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Bevezetés és célkitlizések

Altalanosan  elfogadott nézet, hogy a
parvovirusok fehérjéi két f6 nyitott leolvasasi keretrdl
(open reading frame: ORF) forditédnak le, melyek
kézul az 5 végi néhany nem-strukturalis fehérjét
(non-structural protein: NS), mig a 3’ végi két-harom
szerkezeti fehérjét (viral protein: VP) kédol. Az évek
soran azonban a két f6 ORF mellett tobb
parvovirusban fedeztek fel rovid leolvasasi
kereteket, melyek atfedésben vannak az NS és VP
fehérjék ORF-jével. Ezekrél az alternativ leolvasasi
keretekr6l néhany esetben bebizonyosodott, hogy
fehérjéket kédolnak.

Szamitégépes vizsgalatokkal azonositottak
egy, a VP2 fehériét kodoldé génszakasz
aminotermindlis  régiéjaval  atfed6, kisméretd,
alternativ.  ORF-et, amely a Protoparvovirus
nemzetség valamennyi tagjanak genomjaban
megtalalhatd. Errél a nemzetség-specifikus ORF-rél
leforditodik egy rovid alternativ modon transzlalédéd
fehérje (small alternatively translated: SAT), amely a
gazdasejt endoplazmatikus retikulumaban (ER)

halmozodik fel. A sertés parvovirus (porcine
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parvovirus: PPV) attenualt NADL-2 t6rzsében a SAT
telies vagy részleges funkciovesztése ,lassan
terjedé” mutans torzsek létrejottéhez vezetett. A
feltételezések szerint ez a fehérje hianyabdl
kovetkez6 nagymértékli sejtlizis csoOkkenéssel
magyarazhato.

Munkank kezdetekor nem tudtunk semmi
biztosat a SAT milkddésének  molekularis
mechanizmusairél. Mivel a gazdasejt ER-jdban
halmozédik fel, feltételeztlik, hogy szerepet jatszhat
a sejt ER stresszvalaszanak kialakitasaban vagy
modositasaban.

Napjainkban a viziszarnyas-tenyésztés és -
feldolgozas egyre inkabb gépesitett gazdasagokban
torténik. A sulyos anyagi karok megel6zéséhez az
allomanyok folyamatos monitorozasara és az
egeszsegugyi veszélyekre vald gyors reakciora van
szikség, amihez elengedhetetlen a korokozok
egyszerd, olcso és gyors kimutatasa,
meghatarozasa.

A kacsa cirkovirus (duck circovirus: DuCV), a
kacsa hepatitis A virus 1 (duck hepatitis A virus type
1: DHAV-1), a liba vérzéses polyomavirus (goose

haemorrhagic polyomavirus: GHPV) és a liba
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parvovirus (goose parvovirus: GPV) kdzds
jellemzéje, hogy gyengén vagy egyaltalan nem
replikalddnak immortalizalt  sejtvonalakon, igy
vizsgalatukhoz legtdbbszdér primer sejtekre vagy
embrionalt tojasokra van szlikség, amelyek
elallitdsa és hasznalata szamos hatrannyal jar. Az
oltott tojasokkal folytatott kisérletek viszonylag
hosszu id6t vesznek igénybe, a primer sejteknek
korlatozott az osztédasi potencialja, valamint
mindkettd el6allitasahoz meghatarozott kérokozoktol
mentes (specific pathogen free — SPF) allomany
fenntartasara van szlkség, ami jelentsen
megdragitja a vizsgalatokat.

A koézelmultban kifejlesztették a pézsmaréce-
eredetl’ AGE1.CR, AGE1.CRplIX és AGE1.CS
sejtvonalakat, melyeket a human adenovirus 5-bél
szarmaz6 E1A és E1B gének expresszidjaval
immortalizaltak. A CR és CRplX sejtvonal korabban
mar fogékonynak bizonyult maddositott Ankara
vakcinia virus, influenza A virus és baromfipestis
virus fert6zésre. Feltételezésink szerint ezek a
pézsmaréce-eredetl sejtvonalak alkalmasak
lehetnek az emlitett (viziszarnyasokat fert6zd)

virusok kimutatasara, vizsgalatara is.
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Munkank célja a SAT fehérje hatasanak a
vizsgalata volt a PPV Kresse torzs terjedésére, real-
time PCR és immunfluoreszcens (IF) médszerekkel,
annak érdekében, hogy meghatarozzuk, a ,lassu
terjedéses”  fenotipus kialakulasa  altalanos
jelenségnek szamit-e a SAT™ PPV térzsekben.

Az altalunk létrehozott mutans PPV Kresse
torzs felhasznalasaval tanulmanyozni kivantuk, hogy
az alternativ leolvasasi keretrél leforditodo SAT
hogyan befolyasolja a fert6zott sejtekben megjelené
citopatogén hatasokat. Célunk volt, hogy igazoljuk, a
SAT" virus lassabb terjedése egyltt jar a fertézott
sejtek gyengébb lizisével.

Bizonyitani kivantuk, hogy a SAT képes
befolyasolni a fert6zott sejtekben kialakuld ER
stresszvalaszt, tovabba az ER stressz mesterséges,
kémiai anyagokkal valo kivaltasaval alatamasztani,
hogy a stresszhatas megjelenése egyutt jar a virus
gyorsabb terjedésével, igy igazolni az ER
stresszvalasz és a virus terjedése Kkozotti
kapcsolatot.

A SAT gén plazmidba klénozasaval és
fogékony sejtekbe transzfektalasaval kivantuk
megallapitani, hogy a fehérje 6nmagaban,
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fuggetlenll mas virusfehérjéktél, milyen hatast valt ki
a sejtekben.

Célunk volt, hogy immunfluoreszcens festés
és real-time PCR mobdszerek segitségével
vizsgaljuk, hogy a DuCV, a DHAV-1, a GPV és a
GHPV virusok képesek-e replikalodni az AGE1.CR,
AGEL.CRpIX vagy az AGE1.CS sejtvonalakon.

Tesztelni akartuk a SAT vizsgalatakor mar
alkalmazott mddszert, a magas és alacsony
multiplicitasu fertézések kombinalt vizsgalatat a
replikdlodasra  képes  virusok  ciklusidejének
meghatarozasahoz.

Real-time PCR mddszer segitségével kivantuk
felrajzolni a  replikalodasra  képes  virusok
szaporodasi gorbéjét, immunfluoreszcens festés és
real-time PCR mddszer egylttes hasznalataval
pedig megallapitani a virusok fert6z6képességét,
olyan modon, hogy meghatarozzuk, mennyi virus
szukséges egyetlen sejt sikeres fertézéséhez a

kulénbdzb sejtvonalakon.



Anyag és moédszer

A SAT fehérje vizsgalata

A SAT™ mutans virust a pUC19 plazmidba
klbnozott patogén PPV Kresse torzs fert6z6
klonjanbol (pKresse) hoztuk létre. A modositas
soran (T-2842—A és T-2845—C) egy STOP kodont
illesztettiink a leolvasasi keretbe, és megvaltoztattuk
az azt koévetdé metionint kodold ftripletet, amely
iniciaciés kodonként funkcionalhatott volna. A
valtoztatasok a VP fehérjében nem okoztak
aminosav cserét. Az igy atalakitott fert6z6 klont
pPSAT -nak neveztik. A kovetkezd |épésben, a vad
tipusu és a mutans PPV Kresse torzstenyészetek
eléallitasahoz a pKresse és a pSAT™ plazmidokat 75
cm’-es sejttenyészté flaskaban 1évé, 50%-0s
konfluenciju sertés here (PT)  sejtekbe
transzfektaltuk TurboFect Transfection Reagent
hasznalataval.

A torzstenyészetekkel 24-vajatu sejttenyésztd
lemezre lerakott, 50%-0s konfluenciaju PT sejteket
fertéztink alacsony és magas multiplicitadssal (MOI:
0,01 és 3). Két oraval késbébb a tapfolyadékot

lecseréltik, majd a fertézés 12. 6rajatol 2 éranként
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mintat vettink a fellliszokbdl és a sejteket 3%-0s
formaldehiddel fixaltuk. Az elsé fertézott sejtek és a
masodlagos  fert6zésekre utald  fluoreszcens
fokuszok megjelenését IF festéssel, a virusok
replikaciéjat real-time PCR segitségével koévettik
nyomon, amihez a feluluszokbdl tisztitottuk a virus-
nukleinsavat High Pure Viral Nucleic Acid Kit
felhasznalasaval. A sejtlizis mértékét a magas
multiplicitasu fert6zésbél szarmazoé fellluszokban
levé laktat-dehidrogendz (LDH) enzim aktivitasa
alapjan Aallapitottuk meg, Cytotoxicity Detection Kit
segitségével. A halott és apoptotikus sejtek szamat
propidium-jodid (Pl) és Hoechst-festéssel is
meghataroztuk.

Magas multiplicitassal (MOI: 3) fert6zott
sejteket ER-stresszt kivaltd kémiai anyagokkal
(MG132, thapsigargin és dithiothreitol (DTT))
kezeltik és a virusok replikaciojat real-time PCR-rel
kovettik nyomon. A fert6zott sejtekben (MOI: 3) IF
festéssel kovettik az ER-stressz markerek (anti-
Xbp1 és anti-CHOP ellenanyagok) expressziojat,
iletve az ER (anti-kalretikulin)  morfoldgiai
valtozasait. Az eredményeinket dsszevetettik 5, 10

és 20 perces UV-stressz hatasaval.
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A SAT és a sertés CHOP fehérjének a génjeit
DsRed-Monomer-N1  plazmidba klénoztuk és
TurboFect transzfekcios reagens segitségével PT
sejtekbe transzfektaltuk. A transzfekcié utan 16 és
48 O6ra kozott 4 oranként 3%-os formaldehiddel
fixaltuk a sejteket és |IF festés segitségével
vizsgaltuk a CHOP és az Xbp1 fehérjék
aktivalédasat, a CHOP fehérje lokalizacidjat,
valamint az ER-ban bekévetkezd morfolégiai
valtozasokat.

Kotranszfekcios kisérletekben a CHOP-DsRed
plazmidot a pKresse, a pSAT", vagy a SAT-DsRed
plazmiddal kotranszfektaltuk, majd 12, 16, 24, 32,
40, 48 és 96 oraval a transzfekcio utan fixaltuk a
sejteket. A virusok terjedését, a CHOP sejten bellli
lokalizacidjat és az ER stressz markerek aktivaciojat
IF festéssel kovettik nyomon.

Viziszarnyas virusok vizsgalata

A vizsgalt virusokat (DuCV, DHAV-1, GHPV,
GPV) a Nemzeti Elelmiszerlanc Biztonsagi Hivatal
Allatorvosi Diagnosztikai lgazgatésagabdl kapott
szervmintakbdl nyertik, mely soran a szervmintakat
dorzsmozsar segitségével homogenizaltuk, 0,22

Mm-es szlirén atszlrtik, és tapfolyadékkal 3x-o0s,
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10%-es, 30x-0s és 100x-o0s higitasokat készitettiink
bel6lik, hogy a sejtek szamara esetlegesen toxikus
hatasokat kikliszoboljuk.

Az AGE1l.CR, az AGELlCRpIX és az
AGE1.CS sejteket 75 cm’es flaskaban
novesztettik, 11 ml tapfolyadékban (DMEM high
Glucose 4,5 g/l, 10% Fetal Bovine Serum Gold, 5%
penicillin-streptomycin és 5% natrium piruvat oldat),
37 °C-on, 5%-0s CO, szint mellett. A fert6zés 24-
vajatu sejttenyészt6 lemezen, 100 pl virusos
felGluszoval tértént. Harom nappal a fertézés utan a
sejtek felUluszojabdl leszivtunk 100 pl-t és atmértik
frissen lerakott sejtekre. Ezt a lépést Osszesen
tizszer ismételtiik meg, majd High Pure Viral Nucleic
Acid Kit hasznalataval kitisztitottuk a virus
nukleinsavakat a felliliszokbdl és a kopiaszamokat
real-time és reverz transzkripcidos real-time PCR
segitségével meghataroztuk. Pozitiv kontrollként az
eredeti virusmintabaol tisztitott nukleinsavat
hasznaltuk.

Az ismert képiaszamu mintakkal megfertéztik
az AGE1l sejtvonalakat alacsony multiplicitassal
(MOI: 0,1), majd a felliliszékbdl a fert6zés utani 4.,

24., 48. és 72. o6raban mintat vettink és
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meghataroztuk bennuk a virusok kdpiaszamat. Ezek
ismeretében felrajzoltuk a virusok szaporodasi
gorbéjét a kilénbdzbé sejtvonalakon. A virusok
terjedését IF festés segitségével is nyomon
kovettik, virus specifikus savék hasznalataval (a
DuCV esetében nem allt ilyen rendelkezésre).

A virusok ciklusidejének meghatarozasahoz
24-vajatu sejttenyésztd lemezre lerakott, CR, CS és
CRpIX sejteket fertéztink magas és alacsony
multiplicitassal (MOI: 2 és 0,01). Két o6raval a
fert6zés utan a tapfolyadékot lecseréltik, majd 2
oranként 3%-os formaldehiddel fixaltuk a sejteket
egészen a 48. 6raig. A fertézott sejteket IF festés
alkalmazasaval mutattuk ki. A ciklus kezdetének azt
az idbépontot vettik, amikor el6szor detektaltunk
fertdzott sejteket a magas multiplicitassal fert6zott
vajatokban, a végének pedig azt, amikor el6szor
jelentek meg masodlagos fertbzésre utald
fluoreszcens fokuszok az alacsony multiplicitassal
fertézott sejteknél.

A virusok fert6z6képességének, a sejtvonalak
fogékonysaganak, illetve az IF festés kimutatasi
hataranak megallapitasahoz az ismert kopiaszamu

izolatumokbdl tizes léptékii higitasi sort készitettink,
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majd 24-vajatu sejttenyészt§ lemezen novesztett
AGE1.CR, CS és CRplX sejteket fertéztink. A
fertézés wutan 22 oraval a sejteket 3%-0s
formaldehiddel fixaltuk, és IF festéssel
meghataroztuk azt a legnagyobb higitast, ahol még
lathatok voltak fert6zott sejtek. A kopiaszam és a
fert6zott sejtek szamanak ismeretében kiszamoltuk,
mennyi virus volt sziikséges egyetlen fert6zott sejt

detektalasahoz.
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Eredmények

A vad tipusu és SAT mutans PPV Kresse
torzsek terjedése

Az alacsony multiplicitasu fert6zések soran a
fertézés utani 12. 6raban tudtuk kimutatni az elsé
fert6zott sejteket. A vad tipusu virussal fert6zott
sejteknél elbszor a 20. oraban jelentek meg
masodlagos fert6zésre utald fluoreszcens fokuszok,
mig a mutans virussal fert6zott vajatokban a 24.
o6raban. A kulénbség a két fertbzés kozott
fokozatosan nétt. A kapott eredmények ol
egybevagtak virusok a koépaiszamanak és a
titerének valtozasaival. A vad tipusu virusnal meért
értékek a fertézés 48. oraja utan lényegesen mar
nem valtoztak, mig a SAT" virusnal lasabb utemben,
de a 88. 6raig folyamatosan ndvekedtek.

A SAT  virusfertézéskor (MOIL:3) a
képiaszamok ndévekedése csak a 22-24. éra kozott
kezd6dott meg, a vad tipusu virusnal viszont mar a
18-20. o6ra kozott elindult. A  mutans  virus
kopiaszama végig a vad tipusu virusnal mért értékek
alatt maradt és a kilénbség nem emelkedett egy

nagysagrend folé (a fertézés utani 22. 6raban és 46-
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48 ora kozott volt a legmagasabb). Az eltérés még
alacsonyabb volt, ha a DNaz kezelés utan
megmaradt (tehat csak a kapszidba csomagolt
nukleinsav) kopiaszamot néztik. A leghagyobb
kilénbség a 48. 6raban volt lathatdé, mely utana
fokozatosan eltint, és a 84. ¢érara gyakorlatilag
egyenlé értékeket kaptunk (2,10x10"/ml a vad

tipusy és 1,99x10*°/ml a mutans virusnal).

A vad tipusu és SAT  mutans PPV Kresse
torzsek citopatogén hatasai

A vad tipusu virussal fert6zott sejtek
feliluszéjdban mért LDH aktivitds gyorsan
ndvekedett a fertézés 24. és 64. éraja kozott, majd a
vizsgalt id6szak végéig (88 déra) csak enyhe tovabbi
emelkedést tapasztaltunk. A mutans virussal
fert6zott sejteknél mért enzimaktivitas a fertézés 64.
orajaig csak enyhe novekedést mutatott, igy a 64.
oraban csak fele akkora érték(i volt, mint a vad
tipusu virussal fert6zott sejteknél. A 64. és a 88. 6ra
kozott viszont gyors emelkedés kovetkezett,
amelynek kovetkeztében a fert6zés 88. odrajaban
mar kdzel azonos értékeket mértink a kulénbdzé

virussal fert6zott sejtek fellluszojaban.
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Mig a vad tipusu virussal tortént fertézéskor a
48. 6rara gyakorlatilag az 6sszes sejt elpusztult vagy
mar nem rogzilt a vajat aljahoz (csak a sejtek 6%
maradt meg a konfluens sejtszamhoz képest), addig
a SAT virussal fert6zott sejtek szama 48-72 o6ra
kozott kezdett el meredeken csdkkenni. Ez ahhoz
vezetett, hogy a 88. éraban mar kdzel megegyezett
a kulénbdzé virusfertézéseknél latott sejtszam (4%
és 10%).

A sejteken végzett Pl festés megmutatta, hogy
a SAT virussal fert6zott sejtek tovabb megérzik
sejtmembranjuk integritasat, mint azok, amelyek a
vad tipusu virussal voltak fertézve. Az apoptotikus
sejtmagok aranya végig a Pl pozitiv sejtek aranya
alatt maradt, és csak enyhe emelkedést mutatott a
fertbzés soran. A fert6zést koveté 48 oraig a vad
tipusu virussal fert6zott sejteknél minden vizsgalt
idépontban magasabb  értékeket kaptunk. A
kilonbségek a 28-48. 6raig szignifikdnsak voltak
(p<0,046).

Az ER morfolégiai valtozasa és az ER

stresszvalasz aktivalasa PPV fert6zéskor
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A magas multiplicitassal (MOI: 3) fertézott
sejteken végzett IF festés alapjan a PPV fert6zés az
ER membranjanak kondenzacidjat okozta a
sejtekben, amely csomodk, rogok, hoélyagok
kialakulasahoz vezetett, f6leg a sejtplazma
magkoruli  részein. Az ER  morfolégiajanak
megvaltozasaban nem tapasztaltunk karakteres
kilébnbséget a vad tipusu és a SAT virussal
fert6zott sejtek kozott.

Az Xbpl fehérjét mind a két virustorzzsel
tortént fertézés 14. orgjatol ki tudtuk mutatni,
leginkabb a sejtek magjaban, id6nként a
citoplazmaban is. A 16-18. 6ra kdzott meredeken
nétt azoknak a fert6zott sejteknek a szama,
melyekben aktivalodott. Ez az érték a fertézés 18.
orajaban, nagyjabdl 95%-on  tet6z6tt, majd
meredeken csokkeni kezdett, és a 20. éraban mar
csak a fert6zott sejtek kozel 5%-aban volt
kimutathato.

A CHOP a vad tipusu virussal fert6zott
sejtekben a 22. o6raban volt el6szor kimutathato,
nagyjabol a fert6zott sejtek  20%-anak a
sejtmagjaban jelent meg. Ez az érték a 24. 6raban,

75%-on tet6zott és nem valtozott lényegesen a
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fertézés 36. orajaig. A SAT™ virussal fertdézott
sejtekben a fehérje szintén a 22. o6ratél volt
kimutathatod (itt is a fert6zott sejtek 20%-aban) és
aranya a 24. oraban tet6zétt, de alacsonyabb
szinten (41%), és végig a sejtek magja korul
lokalizalodott. Ez az érték a fertbzést kovetd 36.
oraig nem valtozott, majd fokozatosan csokkeni
kezdett, és 48 o6ra utan a fehérje mar nem volt

kimutathato.

ER stressz kivaltasa kémiai anyagokkal és
hatasuk a PPV fert6zésre

A 10 mM DTT, 20 yM MG132 vagy a 10 yM
thapsigargin  kezelés hatasara az alacsony
multiplicitassal (MOI: 0,01) fertézott sejteknél a
fertézés 20. érajaban mar nem csak a vad tipusu,
hanem a SAT  virusfertézéskor is lehetett
masodlagos  fert6zésekre utalé fluoreszcens
fokuszokat detektalni. A legerdsebb pozitiv hatast a
fertbzés utani 3-8. 6ras MG132 kezeléssel tudtuk
elérni.

Mindegyik kémiai anyaggal tortént kezelés
novelte (MOI:3) a virusok feliluszéban mért

képiaszamat és kis mértékben a titerét. A fert6zés 7.

18



orajaban indult DTT kezelésnek volt a legerésebb
pozitiv hatasa a vad tipusu virus kopiaszamara
(4,41%-es novekedés), mig a fertbzés 3-8. 6raja
kozotti MG132 kezelés hatasara kaptuk a
legmagasabb képiaszamot (71,67x magasabb, mint
a kezeletlen sejteknél) és titert a SAT™ virussal
tortént fert6zésekor. A vegyszerekkel kivaltott ER
stressz hatasara a mutans virus képiaszama
majdnem minden esetben magasabb lett, mint a vad
tipusu virusnal mért értékek. Az UV-C sugarzas nem
vezetett sem az Xbpl, sem a CHOP
aktivalédasahoz, hatasa a vad tipusu és a mutans
virus koépiaszamara enyhén, a virusok titerére

erdsen negativ volt.

A SAT és CHOP transzfekcidja fert6zott
sejtekben

A CHOP-DsRed plazmidrél termel6dd fuzios
fehérje a ftranszfektalt PT sejtek magjaban
lokalizalédott. Ez nem valtozott akkor sem, amikor a
plazmidot a pKresse vagy a pSAT fert6z6 klonokkal
egyltt transzfektaltuk a sejtekbe. Megjelenése a
magban mar viszonylag koran (a transzfekcio 18.

orajatél) apoptozisra jellemzd, fragmentalodott
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sejtmagok kialakulasahoz vezetett egyes sejtekben,
€és a 48. o6rara gyakorlatlag az dsszes
transzfektaldédott sejt elpusztult. Amikor a CHOP-
DsRed plazmidot a pSAT™ fert6zd klonnal kézbésen
transzfektaltuk nem tapasztaltuk, hogy gyorsitotta

volna a virus terjedését.

Viziszarnyas virusok koépiaszama pézsmaréce-
eredetii sejtvonalakon

A DuCV esetében nem tapasztaltunk
citopatogén hatast a fertézott sejteknél, a végsé
képiaszama pedig, két kiugré értéket leszamitva
(10° és 10”/ml) viszonylag alacsony volt (10°/ml), és
nem érte el a kiindulasi szervhomogenizatumban
mért értéket. Az atoltdsok soran veégig citopatogén
hatas volt megfigyelhet6 a DHAV-1-gyel fert6zott
véjatokban, az utolsd feliiliszokban pedig 10’-
10%/ml-es kdpiaszamokat detektaltunk, mely kozel
két nagysagrenddel magasabb érték, mint amit a
kiindulasi ~ virusmintaban mértink. A GHPV
fertbzéskor nem minden esetben észleltink
citopatogén hatast, az utolsé feluluszoékban mért
kopiaszamok értéke pedig viszonylag nagy

intervallumban, 10%*/ml és 10"/ml koézott szérodott. A
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GPV fert6zéskor erbés citopatogén hatas volt
megfigyelheté mind a harom sejtvonalon. A virus
képiaszama az atoltasi sorozat végén nagyjabol
megegyezett azzal, mint amit a
szervhomogenizatumban  mértink  (10°-107/ml),
kiveve a CS sejtvonalon, ahol Iényegesen

magasabb értékeket kaptunk.

A DuCV, DHAV-1, GHPV és GPV szaporodasi
gorbéje

A DuCV szaporodasi goérbéje nagyjabdl
megegyezett mind a harom vizsgalt sejtvonalon. A
képiaszam ndvekedés a 24. 6ra utan kezd6dott és a
48-72 ora kozott mar nem valtozott [ényegesen. A
DHAV-1 kdpiaszam valtozasa is nagyon hasonlé volt
a harom sejtvonalon. A névekedés itt mar a fert6zést
kovet6 4. 6ra utan elkezd6dott, kulondsen gyors volt
24-48 ora kozott, majd a 48. ora utan lelassult. A
GHPV szaporodasi gorbéje, a fert6zott sejtvonaltol
fuggben eltérd lefutasu volt. A kopiaszam ndvekedés
mindharom esetben a fertézés 4. o6rgja utan
kezd6do6tt, de a CR és a CS sejtvonalon a 48. 6raig
visszafogottabb volt, ezért ekkor a CRplIX sejtek

felUluszéjaban mar kozel egy nagysagrenddel tébb
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virust tudtunk kimutatni. A CR sejtek fertézésekor a
képiaszam 48-72 6ra kozott lényegesen mar nem
valtozott, a CRplX sejteknél a ndvekedés lassabban
ugyan, de folytatédott, mig a CS sejteknél a
képiaszam hasonlé mértékben névekedett, mint 24-
48 ora kozott. A CR és CS sejtvonalaknak GPV-vel
torténé fert6zésekor (MOI: 0,01), lényegesen
kevesebb volt a képz&doétt virusok szama (nagyjabdl
2,5x10%ml), mint az atoltasi sorozat végén (10'-
10°/ml). Az alacsonyabb kopiaszam értékeket a
CRpIX sejtek fert6zésekor is tapasztaltuk, annak
ellenére, hogy itt volt a viruskopiaszam ndvekedés a
leggyorsabb.

A virusok ciklusidejének és a sejtvonalak
fogékonysaganak meghatarozasa

A DHAV-1 esetében a sejtmagok arnyékat
kirajzolod, fest6d6 citoplazma és a sejtmag egyik
oldalan csoportosuld, fényes, perinuklearis foltok jol
megkulonboztethetbve tették a fert6zott sejteket. A
magas multiplicitdsu fertézéskor (MOI: 2) az elsd
pozitiv sejteket a fertézés 12. orajaban tudtuk

detektalni (2 oraval korabban, mint alacsony
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multiplicitasnal), mig a masodlagos fert6zéseket
jelz6, fluoreszcens  fokuszok az  alacsony
multiplicitasu fert6zés (MOI: 0,01) 24. drajatol voltak
megfigyelhetéek. Ezek alapjan a DHAV-1 ciklusideje
10-14 6ra kozeé tehetb. A GHPV és GPV fert6zéskor
er6sen fest6dd sejtmagokat Ilattunk, a virusok
replikaciéjanak bizonyitékaként. Az els¢ fert6zott
sejtek a GHPV esetében a fertézés (MOI: 2) 16.
orajaban, mig a GPV esetében a 14. 6raban voltak
észlelhetéek (2 oraval korabban, mint alacsony
multiplicitasnal). A polyomavirussal Ujrafert6z6dott
sejtek a 30. oratél, mig a parvovirussal
masodlagosan fert6zott sejtek a 28. oratdl jelentek
meg. igy mind a GHPV, mind a GPV ciklusideje 12-
16 6ra kozé tehetd.

A virusok fert6z6képességére és a sejtvonalak
fogékonysagara az egy darab, IF festéssel
detektalhato, fert6zott sejt  megjelenéséhez
sziukséges viruskopiaszamok alapjan
kovetkeztettiink. A kapott képiaszamok 55 és 1705
kozott valtoztak. Mindharom sejtvonal a DHAV-1
fertézésre bizonyult a legfogékonyabbnak, a kapott
értékek pedig nagyon hasonléak voltak. A GHPV-bdl

egy nagysagrenddel magasabb képiaszamra volt
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szilkség a CS sejtek sikeres fert6zéséhez, mint a
CR és CRplX sejteknél. A GPV fertézésre a CRplX
sejtek voltak a legfogékonyabbak, kozel egy
nagysagrenddel kevesebb virus elég volt az IF
festéssel detektalhato fertézéshez. Altalanossagban
is a CRplX vonal bizonyult a legérzékenyebbnek,
bar (a GPV fert6zés Kkivételével) kozel azonos

értékeket kaptunk a CR sejteknél is.
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Megbeszélés

A SAT fehérje hatasa a PPV Kresse virus
terjedésére és a fert6zott sejtek lizisére

A SAT a hianyaban bekovetkez6 ,lassu
terjedéses”  fenotipus kialakulasa  altalanos
jelenségnek tekinthetd a PPV tdrzseknél. A vad
tipusu és a SAT™ Kresse torzzsel végzett in vitro
fertézési kisérletek azt mutattak, hogy az elsé
fertézott sejtek, a fert6zés utani 12. oratdl
mutathatoak ki a kapszid-specifikus
ellenanyagokkal. Ez arra utal, hogy a virusok
bejutasa a sejtekbe, a dekapszidacié, a nukleinsav
replikacidja, a virus fehérjék szintézise és a kapszid
Osszeépulése azonos  sebességgel  torténik,
fuggetlenll a SAT fehérje jelenlététél.

Alacsony multiplicitasu fertézéskor jelentds
kilénbség mérhet6 a vad tipusu és a mutans
virusok kdpiaszama és titere kozott a fertézés 40-64.
orajaban. Ez a kulénbség j6l magyarazhaté a SAT
virus felszabadulds kezdetének a 3-4 ¢draval
késbbbre tolédasaval, amely az Ujrafertézések
soran, a virus tovabbi replikacids ciklusaban, tovabb

halmozadik, valamint a parvovirusok
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szaporodasahoz nélkll6zhetetlen osztodd sejtek
szamanak csOkkenésével. A magas multiplicitasu
fertézéskor  lényegesen  kisebb  kilénbséget
tapasztaltunk a kopiaszamok kozott. Vizsgalataink
azt mutattak, hogy a vad tipusu és a SAT" virus
végsé koépiaszama kozel azonos, viszont a
felGluszékban mért LDH aktivitdsok kozott jelentds
eltérést tapasztaltunk a vad tipusu virus javara, amit
feltételezhetbéen az okoz, hogy magasabb a lizalo
sejtek szama, igy tobb virus szabadul ki a sejtekbél.
Ha a DNaz kezelés utan maradt kopiaszamokat
nézzuk, akkor a legnagyobb kllénbséget a fertézés
48. 6rajaban lathatjuk (6,5x). Ekkor a vad tipusu
virussal fert6zott sejteknek mar a 95%-a levalt a
sejttenyésztd lemezrdl, mig a SAT™ virussal fert6zott
sejteknek csak a 15%-a. A kett6 aranya 6,33, mely
kdzel azonos a képiaszamok kozott meért 6,5%-0s
kulonbséggel. Ez szintén azt tamasztja ala, hogy a
SAT fehérje nem befolyasolja a keletkezett virusok
mennyiségét, hanem felgyorsitia a virusok
kiszabadulasat a fert6zott sejtekbdl.

Az altalunk végzett vizsgalatok alapjan, a PT
sejtek Kresse tOrzzsel torténd fertézéskor az

apoptotikus magok szama alacsonyan maradt (8-
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15% korul), fuggetlentl a SAT fehérje jelenlététél. Az
apoptotikus magok mellett nem tapasztaltuk olyan
fragmentalddott sejtmagok megjelenését, mint
amilyeneket a CHOP fehérje transzfekcidjakor
figyeltink meg. A propidium-jodid festés és a gyors
LDH felszabadulds A&ltal jelzett sejtmembran
karosodasok arra utalnak, hogy a PPV-vel fert6zott
PT sejtekben a sejthalal f6 formaja a nekrdzis. Az is
megallapithatd, hogy a SAT fehérje hianyaban a
fert6zott  sejtek  hosszabb  ideig  megdrzik
integritdsukat, csdkken mind a lizal6, mind az
apoptotikus, mind a nekrotikus sejtek szama, ami
ahhoz vezet, hogy az érett virionok csak késdbb

szabadulnak ki a fert6zott sejtekbdl.

Az ER stresszvalasz aktivalédasa és hatasa a
PPV terjedésére

A fert6zott sejtek nagyjabdl  95%-aban
expresszalédott Xbp1 és legaldbb 41%-aban
aktivalodott CHOP azt igazolja, hogy a PPV fert6zés
a SAT fehérje hianyaban is képes kivaltani az ER
stresszt. Viszont a vad tipusu virus altal expresszalt
SAT fehérje szignifikdnsan tdbb sejtben képes

aktivalni a CHOP fehérje kifejez6dését, mint
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amennyiben a SAT" virusfert6zés képes (76%
szemben a 41%-kal), valamint a SAT fehérje
jelenléte képes befolyasolni a CHOP sejten bellili
lokalizacigjat. Szakirodalmi adatok alapjan
feltételezhetd, hogy a fehérje sejtmagi megjelenése
az erésebb ER stressz jele, igy lehetséges, hogy a
SAT fehérje hianyaban a virus gyengébb ER stressz
kivaltasara képes. A CHOP raadasul az ER stressz
altal okozott sejthalal egyik legfontosabb szabalyozé
fehérjéje, ami arra utal, hogy kapcsolat van a vad
tipusu virusfert6zésnél megdfigyelt er6sebb ER
stressz és erésebb citopatogén hatasok kdzott.

Az ER stressz és a virusterjedés
Osszefliggésének  vizsgdlata soran  hasznalt
vegyszerek (DTT, MG132, thapsigargin) az
alkalmazott koncentraciékban mind képesek voltak
elinditani az Xbp1 és a CHOP expresszidjat, és 48
oran belll a kezelt sejtek pusztulasahoz vezettek. Az
alacsony multiplicitassal fert6zott sejtek rovid
idétartamu  (6t, illetve két oOras) kezelése pozitiv
hatassal volt mind a vad tipusu, mind a SAT™ virusok
terjedésére. Tovabba, a DTT és az MG132 kezelés
ndvelte a magas multiplicitassal fert6zott sejtekbdl

kiszabaduld virusok kopiaszamat és titerét is. Ez
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arra utal, hogy a vegyszerek fertézés gatld hatasait
az UPR aktivalodasabdl fakadd pozitiv hatasok
teljes mértékben képesek ellensulyozni.
Eredményeink alapjan az ER stressz, vagy a sejt
altal ra adott valasz, megkdnnyiti az érett virionok
kiszabadulasat a  sejtekbél. Az, hogy a
mesterségesen, kulénbdzé utakon kivaltott ER
stressz képes volt a SAT fehérje hianyat
ellensulyozni, megerésiti, hogy kapcsolat all fenn az
ER stressz kialakulasa és a virus gyorsabb
terjedése kozott, és arra enged kdvetkeztetni, hogy
a SAT fehérje funkcidja nem korlatozodik a CHOP
hatasanak befolyasolasara, hanem altalanosabban

kotddik az ER stresszvalaszhoz.

A SAT-DsRed és CHOP-DsRed fuziés fehérjék
hatasa

A SAT expresszidja a virusfert6zéshez
hasonl6 morfolégiai  valtozasokat okozott a
transzfektalt sejtek ER-jaban, valamint indukalta az
apoptozist, viszont 6nmagaban nem tudta sem
kozvetlentl aktivalni az Xbp1 és a CHOP
expresszidjat, sem befolyasolni a CHOP sejten beluli

lokalizacidjat.
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A CHOP  expresszidja és  sejtmagi
megjelenése nem tudta semlegesiteni a pSAT"
fertéz6 klonnal kialakulé ,lassu terjedéses”
fenotipust, ami arra utal, hogy a fehérje 6nmagaban
nem képes kivaltani azokat a transzkripcios
valtozasokat, melyek az erbsebb lizishez és a
virusok gyorsabb terjedéséhez vezetnek. Ez a
megfigyelés megerésiti, hogy a SAT fehérjének nem
kizarolagos funkcidja a CHOP expressziojanak
stimulalasa.

Mivel az er6s ER stresszhatas képes
helyettesiteni a SAT fehérjét, valészini, hogy a SAT
ugy képes az ER-ban befolyasolni a fehérje-fehérje
interakciokat, hogy az erés ingere az UPR-nek. Ez a
folyamat a PERK-elF2a0-ATF4-CHOP  utvonal
aktivalashoz vezet, amely utana tovabbi alternativ
utvonalakat is bekapcsol. A CHOP hatasa ezeknek a
tovabbi utvonalaknak a hatasaval kiegészilve vezet
a korabbi sejthalalhoz. A masik lehet6ség, hogy a
SAT az UPR mellett mas ER stresszvalasz
utvonalakat is aktival és ezek hatasai Gnmagukban,
vagy egymassal kiegészulve korabbi sejthalalhoz,

gyorsabb lizishez vezetnek.
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A pézsmaréce-eredetii sejtvonalak
permisszivitasanak vizsgalata

A DHAV-1 fert6zéskor erds citopatogén hatast
tapasztaltunk a sejteken, és itt mértik a
legmagasabb  koépiaszamokat is  (10%ml). Az
alacsony multiplicitasu fert6zés soran a DHAV-1
kopiaszama nagyon hasonléan valtozott a sejtek
feliluszéjaban, a fert6z6tt sejtvonal tipusatol
fuggetlenll. Tovabba, a fertézés 72. érajanal kapott
eredmények szinte megegyeztek az atoltasi sorozat
végén kapott képiaszamokkal, pedig a kiindulasi
szervhomogenizatumok kopiaszamai alapjan, a
fertézéseknek ott magas multiplicitasa volt. Mindez
magyarazhaté azzal, hogy a DHAV-1 fert6zés
esetében, a termel6dott virusok mennyisége
viszonylag fuggetlen a fertézés multiplicitasatol és
az AGE1 sejtek tipusatol.

A DuCV fert6zéskor nem tapasztaltunk
citopatogén hatast, és a mért kopiaszamok is
alacsonyak maradtak (nagyjabol 10°/ml), ezért ugy
véljik, hogy az AGE1 sejtvonalak a DuCV fert6zés
szempontjabodl szemi-permisszivek.

A GHPV kopiaszamai viszonylag nagy szorast

mutattak (10%-10"/ml), ami &sszevetve azzal, hogy
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ennél a virusnal tapasztaltuk a legnagyobb eltérést a
szaporodasi gorbékben a sejtvonalak kozoétt arra
utal, hogy a GHPV érzékenyebb a gazdasejtek
kozotti aprd, bioldgiai kildnbségekre, mint a tobbi
vizsgalt virus. Ugyanakkor a fert6zéskor megjelend
citopatogén hatasok jelenléte, vagy hianya nem volt
egyértelmien koéthetd egyik sejtvonalhoz sem, ez
pedig a fertbzés egyéb  kdérilményeinek
(multiplicitas, sejtek allapota) fontossagara utal.

A GPV fertbzés az 0&sszes sejtvonalon
citopatogén hatasok megjelenéséhez vezetett. Mig a
legmagasabb képiaszamokat a CS sejtvonalnal
kaptuk, addig a szaporodasi gorbék vizsgalata azt
mutatta, hogy a CRplX sejtek feluluszéjaban
novekszik leggyorsabban a virdlis nukleinsav
mennyisége. Ugyanakkor a szaporodasi gorbéket
egy alacsony multiplicitasu fert6ézésnél hataroztuk
meg, mig az atoltasok soran inkabb magas

multiplicitast alkalmaztunk.

Az AGE1 sejtvonalak fogékonysaga a fert6zésre
és a virusok ciklusideje a CRpIX sejtvonalon
Altalanosan medgfigyelhetd volt, hogy az

alacsony multiplicitasu fertézéskor az els6 fert6zott
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sejteket két oraval késébbi idépontban tudtuk csak
detektalni, mint a magas multiplicitaskor, ami
ismételt igazolasa annak, hogy a virusok
mennyiségétél fluggben eltéré lehet a fertdézés
lefolyasa. Felvetdédik tovabba az a lehetbség is
(ktlonoésen az o6nallé replikaciora nem képes DNS
virusoknal), hogy a sejtciklus megfelel6 fazisaban
levé sejtek alacsonyabb aranya a virusok
mennyiségéhez képest is felelds lehetett a fert6zott
sejtek késdbbi megjelenéséért. Ezt megerésiti az is,
hogy a genomjat a sejt replikaciés mechanizmusaitol
fuggetlenldl lemasolni képes DHAV-1-nek volt a
legrovidebb ciklusideje (10-14 o6ra), illetve a
legmagasabb fert6z6képessége. A CRplX
sejtvonalon 55 virus elégséges volt egy fert6zott sejt
megjelenéséhez, bar nagy eltéréseket nem
észleltink a kilénb6z6 sejtvonalak kozott. A DHAV-
1 sejtciklustdl flggetlen replikacidja, gyorsabb
ciklusideje és magas fert6zOképessége, a
szaporodasi goOrbéjének a meredekséget és a
felliluszéban mért magasabb kopiaszamat s
magyarazhatja.

A sajat polimeraz enzimmel nem rendelkez6

GHPV és GPV ciklusideje nagyon hasonlé volt (12-
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16 ora), viszont a GHPV esetében két o6raval
késbbbre tolédott mind az elsé fertézott sejtek, mind
a masodlagosan fert6zott sejtek megjelenése (16.
illetve 30. 6ra). A két virus fert6zéképessége a CS
és a CRplX sejtvonalon kdzel azonos volt, viszont a
GHPV fert6zésre a CR sejtvonal bizonyult a
legfogékonyabbnak. Ugyanakkor éppen a CR
sejtvonalon volt a legalacsonyabb a termel&dott
virusok mennyisége, ezért mi a vizsgalt sejtvonalak
koézul a GHPV szaporitasara is a CRplX-et tartjuk a
legalkalmasabbnak.

A fertb6z6képességi vizsgalatoknal kapott
eredményeket ugy is értelmezhetjik, mint annak a
meghatarozasat, hogy az egyes sejtvonalak
fertézésekor mennyi virus az IF festés kimutatasi
hatara. Az altalunk alkalmazott SYBR Green alapu
real-time PCR mo&dszer érzékenysége (a kimutatasi
hatar 24-154  képia  kozott  volt)  fél-egy
nagysagrenddel magasabb volt, mint az, amelyet az
IF festéssel el tudtunk érni.

Mindharom sejtvonal stabilan expresszalja a
human adenovirus 5-b6l szarmazé E1A és E1B
géneket, amelyekr6l mar ismert, hogy képesek
befolyasolni a gazdasejt génjeinek expresszios
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mintazatat és eléidézik a sejtciklus elérehaladasat. A
DuCV, GHPV és GPV kisméretii DNS virusok,
melyek sajat DNS polimeraz hianyaban erésen
figgenek az  osztodo sejtek replikaciés
mechanizmusaitdl. Viszont énmagaban az aktiv
cellularis replikacios gépezet jelenléte nem képes
megmagyarazni az AGE1 sejtvonalak
permisszivitasat, hiszen tobb esetben primer sejtek
vagy immortalizalt sejtvonalak (hiaba voltak osztodo
képesek) sem tamogattdk az emlitett virusok
szaporodasat. A CR, CRpIX és CS sejtvonalak
stabilan expresszaljak az E1A szabalyozé fehérjét,
amelyrél korabbi vizsgalatok mar kimutattak, hogy
modositja a fertézott sejtben kialakuld antiviralis
valaszt. A CRplX sejtvonal, amely eredményeink
alapjan a legalkalmasabb volt a vizsgalt virusok
szaporitasara, a IX jeli fehérjét is kifejezi. Ismert,
hogy a IX-es adenovirus fehérje egy tobbfunkcios
protein, mely egyedil vagy az E1A fehérjével
k6z6sen befolyasolja egyes gének transzkripcidjat,
szabalyozza az apoptézist, mddositja az antiviralis
folyamatokat és indukalja a h&sokk chaperone-ok
mikodését.  Feltételezhet6 tehat, hogy az

adenovirus fehériék befolyasa a velesziletett
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immunrendszer és az antiviralis gének jelatviteli
utvonalaira is hozzajarul a sejteknél megfigyelt

permisszivitashoz.
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Uj tudomanyos eredmények

1. Bizonyitottuk, hogy SAT hianyaban a PPV
Kresse torzsben is kialakul a ,lassu terjedéses”
fenotipus, amely a SAT™ PPV tdrzsek altalanos
tulajdonsaganak tinik, és oka, hogy a SAT fehérje
hianyaban a sejtek hosszabb ideig meg6rzik
integritasukat, a fert6zés korai szakaszaban csokken
a sejtlizis mértéke.

2. Kimutattuk, hogy a PPV Kresse virussal
fert6zott PT sejtekben, a SAT jelenlététél fliggetlentl
aktivalodik az ER stresszvalaszban szerepet jatszo
Xbp1, illetve a SAT hianyaban szignifikdnsan
kevesebb fert6zott sejtben aktivaldédik a sejthalal
kivaltasaban szerepet jatsz6 CHOP, és megvaltozik
a sejten bellli lokalizacidja.

3. Az ER stresszvalasz kémiai anyagokkal (DDT,
MG132, thapsigargin) val6o kivaltdsaval igazoltuk,
hogy az ER stressz kialakulasa a fert6zott sejtekben
egyutt jar a PPV Kresse virus gyorsabb terjedésével.
4. PT sejtekben expresszalt SAT vizsgalatakor
arra a kovetkeztetésre jutottunk, hogy a fehérje
Onmagaban nem képes sem az Xbp1, sem a CHOP

fehérje transzkripciojanak aktivalasara, illetve a
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CHOP expresszidja és sejtmagi lokalizacioja
onmagaban nem magyarazza a vad tipusu virus
gyorsabb terjedését.

5. Vizsgalataink soran bizonyitottuk, hogy az
AGE1.CR, AGE1.CRpIX és AGE1.CS sejtvonalak
permisszivek a DHAV-1, a GHPV és a GPV
fertézésre és szemi-permisszivek a DUCV szamara.
6. Mindharom sejtvonalon meghataroztuk a
DuCvV, DHAV-1, GHPV és GPV szaporodasi
gorbéjet, és kimutattuk, hogy a DHAV-1 és GPV
fertézésre a CRplX, mig a GHPV fertézésre a CR

sejtvonal a legfogékonyabb.
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