rekombinacidra csak
kozvetett jelek utalnak, pl.: a fent emlitett rokon virusoktodl eltéré IRES jelenléte (Reuter és

mtsai., 2012).

1.6. A picornavirusok nevezéktana - madar picornavirusok
A picornavirusokat genom felépitésiik €s szekvencia kiilonbségeik alapjan nemzetségekbe,
fajokba, illetve geno-/szerotipusokba soroljak. Altalanossagban elmondhato, hogy az egy
nemzetségbe tartozo picornavirusok 2A, 2B és 3A peptidjei altalaban homologok, IRES-eik
azonos csoportba tartoznak és P1 P2 és P3 régidjuk: >40%, >40% és >50% szekvencia

egyezést mutatnak (http://www.picornastudygroup.com/definitions/genus_definition.htm).

Ezek a tulajdonsagok irdnyadoak egy adott picornavirus nemzetségbe soroldsakor is. Ezen
szabalyok alapjan a jelenleg ismert picornavirusok 46 fajba és 26 hivatalosan elfogadott és
tovabbi harom ("Kunsagivirus", "Sakobuvirus" ¢és "Sicinivirus") elfogadasra vard
nemzetségbe sorolhatok (4. abra) (Knowles és mtsai., 2011).

A picornavirusok hazai és nemzetkdzi nevezéktana folyamatosan valtozik, dsszemosddnak
benne a torténelmi €s az uj, a gazdafajt elhagyo elnevezések. Sajnos a hivatalos nevezéktan
kialakitdsa messze elmarad az 10 picornavirusok leirasanak sebességétdl. A lemaradas még
latvanyosabb a magyar nyelvli nevezéktant illetden. Bizonyos régota ismert
picornavirusoknak van magyar tudomanyos nyelvben elterjedt elnevezése, ilyen példaul a
szaj- és koromfajast okozo virus (Aphthovirus nemzetség), vagy a poliovirus (Enterovirus

nemzetség), de a legtobb 1) picornavirusnak tudomésunk szerint nincs. Ezért a dolgozatban


http://www.picornastudygroup.com/definitions/genus_definition.htm

ahol lehetségesnek tartottuk a virusok magyar elnevezést alkalmaztuk. Azoknal a virusoknal
ahol tudomasunk szerint nincs magyar név, ott a hivatalos angol nyelvi, illetve az jonnan
leirt virusoknal a szerzOk éaltal javasolt nevet haszndltuk. Konkrét példakért lasd a 4. 10.
abrakat és az 5. tdblazatot.

A jelenleg ismert 17 madar picornavirus faj tagjai ot, filogenetikailag jol elkiiloniilé
klaszterbe tartoznak (4. abra). A madar picornavirus klaszterek tagjaira karakterisztikus
genom felépités (P1-P2-P3 genom-régiokat alkot6 fehérjék szama, Leader protein [L]
jelenléte), illetve genom-tulajdonsagok jellemzéek. Példaul a passerivirus klaszter tagjaira L-
3-3-4, a tremovirusokra 4-3-4, mig a megrivirusok egy részére 3-6-4 genom felépités jellemzo
(Boros és mtsai., 20144a,b). Karakterisztikus genom-tulajdonsag példaul a pulyka és hazityuk
megrivirusok 3’ UTR-jében azonositott, ismétlédé szekvencia-motivumok, az un. “A
egységek” és az azt kdvetd AUG-gazdag régio jelenléte, amelyet eddig csak a megrivirus
klaszter tagjaiban irtak le (3., 4. abra) (Boros és mtsai., 2014a,b). Az ismert madar
picornavirusok koziil Osszesen négyet (hazityak gallivirus 1, Sicinivirus Al, hazityak
megrivirus 1, madar encephalomyelitis virus 1) azonositottak hézityikokbdl, amelyek
filogenetikai szempontbdl harom madar picornavirus klaszterbe (passerivirus, megrivirus és
tremovirus klaszterek) tartoznak (Boros és mtsai., 2014b). Itt jegyezziik meg, hogy a nemrég
leirasra keriilt, avihepatovirus klaszterbe tartozé hazityak picornavirus 2 és 3 genomjai

vizsgalataink megkezdésekor még nem voltak ismertek (Lau és mtsai., 2014).
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4. dbra: A picornavirusok filogenetikai és nevezéktani rendszere. A Pl strukturalis régiobol
késziilt aminosav torzsfan az osszes picornavirus nemzetség (nemzetségnevek dolt betiivel

szedve) és a harom hivatalosan eldterjesztett uj nemzetség (aposztrofalva) reprezentativ tagjai

is feltintetésre keriiltek. A sziirke keretes virusok az ot kiilonbozé madar picornavirus

klasztert jelolik. A kiilonbozo szekvenciak GenBank azonosito szamai kapcsos zarojelben
talalhatoak.
1.7. Az avihepatovirus klaszter tagjainak genom jellemzoi

Vizsgalataink soran kozponti szerep jutott a monofiletikus avihepatovirus klaszternek,

amelybe kisérleteink kezdetekor a kacsa hepatitis A virusok (duck hepatitis A virus 1-3,

8



DHAYV, Avihepatovirus nemzetség), az Aalivirus Al (AalV-Al, ”Aalivirus” nemzetség) és az
Avisivirus Al (AsV-Al, Avisivirus nemzetség) tartoztak (4., 5. abra). A klaszter tagjait csak
pulykakbol (AsV-Al), hazi kacsakbol (DHAV, AalV-Al) hattyakbél (DHAV) és
galambokbol (DHAV) azonositottak (Tseng és mtsai., 2007; Wang és mtsai., 2014; Boros és
mtsai., 2014b). Allategészségiigyi szempontbol kiemelkedd fontossaggal birnak a kacsa
hepatitis A virusok, amelyek az erdsen ragalyos €s magas mortalitassal jellemezhetd kacsa
hepatitis szindroma egyik legfontosabb korokozoi (OIE, 2010). Emellett a klaszter tobbi tagjat
tinetmentes és kiilonboz6 tiineteket mutatd szarnyasokbol (hepatitis: AalV-Al, enteritis/
levertség: AsV-A1) mutattak ki (Wang és mtsai., 2014; Boros és mtsai., 2014b).

Az avihepatovirus klaszter tagjainak genomjaira 3-5-4 (DHAV ¢és AsV-Al) illetve 3-8-4
(AalV-A1l) genom felépités, azaz N-terminalis Leader protein és a VP4 | VP2 hasitasi hely
hidnya, illetve tobb, altalaban minimum héarom tagbol all6 2A genom-régio jellemzd (5. abra).
A klaszter tagjai koziil az aali-, és avihepatovirusoknak (DHAV) IV-es, mig az
avisivirusoknak Il-es tipusu IRES-e van. Az Aalivirus A1 2A régidja 6sszesen hat peptidet
kédol (Wang és mtsai., 2014). Az avihepatovirus klaszter tagjainak genomjai egy aphthovirus
2A-szerli, egy P-hurok NTPaz tipust és egy Hbox/NC-tipusti fehérjékbdl allo 2A-tridszt
kodolnak (5. abra). Ez a 2A triasz csak az avihepatovirus klaszter tagjaira jellemz0, azok
karakterisztikus genom bélyege (Boros és mtsai. 2014b). A nemrég azonositott avihepatovirus
klaszterbe tartozd hazityuk picornavirus 2 és 3 genomjaiban is megtalalhaté ez a 2A tridsz
(Lau és mtsai., 2014). A 2A peptidek koziil az aphthovirus 2A-szerli, DXEXNPGP-tartalmu
2A peptid tobb kopiaban is jelen lehet (pl. 2 db DXEXNPGP: AsV-Al, illetve 4 db
DXEXNPGP: AalV-Al). Az Amerikai Egyesiilt Allamokban azonositott AsV-Al csak egy
DXEXNPGP-tartalmt 2A-szer(i egységet kodol (Ng és mtsai., 2013).

o
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2A o
—= %
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2A

)
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5. dabra: Az avihepatovirus klaszter tagjainak méretaranyos genom rajza. A romai szamok az

A

IRES tipusokat jelolik. A 24 genom régioban a sziirke hattér az aphthovirus 2A-szerii, a fehér
kor a P-hurok NTPaz tipusu, mig a fekete hatsz6g a Hbox/NC-tipusu 2A peptideket jeloli
(Boros és mtsai., 2014b).



2. Célkitiizések

A hazi szarnyasok, koztiik a hazityak (Gallus gallus domesticus) alapvetd taplalékforrasa az
embereknek, emellett a tenyésztésével és feldolgozasaval foglalkoz6 iparagak gazdasagi
jelentdsége sem elhanyagolhatd. A tenyésztett szarnyas allomanyokra veszélyt jelentd
mikrobiologiai agenseknek csak egy részét ismerjiik; szamos olyan korkép ismeretes, példaul
a maladszorpcids szindroma vagy a “satnyasdg €s torpenOvés tlinetegylittese” (runting-
stunting syndrome: RSS), amelynek pontos etiologiai hattere még nem teljesen feltart (Alina,
2011). A hazi szarnyasok egészségi allapotat veszélyeztetd patogén virusok azonositasahoz
elengedhetetlen a kiilonb6z6 madar populaciok, koztik a hazi szarnyasok kozott cirkulald
virusok genetikai szintli azonositasa. Emellett az 0j (picorna)virusok genom-vizsgalata
hozzéjarulhat a virusok evolucios fejlédésének mélyebb megismeréséhez. Vizsgalataink
megkezdésekor csak négy hazityukokbol azonositott madar picornavirus volt ismert, mig az
avihepatovirus filogenetikai klaszterbe tartozo egyik madar picornavirust (illetve rokon

virusaikat) sem azonositottak még hazityukokbol.
Ezért célul tiiztiik ki:

- Az avihepatovirus klaszterbe tartozo picornavirusoknak, vagy rokon virusaiknak
azonositasat hazityuk kloakamintaibol.

- Az azonositott picornavirus(ok) teljes genom-meghatarozasat, szekvencia-, és
filogenetikai vizsgalatat.

- Esetleges rekombinaciora utalo jelek azonositasat.

- Az azonositott picornavirus(ok) eldzetes epidemiologiai vizsgalatat.
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3. Anyagok és modszerek

3.1. Kisérleti mintak

A kisérleteink soran felhasznalt hazitytk (Gallus gallus domesticus) kloakamintai eltéré kort
allatokbol szarmaztak Délkelet-, €s Délnyugat-Magyarorszag harom kiilonb6zo csaladi
baromfitenyészetébdl. A mintak jelentds része klinikai tiineteket nem mutatd szarnyasokbol
szarmazott (1. tablazat). A kisérleteink kiinduldopontjaul szolgald minta (Pf-CHK-1), amelyet
virdlis metagenomikai vizsgalatra kiildtiink, egy hasmenéses tlinetet mutatd hazityuk

kloakamintaja volt.

Minta jele |Gydijtési hely [Gylijtési id6|Tunetek Kor

PC1 Délkelet Mo. |2013 aprilis [tinetmentes |feln6tt
PC2 Délkelet Mo. |2013 aprilis|tlinetmentes |feln&tt
PC3 Délkelet Mo. |2013 aprilis [tinetmentes |feln6tt
PC4 Délkelet Mo. |2013 aprilis|tlinetmentes [feln&tt
PC5 Délkelet Mo. |2013 aprilis [tinetmentes |feln6tt
CHK-I Délnyugat Mo. | 2013 aprilis [tinetmentes |24 napos
CHK-II Délnyugat Mo. | 2013 aprilis [tinetmentes |feln6tt
CHK-11I Délnyugat Mo. | 2013 aprilis |tiinetmentes |6 napos
CHK-IV Délnyugat Mo. | 2013 3prilis |tlinetmentes |8 napos
CHK-V Délnyugat Mo. | 2013 aprilis [tiinetmentes |16 napos
CHK-VI Délnyugat Mo. | 2013 aprilis [tinetmentes |30 napos
MDélkelet Mo. |2013aprilis|"hasmenés" |24 napos
Pf-CHK-2 |Délkelet Mo. |2013 4prilis|tlinetmentes |24 napos

1. tablazat: A kisérleteink soran felhasznalt hazityuk klodka mintdi. A mintdk harom
kiilonbozé (PC-jelzésti, CHK-jelzésii és Pf-CHK-jelzésii) baromfitenyészetbol szdarmaztak.

Mo.: Magyarorszag. A viralis metagenomikai vizsgalatra kiildott mintat fekete hattér jelzi.

3.2. Virdlis metagenomika, minta-elékészités, random RT-PCR, piroszekvendlds

A Pf-CHK-1 jelzésti kloakamintat Hank-féle pufferelt sdoldattal higitottuk (Gibco BRL),
majd a virusokat 74 °C-on 50 perces inkubaldssal inaktivaltuk. Az inaktivalt mintat Eric
Delwart laboratoriumaba (Blood Systems Research Institute, San Francisco, Kalifornia, USA)
kiildtiik viralis metagenomikai vizsgalatra, amely a kovetkezd alapvetd 1épésekbdl épiilt fel:

A mintat 15.000 fordulat/perc (fpp)-en centrifugaltak 10 percig. A 200 ul feliluszot egy 0,45
um-es sziirén (Millipore) atsziirték, igy eltavolitva a baktériumokat és a nagyobb

részecskéket. Ezutan DNz (Turbo DNase, Epicentre, és Benzonase, Novagen) és RNaz
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(Thermo Scientific) emésztést végeztek igy elimindlva a kapszid altal védtelen RNS-t és
DNS-t. A viralis nukleinsav kivonasat "QlAamp spin-column” technikaval végezték a gyarto
altal leirtak szerint (Qiagen). A viralis cDNS konyvtar készitéséhez ScriptSeqTM v2 RNA-
Seq Library Preparation Kit-et (Epicentre, USA) hasznaltak. A kapott mintat Miseq lllumina
platformon (lllumina Inc. USA) kézvetlen szekvenalasra keriiltek a gyarté protokollja szerint
(Phan és mtsai., 2013).

A szekvenalaskor keletkezd leolvasasi szekvencidk (“read”-ek) kontigokka alakitasdhoz a
Sequencher (Gene Codes) szoftvert hasznaltak. A leolvasasi szekvenciak akkor alkotottak egy
kontigot, ha legalabb 35 bézis hosszan legaldbb 95%-o0s egyezést mutattak. Igy létrehozott
kontigok, illetve egyedi leolvasasi szekvencidk azonositasat tBLASTx (GenBank-NCBI,
USA) programmal végezték el. Azokat a szekvencidkat, amelyeknél tBLASTx keresés 10
vagy anndl kisebb E-értékii talalatot adott eukaridta virdlis, bakteriofag, eukariota, bakterialis
vagy egyéb kategoridkba soroltdk a legkisebb E értékii talalat alapjan. A 107 -nal nagyobb E-
értekl szekvencidkat besorolatlannak osztalyoztak. Tovabbi vizsgalataink soran csak az
eukariota viralis, azon beliil is az avihepatovirus klaszter picornavirusaival rokonsagot mutato

szekvenciakkal foglalkoztunk.

3.3. RNS extrakcio
A kloakamintakbol 0.1 M-o0s PBS-sel 10-50%-0s szuszpenzidt készitettiink, melybél 300-400
ul-t hasznaltunk fel az RNS izolalashoz. A mintat Genetronnal (1,1,2-trikloro-trifluoretan,
Sigma-Aldrich, USA) tisztitottuk és 5 percig centrifugaltuk 10.000 fpp-en. A feliiliszobol 150
ul térfogatot 500 pl TRIzol® Reagenssel (Life Technologies, USA) kevertiik el. Ezt kovetden
a mintakat 5 percig szobahdmérsékleten inkubaltuk, majd 100 pl kloroformot adtunk hozza.
Rovid vortexelés utan a mintakat 5 percig inkubaltuk, majd 10.000 fpp-en 15 percig
centrifugaltuk 4°C-on. A fels6 vizes fazisbol minimum 300 pl mennyiséget mértiink at uj 1,5
ml-es Eppendorf csovekbe. Az RNS kicsapasat izopropanollal végeztiik. A mintakat 10 percig
inkubaltuk, majd 10.000 fpp-en 10 percig 4°C-on centrifugaltuk. A kicsapott RNS-rdl a vizes-
izopropanolos oldatot eltavolitottuk. A csapadékot 75%-0s etanollal mostuk, majd 10.000 fpp-
en 2 percig 4°C-on centrifugéltuk. A kinyert RNS-t szobahdmérsékleten torténd 5-10 perces
szaritas utdn 50 pl nukleaz mentes vizben oldottuk fel. A mintdkat a tovabbi felhasznalésig -

80°C-on taroltuk.
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3.4. Reverz transzkripcio-polimeraz lancreakcio (RT-PCR)
A kisérleteink soran alkalmazott RT-PCR modszereket a vart PCR termékek mérete: 1000
bazispar (standard PCR), vagy nagyobb (long PCR), illetve a templatvégek jelolésének
sziikségessége (5°/3° RACE PCR) alapjan harom részre lehet osztani. A harom moédszer az

alabbiakban kiilon-kiilon keril bemutatasra.

Azok a reagensek, amelyeknél a gyartd nincs kiilon feltliintetve a Thermo Scientific (USA)

termékei.

3.4.1. Standard RT-PCR
Az 1000 bp, vagy annal kisebb vart PCR termékek esetén az alabbi RT-PCR protokollt
alkalmaztuk:
3.4.1.1. ¢cDNS szintézis
A reverz transzkripcios (RT) reakcioelegy végtérfogata 50 pl volt, amely a kovetkezd
komponenseket tartalmazta: 5 ul 10X PCR puffer (100mM Tris-HCI, 15mM MgCl,, 500 mM
KCI, 0,01% zselatin (pH: 8,3)), 1 ul 10mM dNTP, 0,2 pl RNasin (40U), 0,5 ul M-MLV-RT
(200U), 1 ul reverz primer (20uM), 37 pul nukleaz mentes viz és 3 pul RNS-t. Az sszeallitott
mintakat 60 percen keresztiil 42°C-on inkubaltuk, majd az RT enzimet 85°C-on 5 percig

inaktivaltuk. Negativ kontrollként nukleaz mentes vizet hasznaltunk.

3.4.1.2. Standard PCR
Az 50 pl PCR reakcidelegybe a kovetkezd komponenseket mértiik be: 5 pl 10X PCR puffer, 1
ul Dupl-A-Taq DNS Polimerazt (Zenon Bio, Szeged) (5U), 1 ul forward primer (20 uM) és
43 pl nukledz mentes viz. A PCR reakcidelegyet hozzamértiik az RT teljes mennyiségéhez,
majd a kovetkezé héprogramon inkubaltuk: A kezdeti denaturacio: 94 °C-on 1 percig, majd
40 ciklus: 95°C-on 30 mp, primer atlag Tm-5°C-on 30 mp, és 72°C-on 1 perc, amit egy 5

perces 72°C-on torténd inkubécios 1épés kovetett.

3.4.2. Long RT-PCR
Az 1000 bp-nal nagyobb vart PCR termékek esetén az alabbi RT-PCR protokollt alkalmaztuk:

3.4.2.1. ¢cDNS szintézis
A RT reakcioelegy végtérfogata 20 pl volt. Tartalmazott: 4 pl 5X MAXIMA cDNS szintézis
puffert (250 mM Tris-HCI, 375 mM KCI, 15mM MgCl,, 50 mM DTT), 1ul 10mM dNTP-t, 1
ul reverz primert (20uM), 1 ul MAXIMA RT enzimet (200 U/ul), 3 pl viralis RNS-t, és 10 pl
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nukledz mentes vizet. Az elegy keverését és centrifugéalasat kovetden 60 percen at 55°C-on

inkubéltuk. Az enzim inaktivalasa 5 percen at 85°C-on tortént. .

3.4.2.2. Long PCR
A PCR reakcioelegy 50 ul végtérfogata volt, amely a kdvetkez6 komponenseket tartalmazta:
5 ul 10X long PCR reakci6 puffert (1 mM MgCl,), 1-1 pl reverz és forward primert (20 uM),
1 ul ANTP-t (10mM), 0,5 pl Long PCR Enzim mixet (5U), 1 pul cDNS-t, 40,5 pl nukleaz
mentes vizet. A long PCR mintak héprogramja a Standard PCR részben leirttal egyezett
kivéve, hogy a ciklusok elongacios 1épése 72°C helyett 68°C-on a termék méretétdl fliggden

2-3 percig zajlott.

35 5°/3’RACE PCR
A genom 5’ és 3’ régidinak felsokszorozasdhoz ”5°/3” rapid amplification of cDNA ends”

(RACE) modszert hasznaltunk, amely a kovetkez6 1épésekbdl allt:
351 3’ RACE PCR

A virdlis genom 3’ végének felsokszorositdsdhoz 20 pul végtérfogatih RT reakcidt allitottunk
Ossze, amelynek Osszetétele megegyezett a long PCR részben leirtakkal, annyi kiilonbséggel,
hogy 5 ul viralis RNS-t és egy Un. Horgonyzott-Adapter-oligodT reverz primert (5’
GACCACGCGTATCGATGTCGACT;,V 3’; Roche, Svajc) hasznaltunk. Ovatos keverést és
centrifugalast kovetden a mintakat 42°C-on 15 percig, majd 55°C-on 60 percig inkubaltuk. A
reverz transzkriptdz enzimet 5 percen at tartdé 85°C-os melegitéssel inaktivaltuk. A PCR
reakciodelegy Osszetétele, illetve az alkalmazott hoprogram szintén megegyezett a Long PCR
részben leirtakkal. A PCR elegy tartalmazta az Adaptert (5’
GACCACGCGTATCGATGTCGAC 3’; Roche, Svajc), mint reverz primert, illetve egy

szekvencia-specifikus forward primert.
35.2 5’ RACE PCR

A virdlis nukleinsav 5’ végének felsokszorozasahoz szekvencia-specifikus primereket
hasznaltunk a long PCR rész ¢cDNS szintézisnél bemutatott RT reakcio paramétereivel. A
kapott cDNS-t QIAquick PCR Purification Kit (Qiagen, Hollandia) segitségével tisztitottuk.
A tisztitott cDNS 3° végéhez Adenin homopolimert szintetizaltunk terminalis
dezoxiribonukleotid transzferdz (TdT) reakcid keretében. A TdT reakcidelegy a kovetkezd

anyagokat tartalmazta: 5 pul 5X TdT reakcid puffer (1 M kalium-kakodilat, 0,125 M Tris,
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0,05% (v/v) Triton-X-100, 5 mM kobalt-klorid, (pH: 7,2)), 1 pul dATP (5 mM), 0,5 pl TdT
enzimet (20U), 5 pul cDNS és 13,5 pl nukledz mentes viz. A TdT reakcidelegyet 20 percig 37

°C-on inkubaltuk. Az 5> RACE PCR reakciok dsszetétele megegyezett a long PCR részben
leirtakkal. Az els6 5> RACE PCR reakcioelegy a 3° RACE PCR reakciohoz is alkalmazott

Horgonyzott-Adapter-oligodT primert, mint forward primert és egy szekvencia-specifikus

reverz primert tartalmazott és templatként 5 pl TdT terméket. A masodik 5> RACE PCR

reakcioelegy a 3° RACE PCR reakciohoz is alkalmazott Adapter primert, mint forward

primert, és egy ujabb szekvencia-specifikus reverz primert tartalmazott, amelyhez templatként
az els6 5 RACE PCR termékbdl 1 pl-t mértiink bele.

3.6. A felhasznalt oligonukleotid primerek felsoroldsa

Rea}(CIO Reakci6 tipus Primer neve Primer szekvencia (5" - 3") rl:emlek
szam méret (bp)
OrV-AL-VPO-Ct4-F | TTA ACA TAA CAG GGT CCG AGC AGC
R | SN RT- P ORI  VP1-C5-R |AAA GAT AGC GTC AAC GTT TGT GTG 1002
ongRT-PCR | OV-AL-VP3-CEE-F [GAC ATG CTC AGT CGT GCT CCAA 7199
R2 OrV-AL-Ci8-2C-R |GTCAACATTCAAACTACACCACCC
OrV-AL-Ct8-2C-F |GGGTGGTGTAGTTTGAATGTTGAC
R3 long RT-PCR OrV-Al-3D-R | TAA ACA CTG AAC TGC AGC TCT 1652
R4 3 RACE OV-AL-3D-F _|CTA GGG AGA AAG TGA GGA AAG G 1288
OrV-AL-5RACE-R1 |AAG GCC CTG GGC ATT GAG ATT
5 RACE  |OrV-AL-5RACE-R2 |TGG AGG TCA GCG TCA AGC ATT 1540
R5 OrV-AL-5RACE-R3 |AGT AAG TCT ATG GGC TAT GAC
. OIV-AL-3D-F_|CTT ATC GMA TGG TSA TGG GTG A
sziir reakei6 | standard RT-PCR =7 & e CCY CKG CAC CAC TGG ATC TT 605

2. tablazat: Az Orivirus Al teljes genom meghatdrozasahoz felhasznalt oligonukleotid

eredmények rész 6. abrdjan.

crer

Rea,kcm Reakci6 tipus Primer neve Primer szekvencia (5" - 3") ’I,‘ermek
SZam méret (bp)
OrV-A2-VP3-Ct7-F [TTG CCG TGG TGA ATAAAACAGCTAC
long RT-PCR 2218
R1 OrV-A2-3C-Ct9-R [CTTATC CGTTTT GAT CTC CCAGAC G
R2 3'RACE OrV-A2-3B-F TGATTAGCACAAGCCCTTTCATAGTGC 2941
OrV-A2-5RACE-R1 |GTC AGG GCC TGC CCTAATTTC
R3 5'RACE OrV-A2-5RACE-R2 |AC GGA GCA GGT GGT GGG GCAT 1856
OrV-A2-5RACE-R3 |GTAGCT GTTTTATIC ACC ACGGCA A

3 tablazat: Az Orivirus A2 genom meghatarozasahoz felhasznalt oligonukleotid primerek

rész 15. abrdjan.

erer
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3.7. Gélelektroforézis

A PCR reakciok termékeit 1,5 %-0s (standard PCR) illetve 0,5%-0s (long PCR) agardoz gélben
(NuSieveR 3:1, FMCR BioProducts, USA), 35-45 percen keresztiil 110V (standard PCR)
illetve 95V (long PCR) fesziiltséggel Minicell Ec370M (Electroforetic Gel System, E-C
Apparatus Co., USA) tipusu futtatokadban futtattuk. Minden futtatas tartalmazott 1
kilobazisparos (kbp) illetve 100 bp-os DNS markert (Promega, USA). Az elvélasztas soran
0,5 X Tris-Borat-EDTA puffert alkalmaztunk. A géleket etidium-bromiddal festettiik, majd a

vizualizacié 320nm hullamhosszusagih UV megvilagitas alkalmazasaval tortént.

3.8. Direkt nukleotid szekvencia meghatdrozads

20ul PCR termékhez 20 pul ammoénium-acetat (4,0 M) oldatot mértiink. Majd 120 pl 96%-0s
etanolt adtunk hozza és vortexelést kovetden 13,000 fpp-en 15 percen keresztiil 4°C-on
centrifugaltuk. A feliiluszo eltavolitasa utan, a csapadékot 200 pl 70%-0s etanollal mostuk. A
10 percen at tartd 13.000 fpp-es centrifugalas utan a feliiliszot pipettaval eltavolitottuk, majd
a mintakat szobahdmérsékleten szaritottuk. A tisztitott PCR termékeket 20-50 pl nukleaz
mentes vizben oldottuk fel.

A szekvendldsi reakci6 — 10 pl végtérfogatban — 2,3 ul nukledz mentes vizet, 0,7 pl
reverz/forward primert (20 uM), 2 pl BigDye Terminator mixet és 5 pl tisztitott PCR terméket
tartalmazott. A reakcidelegyeket a kovetkezO hoprogramon inkubaltuk: A kezdeti
denaturacio: 96 °C-on 1 percig, majd 25 ciklus: 96°C-on 15 mp, 50°C-on 5 mp, és 60°C-on 4
perc. A kapott termékeket Ujra tisztitottuk sos-alkoholos kicsapassal, amely a kovetkezd
1épésekbdl allt: 10 pl terméket 40 pl nukleaz mentes vizzel higitottunk, majd ezt 5 pul NaAc-t
(3M) és 100 pl 4°C-os abszolut etanolt tartalmazo elegyhez adtuk. A 13.000 fpp-en 30 percig
4 °C-on val6 centrifugalast kovetden a feliiliszot eltavolitottuk, majd 300 pl 70%-o0s etanollal
mostuk €és 13.000 fpp-en 10 percig 4°C-on centrifugaltuk. A pelletet 3 percig 50 °C-on
héblokkban szaritottuk. 20 ul HI-Di-ben (Hi-DiTM Formamide, Applied Biosystems, USA)
vettiik fel. A mintakat kapillaris automata szekvenatorban (ABI PRISM 310 Genetic
Analyzer, Applied Biosystems, USA) futtattuk.

3.9. "primer-walking” technika
A 7primer-walking” technikdt a long PCR- illetve hosszabb 5°/3° RACE termékek
szekvenalasa soran alkalmaztuk. Lényege, hogy a PCR termékek direkt szekvenaldsa soran
kapott szekvencia végétdl szamitott 100 bazis tavolsdgra 1j oligonukleotid primereket

terveziink, és azokat ujabb PCR reakcidé nélkiil kozvetleniil a szekvenalasi reakcidban
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hasznaljuk fel. A modszerrel a hossza PCR termékeken végig 1épdelhetiink. A ’primer-
walking” technika soran alkalmazott primerek listaja terjedelmi és jelentéktelenségi okok

miatt nem szerepel a dolgozatban.

3.10. ”in silico” szekvencia analizis
A vizsgalataink soran felhasznalt szekvencidkat a GenBank (NCBI, National Center for

Biotechnology Information, http://www.ncbi.nlm.nih.gov) adatbazisbol gytjtottik ki. A

szekvenalasbol szarmazoé szekvencidkat a Chromas LITE (ver. 2.1.1) program segitségével
ellendriztiik és javitottuk. A sajat és referencia szekvencidk egymashoz vald illesztését a
ClustalW (ver.2.1) szoftverrel végeztik, majd az illesztett szekvencidkat GeneDoc

(http://www.nrbsc.org/gfx/genedoc/, Multiple Sequence Alignment Editor and Shading Utility

v.2.7.000, 2006) programmal elemeztiikk (Thompson €s mtsai., 1994; Nicholas és Nicholas,
1997). A hasitasi helyek meghatarozasanal NetPicoRNA
(http://www.cbs.dtu.dk/services/NetPicoRNA/, 1.0 Server) alkalmazast hasznaltuk (Blom és

mtsai., 1996). Az egyes konzervativ fehérje domének azonositasahoz az NCBI adatbazis
CDD-keresés programjat alkalmaztuk (Marchler-Bauer ¢és mtsai.,, 2011). A 2B peptid
masodlagos strukturdjdnak modellezésé¢hez a PSIPRED szoftvercsomag MEMSATSVM

transzmembran helix modellezé programot alkalmaztuk (http://bioinf.cs.ucl.ac.uk/psipred/)

(Jones, 1999). A kiilonb6zé genomrégiok hasonlosagi szazalékanak megallapitasahoz a
BioEdit Segence Aligment Editor programot alkalmaztuk (Hall, 1999). Filogenetikai
analizishez a MEGAG6 (Molecular Evolutionary Genetics Analysis, vers 6.06) szoftvert
hasznaltuk (Tamura és mtsai., 2013). A pontos modszer és beallitds minden filogenetikai fanal
kiilon feltiintetésre kertilt. A nem kodolo régiok masodlagos struktirdjat az Mfold program
segitségével (http://mfold.rna.albany.edu/?g=mfold/RNA-Folding-Form) elemeztiik (Zucker,
2003). Az abrak szerkesztésénél a VARNA (ver. 3-91) szoftvert alkalmaztuk. Az

utdémunkalatokndl, amelyek a filogenetikai dgrajzokon a nemzetségek jelolését és egyéb
kiemeléseket jelent, Corel DRAW X6 szoftvert alkalmaztunk. A  genotipusok
Osszehasonlitasabol szarmazo szekvencia-tavolsag diagramot (“Distance-plot”) az RDP

szoftver 4.16 verziojaval (Martin és mtsai., 2010) készitettiik el.
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4. Eredmények és megbeszélésiik

A Pf-CHK-1 mintabol, viralis metagenomikai modszerrel kapott 57 darab, atlagosan 200
nukleotid hosszusagh leolvasasi szekvenciak (”read”-ek) 6sszesen kilenc kiilonb6z6 kontigot
alkottak, amelyek legkdzelebbi rokon szekvenciai a kacsa hepatitis A virus (Duck hepatitis A
virus 1-3= DHAV1-3, Avihepatovirus nemzetség) és rokon virusai (4. tablazat). Mivel a
vizsgalt virusunk rokonsagi korébe tartozik tobb, nemrég azonositott hazityik picornavirus
(Lau és mtsai, 2014), ezért a mintdnkbol azonositott picornavirust a konnyebb elkiilonités
miatt a tovabbiakban, mint Orivirus Al (OrV-Al) fogjuk hivatkozni. A név utal a minta
gyljtési helyére (Oroshaza, Békés megye). Az egyes kontigokat alkoto leolvasasok alacsony
szama miatt a kapott szekvenciakat csak az oligonukleotid primerek tervezésére hasznaltuk.
primer-parokat terveztiink annak érdekében, hogy kiilonb6z6 PCR modszerekkel
felsokszorozzuk a kontigok kozti ismeretlen genomszakaszokat, és hogy leellendrizziik a
kontigok bazissorrendjét (6. abra). Az OrV-Al genomjanak 5’ és 3’ végét 5’ / 3> RACE PCR
modszerrel sokszoroztuk fel. A kapott PCR termékek nukleotid sorrendjét Sanger-féle direkt

szekvenalasi technika és Uin. ’primer-walking modszer” alkalmazasdval hataroztuk meg.

kontig leolvasasok aminosav kontig

hossza szima legkozelebbi rokon szekvencia egyezés (%) |lokalizicio
kontig 1 391 nt 15 kacsa hepatitis A virus 1 [AEP84766] 37 3C-3D
kontig 2 505 nt 10 kacsa hepatitis A virus 1 [YP_007969883] 50 3B-3C
kontig 3 486 nt 8 Aalivirus A1 [YP_009026377] 44 2B-2C
kontig 4 469 nt 7 kacsa hepatitis A virus 1 [ABB76604] 36 VP0-VP3
kontig 5 256 nt 5 kacsa hepatitis A virus 1 [ABB76604] 33 VP3
kontig 6 258 nt 3 kacsa hepatitis A virus 1 [ACF71558] 49 3D
kontig 7 204 nt 3 kacsa hepatitis A virus 3 [ABB96725] 33 VP3
kontig 8 201 nt 3 Avisivirus A1 [AGH06056] 41 2C
kontig 9 201 nt 3 kacsa hepatitis A virus 3 [AEK70365] 33 2C-3A

4. tablazat: A Viralis metagenomikai modszerrel kapott, az avihepatovirus filogenetikai
klaszter tagjaival szekvencia rokonsdagot mutaté kontigok tulajdonsagai, BlastX kereséssel
azonositott legkozelebbi rokon szekvencidi és genom lokalizdcioi. A kiilonbozo szekvenciak

GenBank azonosito szamai kapcsos zdrdjelben talalhatoak.
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6. dbra. Az Orivirus Al genom felépitése és f6 genom-régioi (P1-3). R1-5: A kontigokra
tervezett primerek felhasznaldsaval végzett PCR reakciok. k1-9: A viralis metagenomikai

modszerrel kapott kontigok elhelyezkedése a genomon.

A Pf-CHK1 mintabdl azonositott OrV-Al pozitiv, egyszali RNS genomja 7037 nukleotid
hosszisagu (a poliA-farok nélkiil). A genom szerkezete nagyfoku hasonldsagot mutatott a
picornavirus genom altalanos felépitésével: 5° UTR-P1(VPO-VP3-VP1)-P2(2A-2B-2C)-
P3(3A-3B-3C-3D)-3’UTR (6 .abra). Az OrV-Al GC-tartalma 49,81%, ami szignifikansan
magasabb, mint a DHAV genotipusok GC-értékei (42.50-43.70) (Tseng és mtsai., 2007). Az
OrV-Al genomja egy 2124 nt (708 aminosav /as/) hosszusagu P1, egy 1596 nt (532 as)
hosszisagu P2 és egy 2205 nt (734 as) hosszusagl P3 f6 genom-régiora oszthatd, amelyek a
legkdzelebbi aminosav  szekvencia rokonsagot a kiilonb6z6 DHAV és  aalivirus
szekvenciakkal mutattak (5. tdblazat).

A jelenleg érvényben 1évé besorolasi szabalyok értelmében az azonos nemzetségbe tartozo
picornavirusok P1, P2 és P3 régidjanak >40%, >40% és >50% aminosav egyezést kell
mutatniuk. Az OrV-Al a legk6zelebbi rokon szekvenciakkal csak 28,71%, 25,46% ¢és 34,41%
as egyezést mutat a P1, P2 és P3 régidban (5. tablazat). Mindezek alapjan valoszinii, hogy az
Orivirus Al egy 1j picornavirus nemzetség (”Orivirus”) tipusfajanak (’Orivirus A”) alapito

tagja, melyet a mintavétel helye alapjan (Oroshédza) neveztiink el.
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. .. GenBank
Nemzetség Referencia tipus neve .. |P1 P2 P3
azonosito

Nem besorolt |hazitylk picornavirus 2 KF979333 27,3 18,4 30,7
Nem besorolt |hazitylk picornavirus 3 KF979334 26,5 21,4 30,4
"Aalivirus" ___ |Aalivirus Al KJO00696
Aphthovirus szdj- és koromfajast okozé virus  |NC_004004 12,2 20,1 18,8
Aquamavirus  [Aquamavirus Al EU142040 22,5 21,7 20,9

kacsa hepatitis A virus 1 NC_008250 26,3 23,5 32,3
Avihepatovirus |kacsa hepatitis A virus 2 EF067923 27,3 25,5 344

kacsa hepatitis A virus 3 DQ812093 28,2 24,0 31,5
Avisivirus Avisivirus Al KC465954 26,6 22,2 29,3
Cardiovirus Encephalomyocarditis virus 1 NC_001479 11,5 16,2 19,6
Cosavirus Cosavirus Al FJ438902 14,0 19,2 20,9
Dicipivirus Cadicivirus Al JN819202 15,7 17,4 18,0
Enterovirus poliovirus 1 NC_002058 13,5 17,2 21,7
Erbovirus Equine rhinitis B virus 1 NC_003983 11,9 16,4 19,5
Gallivirus Gallivirus A1 JQ691613 13,4 14,5 20,1
Hepatovirus hepatitis A virus 1 NC_001489 12,9 14,7 19,3
Hunnivirus Hunnivirus Al JQ941880 13,6 12,5 19,7
Kobuvirus Aichi virus 1 AB010145 13,4 17,8 18,7
Megrivirus Melegrivirus Al HM751199 13,2 15,7 17,2
Mischivirus Mischivirus Al 1Q814851 12,7 18,4 17,5
Mosavirus Mosavirus A1 JF973687 14,6 19,0 19,2
Oscivirus Oscivirus A 1 GU182408 12,4 17,1 19,9
Parechovirus human parechovirus 1 NC_001897 23,8 25,2 26,0
Pasivirus Pasivirus Al JQ316470 18,5 23,5 26,1
Passerivirus Passerivirus Al GU182406 11,3 17,7 18,2
Rosavirus Rosavirus Al JF973686 12,6 14,7 19,8
Salivirus Salivirus Al GQ179640 12,8 17,5 20,3
Sapelovirus sertés sapelovirus 1 NC_003987 13,2 17,4 21,2
Senecavirus Seneca Valley virus 1 NC_ 011349 13,8 19,3 20,4
Teschovirus sertés teschovirus 1 NC_003985 13,8 18,3 21,2
Tremovirus madar encephalomyelitis virus 1 |NC_003990 12,6 18,5 17,4

5. tablazat: Az OrV-Al valamint a picornavirus nemzetségek reprezentativ tagjainak a P1,
P2, P3 6 genom-régiok paronként vizsgalt %-os aminosav egyezési értékei. A legmagasabb
aminosav egyezési értékeket fekete alapon fehér szamok jelolik. Az avihepatovirus klaszter
tagjai vastagon vannak szedve. A hivatalosan elfogadott picornavirus nemzetségek dolt

betiivel van szedve.

A harom f6 genom régié tovabbi funkcionalis egységekre oszthatd, amelyeket jellegzetes
aminosav motivumok, un. proteolitikus hasitasi helyek valasztanak el egymastol. Az OrV-Al

potencialis hasitasi helyeinek meghatarozasahoz a NetPicoRNA program eredményei mellett
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az ismert hasitasi helyekkel rendelkez6 legkdzelebbi rokon DHAV szekvencidkat hasznaltuk

(7. abra)

1. d@bra: Az Orivirus Al virdlis poliproteinjének illesztése a kacsa hepatitis A virusokhoz
(DHAV 1-3). Az dbran csak a potencialis hasitasi helyek koriili régiok lathatoak. A sotét
hatterii betitk >75%-0s aminosav egyezést mutatnak a négy szekvenciara vonatkozoan.
Hasznalt szekvenciak GenBank azonosito szamai a kovetkezok voltak: DHAVI1. DQ249299;
DHAV2: EF067924 és DHAV3: DQ256132, ahol a hasitasi helyeket kék hattér és kék nyilak

jelzik. Az Orivirus Al potencialis hasitdsi helyeit piros hattér, és piros nyilak jelzik.

4.1. Az Orivirus Al Pl régidjanak jellemzése
A hasitasi helyek vizsgélata alapjan az OrV-Al P1 régié6 N-termindlis része nem tartalmaz
“Leader” fehérjét, nem rendelkezik VP4|VP2 hasitasi hellyel, illetve mirisztoilacios hely
(GXXXS/T, ahol X barmilyen aminosav lehet) sem azonosithatdo. Mindezekbdl
feltételezhetjiik, hogy az OrV-Al kapszidja harom fehérje-monomerbdl (VPO, VP3 és VP1)
épiil fel (7., 8. abra). Hasonlo kapszid felépités jellemzi a DHAV-okat és a rokon avisi-, és

aalivirusokat (Tseng és mtsai, 2007; Boros és mtsai., 2014b).
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8. abra: Az Orivirus Al genom térképe a potencialis proteolitikus hasitasi helyekkel, az egyes
réegiok nukleotid (felso szam) és aminosav méreteivel (also szam, zarojelben), elnevezéseivel,
az azonosithato konzervativ enzimatikus motivumokkal, doménekkel. P1 régio: fehér hatteér,
P2 régio: zold hattér, P3 régio: piros hattér. Rhv-szerii domén: Konzervativ domén-keresd

szoftver (CDD) dltal azonositott picornavirus kapszid-domének (Marchler-Bauer és mtsai.,

2011).

4.2. Az Orivirus Al P2 régiojanak jellemzése
A vizsgalt virus P2 régidja csak harom fehérjét (2A-2B-2C) kodol. A 93 as hosszu, jelenleg
ismeretlen funkcidju 2A fehérjében nem volt azonosithatdé sem ’riboszoma-ugrd” motivum
(DXEXNPGP), sem NTP-az funkciora utald rész (GXXGXGKS), sem pedig Hbox/NC tipusu
2A mintdzat. Megjegyzendd, hogy a fent emlitett harom 2A tipus jelenléte az OrV-Al
legkozelebbi rokon virusainak (avihepato-, avisi-, és aalivirusok) karakterisztikus elkiilonitd
bélyege (Boros és mtsai., 2014b). Az OrV-Al 2A genom-régidjanak mérete is joval Kisebb,
mint a rokon virusok azonos régidja (az aalivirusok 2A régidja 725 as hosszlsagu, az
Avisivirus Al-¢ 339 as) (Wang és mtsai., 2014; Boros és mtsai., 2013). Emellett az
enterovirusoknal leirt proteaz-motivum (GXCG) sem azonosithaté az OrV-Al 2A
fehérjéjében (Palmenberg és mtsai., 2010). A 115 aminosav hosszisagua 2B fehérje
masodlagos struktirajanak vizsgalata két transzmembran hélix szerkezet jelenlétét mutatta ki
az N-terminalis részen (9. abra), ami a 2B fehérjének - mas picornaviralis 2B fehérjékhez
hasonléan - membranpérus kialakitdsban betoltott szerepére utal (Palmenberg és mtsai.,
2010). A régio altal kodolt utolsod fehérje (2C), a rokon szekvenciakhoz hasonloan, illetve a
beazonosithatdo konzervativ aminosav-motivumok (8. abra) alapjan valosziniileg I1I-as tipusu

helikaz funkcioval rendelkezik (Hales és mtsai., 2007).
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9. abra: Az Orivirus A1 2B fehérje transzmembran hélixeket tartalmazo N-terminalis részének
modellje. Sarga oszlopok: potencidlis transzmembran régiok. Szamok: aminosav poziciok az

N-terminalis oldalrol szamozva.

4.3. Az Orivirus Al P3 régiojanak jellemzése
A harmadik genom régi6 négy viralis fehérje kodolasaért felelés (3A-3B-3C-3D) koztiik egy
3BY"Y peptidért, amelyben a harmadik pozicidban 16v8 konzervativ tirozin is beazonosithato.
Ezt koveti a 3C fehérje, mely a protedz katalitikus triad aminosav-motivumai (8. abra) alapjan
picornavirusokra jellemz6 proteaz funkcidval rendelkezik. A genom utolso fehérjéje a 3D
peptid, amely az RNS fiigg6 RNS polimeraz enzimekre jellemzé konzervativ aminosav-

motivumok jelenléte alapjan RNS polimeraz funkciot lathat el (Hales és mtsai., 2007).
4.4. Filogenetikai elemzések

Az OrV-Al a vizsgalt harom genom régiobol (P1, 2C és 3D) késziilt filogenetikai fan az
avihepato- (DHAV-0k), avisi- (Avisivirus Al és hazityuk picornavirus 2, 3), és az
aalivirusokkal mutatott legkdzelebbi rokonsagot (10., 11. &bra). A filogenetikai és genom
Osszehasonlitd vizsgalatok eredményeként kijelenthetd, hogy az OrV-Al az avihepatovirus

monofiletikus filogenetikai klaszter 1) tagja.
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10. abra: Az Orivirus Al (piros nyil) és a Picornaviridae csalad reprezentativ tagjainak
filogenetikai helyzete a Pl kapszid fehérjék illesztésébdl késziilt filogenetikai fan. A fa 1000-
szeres ismétlési értékkel (bootstrap) Neighbor-joining modszerrel és Jones-Taylor-Thornton
szubsztitucios modellel késziilt. Az elagazdsi pontokon lévé szamok a bootstrap (BS) értékeket
jelolik. Csak a BS>50 értékek keriiltek feltiintetésre. A kiilonbozo szekvenciak GenBank
azonosito szamai kapcsos zarodjelben taldalhatoak. A Sziirke kiemelés az avihepatovirus
filogenetikai klaszter tagjait jeloli. A délt betiivel szedett nemzetségneveket a tajékozodast
segitendo tiintettiik fel. *: A nemrég azonositott avisivirus-rokon hazityuk picornavirusok (Lau
és mtsai., 2014).

24



(a ) oo kacsa hepatitis A virus 3 [EU747874] } ( ) Avisivirus A1 [KC465954] Dl Avisivirus
1001k kacsa hepatitis A virus 1 [EF067924] | ) Avihepatovirus - hazityak picomavirus 3 [KF979334]
kacsa hepatitis A virus 2 [DQ219396] - Ta-z"y“;ff’fﬁﬂ?fgéé“éz [KF979333]
Aalivirus A1 [KJOO0696 alivirus
Orivirus EM [KM20C1656] > "Orivirus" kacsa hepatitis A virus 2 [DQ219396]
W 3 rivirus 7 kacsa hepatitis A virus 1 [EF067924] Avihepatovirus
hazitylk picornavirus 2 [KF979333] “b atitis Avirus 3 [EU747874]
Avisivirus A1 [KC465954] Avisivirus = o~
hazityuk picornavirus 3 [KF979334] 4 T Orivirus A1[KM203656] = Orivirus

Aquamavirus A1 [EU142040] sAquamavirus
Kunsagivirus A1 [KC935379]

human parechovirus 1 [L02971]
Ljungan virus 1 [AF327920] Parechovirus
Sebokele virus 1 [HF677705]

human parechovirus 1 [L02971]
Ljungan virus 1 [AF327920] Parechovirus
Sebokele virus 1 [HF677705]

angolna picornavirus 1 [KC843627]
Kunsagivirus A1 [KC935379]

naphal picornavirus 1 [JX134222]

Aquamavirus A1 [EU142040] Aquamavirus angolna picornavirus 1 [KC843627]
naphal picornavirus 1 [JX134222] madar encephalomyelitis virus 1 [AJ225173]
L [ madérencephalomyelits virus 1 [AJ225173] ‘° hepatitis A virus [M14707] > Hepatovirus
100! hepatitis A virus [M14707] > Hepatovirus
= 0.2
0.1

11. abra: Az Orivirus Al (aldhuzva és vastagon szedve) és a filogenetikai szempontbol
legkozelebbi rokon picornavirusok filogenetikai helyzete a 2C (a) és 3D (b) feherjék
illesztéseébol késziilt filogenetikai fdakon. Az avihepatovirus filogenetikai klaszter tagjait
szaggatott vonal hatdrolja. Az agrajzok a Pl torzsfaval (10. dbra) megegyezo bedllitasokkal

kesziiltek.

A filogenetikai vizsgalatok segitségével megallapitott legkdzebbi rokon virusok genom régioit
is Osszehasonlitottuk az OrV-Al megfeleld részeivel (6. tablazat). Az egyes genom-szakaszok
az avihepatovirus klaszter kiilonb6z6 tagjaival mutattak kdzelebbi szekvencia rokonsagot. Az

adatok az OrV-A1 és a klaszter tobbi tagjanak viszonylag tavoli rokonsagara utalnak.

GenBank . a
; ; L aminosav egyezés (%)
Virus neve Nemzetség azonosito
VPO (VP3 |[VP1 |[2A 2B 2C 3A 3B 3C 3D

kacsa hepatitis A virus 1 |Avihepatovirus |DQ249299 27,9 19,8 22,7 39,2] 12,6 14,7 31,3| 39,3
kacsa hepatitis A virus 2 |Avihepatovirus |EF067924 29,8/ 30,8 22,8 22,7 39,5 13,8 14,7 EEXWCEE K}
kacsa hepatitis A virus 3 |Avihepatovirus |DQ256132| 31,3| 30,8 24,0 29,7 39,7
Avisivirus A1 Avisivirus KC465954 27,8| 28,2 24,4 27,6 31,3
Aalivirus Al "Aalivirus" KJ000696 31,3 29,1 37,3
hazityuk picornavirus 2 |Nem besorolt |KF979333 30,5 25,5 28,9 24,0 37,0
hazityuk picornavirus 3 |Nem besorolt |KF979334 30,7 27,8] 23,9 23,2 35,6

6. tablazat: A genom régiok aminosav egyezési értékeit a tablazatban szazalékosan tiintettiik
fel. A legmagasabb aminosav egyezési értékeket fekete alapon fehér szamok jelélik. Az OrV-
Al 24 fehérjéje nem vett részt az osszehasonlito vizsgalatokban, mivel az osszehasonlitando

virusok mindegyike tobb, az OrV-Al 24 fehérje funkciojatol eltéro fehérjét kodol.

A szekvencia hasonlosagi és filogenetikai vizsgalatok az OrV-Al és az avihepatovirus
klaszter tagjainak monofiletikus eredetére utal. Azonban az OrV-Al 2A fehérjéjének
méretbeli és funkciobeli eltérése az avihepatovirus klaszter tobbi tagjatol az OrV-Al
evolucids fejlodése soran bekovetkezd, a 2A genom-régidt érintd komplex rekombinacios

eseményre utal. Hipotézislink szerint az avihepatovirus klaszter dseinek evolucids fejlodése
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soran egy 2A genom-régiot érintd “gén” vesztésbol és nyerésbdl allo komplex rekombinacids
folyamat jatszddhatott le, amely soran szétvalhattak a tobb 2A fehérjét kodold multicisztronos
(avisi-, avihepato-, aalivirusok), illetve az egy 2A tartalmd, monocisztronos (orivirus)
leszarmazési vonalak. A 2A régiot érintd rekombinacid a picornavirusok korében nem
egyediilallo, hasonl6 folyamatokra utald jeleket azonositottak a madar megrivirusok, illetve a
human parechovirusok evolicios fejlédése soran is (Johansson és mtsai., 2002; Boros és
mtsai., 2014a; Lau és mtsai., 2014). A tényleges rekombinaciot az sziil6i szekvenciak hianya
miatt a rendelkezésiinkre 4llo kisérletes, illetve szekvencia-elemz6 modszerekkel nem lehet

egyértelmiien bizonyitani.
4.5. Az Orivirus A1 nem kodolo régisoinak elemzése
4.5.1. 5° UTR jellemzése

Az OrV-Al 5’ nem koédold régidgja (UTR) 734 nukleotid hosszasagh és egy Kozak-
kontextusban 1év6 (GXXGCCA73;5sUGG, nagy betiik: konzervativ nukleotidok, start kodon
alahtizva) AUG start kodonnal végzddik. BlastN program segitségével 86%-os egyezést
talaltunk az OrV-Al (377-t6l 434-ig) és a Avisivirus Al [KC614703] (276-tol 333-ig) 5’
UTR régioi kozott. A szekvencia-hasonlosagot mutatd régié az avisivirus II-es IRES
konzervativ doménjének (I-es domén / J domén) felel meg (Boros és mtsai., 2013). Az MFold
program szabadenergia-minimumon alapuld masodlagos RNS struktira szamitasai alapjan
késziilt OrV-Al 5° UTR modellt a 12. abra mutatja be. A modellen beazonosithaté volt az
avisivirus IRES konzervativ I-es doménje (J domén), a Il-es tipusu IRES karakterisztikus
struktirdi (H-L domének), illetve transzkripcios faktor kotdhelyei (Belsham és Jackson,
2000). Mindezekbdl feltételezhetjiik, hogy az OrV-Al az avisivirusokhoz hasonloéan II-es
tipusti IRES-el rendelkezik (12. abra).

4.5.2. 3° UTR jellemzése

Az orivirus 3> UTR 378 nukleotid hosszusagli. A szekvencia vizsgalatok harom, 53-55 nt
hosszlisagl,, egymast kovetd ismétlddé motivum jelenlétét mutattak ki. Az ismétlédo
motivumok nagyfokt hasonlésdgot mutattak a filogenetikailag tadvoli hazityuk és pulyka
2014a) (3., 13., 14. abra). Az A egységek” jelenlétét az avihepatovirus klaszter egyik
tagjaban sem irtak még le eddig. Az OrV-Al A egységei” utan, a megrivirus 3> UTR-hez
hasonldéan egy kozel 100 nt hosszu AUG-gazdag régio kovetkezik (citozin tartalma =7%). Az
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”A egységek” és az AUG- gazdag régido egy komplex masodlagos RNS struktura részei,
amelyben az AUG-gazdag régi6 egy hurkot alkot és amelynek apikalis része alcsomot képez a
harmadik A egységgel” (14. abra). Az igy kialakult komplex struktiranak valdsziniileg
szerkezet stabilizald funkcidja lehet. Az OrV-Al és a megrivirusok 3° UTR régioinak
hasonlésaga, az ”A egységek” jelenléte a filogenetikailag tavoli picornavirusok kozti
szekvencia-kicserélodés, illetve rekombinacid lehet6ségére utal. Tovabba az A
egységeknek” az s2m (stem-loop 2-szerii motivum) szekvenciahoz hasonlé mobilis genetikai

elem funkcidja sem zarhat6 ki (Tengs és mtsai., 2013).
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12. abra: Az Orivirus Al teljes 5’ UTR masodlagos RNS modellje. A modell MFold program
szabadenergia-minimumon alapulo szamitdasai alapjan, VARNA és Corel Draw vizualizacios
programokkal késziilt. Keretes rész: az encephalomyocarditis virus teljes 5° UTR-jének és 1I-
es IRES doménjeinek (H-L) masodlagos RNS struktura-vonalrajza (Stewart és Semler, 1997).
Fekete vonallal hatdrolt szekvencia-motivumok: polipirimidin régio-kéto protein (PTB)
(Belsham és Jackson, 2000). A, F-L: az EMCV 5 UTR azonos modon elnevezett doménjeinek

megfeleltetheto részek.
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13. abra: A megrivirusok és az OrV-Al "A egységek” nukleotid szekvencidinak illesztése. *:
azonos nukleotidok. Sotét hatterii fehér betiik: konzervativ (>87% egyezés) nukleotidok.
Zardjeles szamok: ismétlédések szama. ChMV-1: hazityik megrivirus 1; THV-1: Melegrivirus

Al / pulyka hepatitis virus 1; MeV-1: galamb mesivirus 1.
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14. dbra: Az Orivirus Al 3’UTR madasodlagos RNS strukturdja. A modell MFold program
szabadenergia-minimumon alapulo szamitdsai alapjan, VARNA és Corel Draw vizualizdcios
programokkal késziilt. A harmadik "A egység” (3) és az AUG-gazdag régio kozott alcsomo-

kapcsolat (fekete ivelt vonalak) lehetséges.

4.6. Az Orivirus Al kimutatasa tovabbi hazityiukok klodakamintdibol
Az Orivirus Al legkonzervativabb genom régidjara tervezett 3DR®RP g7iird primerpar €s
standard RT-PCR alkalmazasaval a rendelkezésiinkre allo tovabbi 12 hazitytk minta koziil 6-
bol kimutathatod volt a virus. A virus jelen volt mindharom vizsgalt baromfitenyészetben. A
pozitiv mintak nagy része 24 naposnal fiatalabb szarnyasokbdl szadrmazott, és egyik pozitiv

allat sem mutatott lathato tiineteket a mintavételkor (7. tablazat). Az Orivirus Al jelenléte
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tinetmentes allatokban azonban nem zarja ki a virus korokozo képességét. Tobb olyan
picornavirus Is ismert, példaul a jarvanyos gyermekbénulasért felelés human poliovirus, vagy
a pulykak akut hepatitis szindromajaért felelésnek tartott pulyka hepatitis virus 1, amelyek
képesek nagyszamu tiinetmentes fertdzés mellett sulyos tiineteket okoz6 infekcidkra is
(Melnick, 1996; Honkavuori és mtsai., 2011; Boros és mtsai., 2014b). Az Orivirus Al

korokoz6 szerepét illetden tovabbi, kiterjedtebb vizsgalatokra van sziikség.

Minta jele |Gydijtési hely |Gydjtésiid6|Tiinetek Kor OrV-Al
PC1 Délkelet Mo. |2013 3prilis|tinetmentes |feln6tt  |Neg.
PC2 Délkelet Mo. |2013 aprilis|tinetmentes |[feln6tt  [Neg.
PC3 Délkelet Mo. |2013 aprilis|tinetmentes [feln6tt  [Neg.
PC4 Délkelet Mo. |2013 3prilis|tinetmentes |feln6tt  |Neg.

Délkelet Mo. |2013 aprilis|tinetmentes |feln6tt  |Poz.
Délnyugat Mo. | 2013 aprilis |tinetmentes |24 napos |Poz.
Délnyugat Mo. | 2013 aprilis [tiinetmentes [feln6tt  [Neg.
Délnyugat Mo. | 2013 aprilis [tinetmentes |6 napos |Poz.
Délnyugat Mo. | 2013 aprilis |tinetmentes |8 napos |Poz.
Délnyugat Mo. | 2013 aprilis [tinetmentes |16 napos |Poz.
Délnyugat Mo. | 2013 aprilis |tinetmentes |30 napos |Poz.
Délkelet Mo. |2013 aprilis|"hasmenés" |24 napos |Poz.
Pf-CHK-2 |Délkelet Mo. [2013 aprilis|tiinetmentes |24 napos |Neg.

7. tablazat. Az Orivirus Al RT-PCR sziirésében felhasznalt hazityuk (Gallus gallus
domesticus) kloaka mintdi. A mintak harom kiilonbozo (PC-jelzésii, CHK-jelzésii és Pf-CHK-
jelzésti) baromfitenyészetbol szarmaztak. Az OrV-Al RT-PCR pozitiv mintakat fekete hattér

jelzi.

4.7. Uj orivirus genotipus (OrV-A2) meghatdrozdsa és szekvencia-vizsgdlata
A viralis metagenomikai modszerrel kapott szekvenciak illesztése két olyan kontig (kontig 7
és 9) jelenlétét mutatta ki, amelyek jelentds nukleotid szekvencia eltérést (25% illetve 22%)
mutattak az OrV-Al1-t6l. A kontigokra tervezett primerek, és kiilonb6z6 PCR technikak (3°/5’
RACE, long PCR) alkalmazasaval a Pf~-CHK-1-es mintabol sikeriilt egy tovabbi orivirus

crer
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15. dabra: Az Orivirus Al és A2 genom dsszehasonlito abrdja a potencialis proteolitikus
hasitasi helyekkel és az egyes genom-régiok nukleotid (felso szam) és aminosav (also szam,
zarojelben) %-os hasonlosagi értékei. P1 régio: fehér hattér, P2 régio. zold hattér, P3 régio:
piros hattér. RI1-3: A kontigokra tervezett primerek felhasznalasaval vegzett PCR reakciok.
k1-9: A virdlis metagenomikai modszerrel kapott kontigok elhelyezkedése a genomon. A k7 és

k9 kontig az OrV-A2 genotipushoz tartozik.

A rendelkezésiinkre all6 6533 nukleotidos részleges orivirus szekvencia 73%-os nukleotid és
86%-0s aminosav egyezést mutatott az OrV-Al-hez, ami arra enged kovetkeztetni, hogy a
masodik orivirus szekvencia az “orivirus A” faj 0j genotipusa (OrV-A2). A két szekvencia
kozeli rokonsdga a VP1 immundominéans régié aminosav illesztésébdl késziilt torzsfan is jol

lathat6 (16. abra).
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100 Kacsa hepatitis A virus 1 [EF067924]
. 4{% kacsa hepatitis A virus 2 [DQ219396]
98 kacsa hepatitis A virus 3 [EU747874]
Aalivirus A1 [KJ000696]
hazityuak picornavirus 3 [KF979334]
Avisivirus A1 [KC465954]
hazityuk picornavirus 2 [KF979333]
[~ Orivirus A1 [KM203656]
100l Orivirus A2
human parechovirus 1 [L02971]
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Sebokele virus 1 [HF677705]
_I— Agquamavirus A1 [EU142040]
a9 Kunsagivirus A1 [KC935379]
angolna picornavirus 1 [KC843627]
naphal picornavirus 1 [JX134222]
I madar encephalomyelitis virus 1 [AJ225173]
100 L——o hepatitis A virus [M14707]
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16. dabra: Az orivirus genotipusok (Al és A2, vastagon szedve, aldhuzva) és a kozeli rokon
picornavirus szekvencidk immundominans VPI genom régiojanak aminosav szekvencia
illesztésébdl késziilt torzsfa. A fa 1000-szeres ismétlési értékkel (bootstrap) Neighbor-Joining
modszerrel és Jones-Taylor-Thornton szubsztitiicios modellel késziilt. Az elagazdsi pontokon
lévé szamok a bootstrap (BS) értékeket jelolik. Csak a BS>50 értékek keriiltek feltiintetésre. A

kiilonbozé szekvenciak GenBank azonosito szamai kapcsos zardjelben talalhatoak.

A viralis poliproteinek illesztése az OrV-Al-el azonos genom-felépitést (3-3-4) és azonos
lehetséges hasitasi helyeket mutatott, a 2B|2C hasitasi helyet kivéve, ahol az OrV-A2
esetében QJA helyett Q|G talalhato (15. abra). A két genotipus kodold szekvencia-
szakaszanak 0sszehasonlitdsa azt mutatta, hogy az orivirus genom legvaltozékonyabb régioja
nem az immundominans VP1 (28,2% nt és 13% as kiilonbség) kapszid fehérjerész, hanem a
2A fehérje (40,5% nt és 34,4% as kiilonbség) (15., 17. abra). Mindez a nem-strukturalis
fehérjét kodolo 2A genom régionak a tobbi régidhoz mért gyorsabb evolucios
valtozékonysagara enged kovetkeztetni. A 2A genom-régio genotipusok kozti ilyen mértéki
kiilonbségére ismereteink szerint eddig még nem volt példa. A 2A régio valtozékonysaganak

oka jelenleg még ismeretlen.

31



P1 P2 P3

< > < > < >
VPO VP3 VP1 ‘ 2B 2C 3A-'0| 3C 3D
0%

10%
o))
2
5 20% W OrV-A2
3
b=

30%

40%| \/

1 1481 2962 4444 5925
Nukleotid pozicié az illesztésben

crer

(" Distance-plot”). Az analizis a teljes kodolo régiok nukleotid illesztésébdl késziilt RDP
szoftver 4.16 verziojaval. Ablak méret: 300 nt, lépés méret: 20 nt. A szaggatott vonalak a VP1
és a 2A genom-régiok hatarat jelzik. A két genotipus kozotti legnagyobb szekvencia-kiilonbség

a 24 genom régioban lathato (kék nyil).

Az Orivirus A2 rendelkezésiinkre all6 564 nt hosszusagu 5° UTR szakasza 74,1%-0s nt
egyezést mutatott az OrV-Al azonos genom-szakaszaval (166-734 nt kozotti régioja). Az
OrV-A2 5° UTR régiojanak masodlagos RNS-struktira vizsgalata az OrV-Al ll-es tipusu
IRES-éhez nagyon hasonld struktirat mutatott (12., 18. abra). A két genotipus 5° UTR-jei
kozti kiilonbségek jelentds tobbsége (=97%-a) a masodlagos RNS struktira szempontjabol
Iényegtelen, foleg kovarians nukleotid kiilonbségek voltak (18. abra). Mindez az OrV-Al lI-
es tipusu IRES modelljének helytallosagara utal. Az IRES régidban azonosithatdé nagyszamu
kovarians nukleotid cserék jelenléte ujabb bizonyiték az elsddleges szekvencia felett allo

strukturalis-szintii konzervéciora (Belsham és Jackson, 2000).

Az Orivirus Al kimutatasara hasznalt 3D szlir6 primerpar a szekvencia-vizsgalatok alapjan
nem alkalmas az OrV-A2 kimutatasara, igy az A2 genotipusrol epidemioldgiai adatok

jelenleg még nem allnak rendelkezésiinkre.
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18. dbra: Az Orivirus Al és A2 IRES legkonzervativabb régio (H-L) szekvenciajanak és

mdasodlagos RNS strukturdjanak dsszehasonlitasa. Az dbran a fekete betiik a mindkét

genotipus szekvencidjaban megtaldlhato konzervativ nukleotidokat jelolik. Piros betiik: Az

IRES strukturat fenntarto, foleg kovarians nukleotid valtozasok, zéld betiik: A masodlagos

struktura szempontjabol lényegtelen nukleotidok (“csendes” mutaciok), kék betiik: a

masodlagos strukturat befolyasolo nukleotid valtozdasok. A pontozott keretes strukturdk az

adott szakaszok dsszehasonlitasat segitendd keriiltek kiilon-kiilon dbrdzolasra. A domének

elnevezése (H-L), a fehér, zold, illetve sarga hatterii keretezések megegyeznek az OrV-Al
IRES dabrajaval (12. abra).
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5. Eredményeink osszefoglalasa

Virédlis metagenomikai és RT-PCR modszerek felhasznalasdval egy hasmenéses hazityuk
kloakamintdjabol meghataroztuk egy 0j madar picornavirus teljes genomjat, amelyet a
mintavétel helyérél (Oroshaza) Orivirus Al-nek neveztiink el. A szekvencia-hasonlosagi €s
filogenetikai vizsgalatok alapjan az OrV-Al egy 10j picornavirus nemzetség (’Orivirus”)
alapitd tagja lehet. Az orivirus 5° UTR-je ll-es tipust IRES-t, és a 3’ UTR régidban
tObbszorosen ismétlédé, megrivirus-szerii  szekvencia-motivumokat ("A  egységeket”)
tartalmaz. A viralis poliprotein P1, P2 és P3 régidja 3, 3, és 4 peptidbdl all, azaz csak 3
kapszid fehérjét és egy darab, ismeretlen funkcioji 2A peptidet kodol. Az OrV-Al a
filogenetikai vizsgalatok alapjan az avihepatovirus monofiletikus klaszter tagja, azonban a
Klaszter tobbi tagjatol eltérd 2A és a 3° UTR felépités az orivirus evolucios fejlédése soran
bekovetkezé genom-régi6 cserékre, tobbszoros rekombinacios eseményekre utal, és egyben
ujabb bizonyitékot szolgaltat a picornavirus genom mozaik-szerli felépitésére. Az OrV-Al
kimutathat6 volt tlinetmentes allatok kloakamintaibol is, ezért esetleges patogén szerepe még
tisztazasra var.

Az Orivirus Al-hez nem illeszkedé kontigokra tervezett oligonukleotid primerek és
kiilonb6zé PCR-technikdk alkalmazasaval sikeriilt egy vélhetéen 1j genotipusba tartozéd
orivirus (Orivirus A2) szinte teljes genomjat is meghatdroznunk. Mindkét genotipusnak
azonos tipust IRES-e, és genom felépitése volt. Az egyes genom régiok szekvencia-szintii
Osszehasonlitasa érdekes modon a legkiilonbozobbnek a 2A régiot mutatta. Mindez a nem-
strukturalis fehérjét kodold 2A genom régionak a tobbi régiohoz mért gyorsabb evolucios
valtozékonysagara enged kovetkeztetni, amire eddigi ismereteink szerint hasonld példat még
nem talaltak. A 2A fehérje “hipervariabilitdsa” a 2A genom régid evolucids forrépont
szerepére utal.

Az orivirus genotipusok szekvencia vizsgalatdbol szarmazo eredmények hozzajarulhatnak a
picornavirusokra valdjaban jellemz0 valtozékonysagi potencial (genom régid cserék, mutacios

valtozasokra permissziv genom régiok) feltarasahoz.
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