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2. Osszefoglalas

A sertés parvovirus (porcine parvovirus: PPV) genomjaban talalhaté egy rovid,
alternativ leolvasasi keret (open reading frame: ORF), mely atfedésben van a 2-es
(small alternatively translated protein) nevi fehérjét kodolja. Az attenualt NADL-2
torzsben a SAT a sejtek endoplazmatikus retikulumaban (ER) halmozadik fel, és hianya
Jlassu terjedéses” fenotipus kialakuldsahoz vezet. Valdés ideji (real-time) PCR és
immunfluoreszcens (IF) médszerekkel szerettilk volna meghatarozni, milyen hatassal jar
a SAT fehérje elvesztése a patogén Kresse torzs fert6zéképessegere, illetve feltarni a
fehérje hatasanak molekularis hatterét.

A vad tipusu és a SAT mutans PPV Kresse tdrzzsel végzett in vitro
Osszehasonlitd vizsgalataink megmutattak, hogy a SAT™ PPV tdrzseknek altalanos
tulajdonsaguk a lassu terjedés, amiért a sejtmembran integritdsanak hosszabb ideig
torténd fennmaradasa és a virusok késdbbi kijutasa a felelbs.

A fertdézott sejtek ER membranjaban megfigyelheté morfolégiai valtozasok és a
selejt fehérje valaszban (unfolded protein response: UPR) szerepet jatszo fehérjék — a
homeosztazist helyreallité X-box kété fehérje 1 (X-box binding protein 1: Xbp1l) és a pro-
apoptotikus C/EBP homolog fehérje (C/EBP homologous protein: CHOP) — expresszioja
azt mutatta, hogy a PPV fertézés a SAT jelenlététdl fiiggetlenlil ER stresszt valt ki.
Viszont a CHOP magasabb expresszidos rataja és sejten belili lokalizacidjanak
megvaltozasa arra utalt, hogy a SAT fokozza a stresszhatas er6sségét, és felgyorsitja a
fert6zés altal kivaltott sejthalalt.

Az ER stressz kémiai anyagokkal (DTT, MG132, thapsigargin) torténd
indukalasakor, a vad tipusu és a SAT virusfertézéskor egyarant tapasztalt gyorsabb
viruskijutas igazolta az ER stressz és a terjedés kodzotti kapcsolatot. A rovid ideig tarto,
ultraibolya fénnyel tortént besugarzas nem jart pozitiv hatassal a virusok kopiaszamara
és titerére, ami alatamasztja az ER stresszvalasz specifikus szerepét a folyamatban.

A transzfekcids kisérletek soran a SAT expresszidja nem volt elégséges sem az
Xbp1 sem a CHOP transzlaciojanak aktivalasahoz, ami felveti a lehetéséget, hogy a
SAT mas virusfehérjékkel kdzdsen fejti ki hatasat. Tovabba, a CHOP expresszidja és
sejtmagi lokalizacidja 6nmagaban nem volt képes semlegesiteni a SAT hianyabdl
kévetkez6 lassabb terjedést, ami arra utal, hogy a fehérje hatasa nem korlatozddik
kizarolag a CHOP mikoédésének befolyasolasara.

Feltételezésiink szerint a SAT, mas virusfehérjékkel kdlcsdnhatasban képes erds
ER stresszt okozni, ami tdbb UPR utvonal és/vagy mas ER stresszvalasz aktivalasahoz

vezet a fert6zott sejtekben. Ezeknek az utvonalaknak/fehériéknek a hatasa a CHOP



hatasaval kiegésziilve, egylttesen vezet a korabbi sejthalalhoz és a virusok gyorsabb
terjedéséhez.

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 parvovirus (goose parvovirus: GPV) mindegyike sulyos
gazdasagi karokat okoz a viziszarnyas allomanyokban, viszont egyaltalan nem vagy
csak kevéssé szaporithatoak immortalizalt sejtvonalakon. Fert6zési kisérletekkel
szerettik volna igazolni, hogy pézsmaréce (Cairina moschata) eredet(i, human vakcina
virustérzsek szaporitasara kifejlesztett AGE1.CR, AGE1.CRpIX és AGE1.CS sejtvonalak
felhasznalhatoak viziszarnyas virusok kutatasaban és diagnosztizalasaban is.

Vizsgalataink igazoltak, hogy az AGE1 sejtvonalak mind permisszivek a DHAV-1,
a GHPV és a GPV fert6zésre, és szemi-permisszivek a DuCV fert6zésre. Alacsony
multiplicitasu DHAV-1 és DuCV fert6zésnél a kuldonbdz6 sejtvonalakon kapott
szaporodasi goérbék nagyon hasonléak voltak, mig a GHPV és GPV fertézéskor a gorbék
alakja jelentésen fliggott a sejtvonal tipusatol. A DHAV-1 és GPV fert6zésre a CRplX,
mig a GHPV fert6zésre a CR sejtvonal bizonyult a legérzékenyebbnek.

Az AGE1 sejtvonalak érzékenysége ellenére a termel6dott virusok mennyisége
viszonylag alacsony volt. A fert6zés optimalizalasa és/vagy a virusok adaptalédasa a
sejtekhez viszont megndvelheti a termel6dé virusok mennyiségét, és alkalmassa teheti a

sejtvonalakat Uj, élévakcinak kifejlesztésére és gyartasara.



2.1 Summary

A short, alternative open reading frame (ORF) is located in the genome of the
porcine parvovirus (PPV) overlapping the amino terminal region of the viral protein 2
(VP2) gene and encode the small alternatively translated protein (SAT). The SAT of the
attenuated NADL-2 strain accumulates in the ER and its deletion induces “slow
spreading” phenotype. We studied the effect of the deletion of SAT in the pathogen
Kresse strain and analysed the signalling pathways involved in its function, using real-
time PCR and immunofluorescence (IF) methods.

The in vitro comparison of the wild type Kresse strain and its SAT™ knockout
mutant revealed that “slow spreading” is a general feature of the SAT™ PPV viruses, and
the prolonged cell integrity and late viral release are responsible for this feature.

PPV infection induces ER stress in the infected cells regardless of SATp presence.
It is demonstrated by the morphological changes of the ER, the expression of the
unfolded protein response related proteins, the homeostasis restorer X-box binding
protein 1 (XBP1) and the pro-apoptotic C/EBP homologous protein (CHOP). However,
the presence of SAT protein accelerates the cell death and enhances the ER stress
during infection as shown by the higher expression rate and the alteration of the
localization of CHOP.

The involvement of irreversible ER stress induction in the viral spreading was
confirmed by treatment of infected cells by ER stress inducing chemicals (MG132, DTT
and thapsigargin) that accelerated the egress both the wild type and the SAT™ viruses.
The short-term ultra violet irradiation had no beneficial effect on the copy number and the
titer of the viruses underscoring the specificity of ER stress pathways in the acceleration
process.

Transfection experiments revealed that the expression of SAT alone cannot
activate Xbpl or CHOP expression, which raises the possibility that SAT exerts its effect
in synchrony with other viral proteins. Furthermore, induction of the CHOP expression
and the nuclear translocation of CHOP alone cannot be responsible for the biological
effect of SAT protein, since nuclear CHOP could not complement the lack of SAT in a
co-expression experiment.

Most probably SAT interacts with the effect of other viral proteins, it causes severe
ER stress, which results in the activation of more UPR pathways and/or other ER stress
response routes in the infected cells. The influence of these pathways/proteins
complementing the effect of the CHOP induced genes lead to earlier cell death and

accelerated viral spread.
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Economically speaking, duck circovirus (DuCV), duck hepatitis A virus 1 (DHAV-1),
goose haemorrhagic polyomavirus (GHPV), and goose parvovirus (GPV) are harmful
pathogens of waterfowl, and do not or poorly replicate in immortalized cell lines. The
AGE1.CR, AGEL1.CR.pIX and AGE1.CS muscovy duck (Cairina moschata) originated
cell lines have been developed previously for the production of human viral vaccines.
These cell lines were studied to explore their suitability for propagating the
aforementioned avian viruses.

Our investigations verified that the AGEL1 cell lines are permissive for the DHAV-1,
GHPV and GPV and semi-permissive for the DuCV. In case of low multiplicity DAHV-1
and DuCV infection, the obtained growth curves were very similar in different cell lines,
while at the GHPV and GPV infection, the shape of the curves depended on the type of
the cell line substantially. The CRplIX proved to be the most sensitive for the DHAV-1
and GPV infection, while the CR was the most suitable for the GHPV replication.

Despite the high sensitivity of the cell lines for viruses, their viral productivity
remained relatively low for the investigated field isolates. However, optimization of virus
infection and/or the adaptation of the viruses to the cells can increase viral productivity

and make these cell lines suitable for vaccine development and production.
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3. Bevezetés

Altalanosan elfogadott nézet, hogy a parvovirusok fehérjéi két f& nyitott leolvasasi
keretrél (open reading frame: ORF) forditodnak le, melyek kézil az 5’ végi néhany nem-
strukturalis fehérjét (non-structural protein: NS), mig a 3’ végi két-harom szerkezeti
fehérjét (viral protein: VP) kédol (Tattersall, 2008). Az évek soran azonban a két f6 ORF
mellett tdbb parvovirusban fedeztek fel rovid leolvasasi kereteket, melyek atfedésben
vannak az NS és VP fehérjék ORF-jével. Ezekr6l az alternativ leolvasasi keretekrdl
néhany esetben bebizonyosodott, hogy fehérjéket kodolnak (St. Amand és Astell, 1993;
Hermonat és mtsai., 1999). Ezek a kutatasok azonban nem keltettek nagy figyelmet,
inkabb kivételként, mint altalanos szabalyként tekintettek rajuk.

Szamitdégépes vizsgalatokkal azonositottak egy, a VP2 fehérjét kddolé génszakasz
aminoterminalis régiojaval atfed6, kisméreti, alternativ ORF-et, amely a Protoparvovirus
nemzetség valamennyi tagjanak genomjaban megtaldlhaté. Err6l a nemzetség-
specifikus ORF-rél leforditédik egy rovid alternativ modon transzlaldédd fehérje (small
alternatively translated: SAT), amely a gazdasejt ER-jaban halmozddik fel. A sertés
parvovirus (porcine parvovirus: PPV) attenualt NADL-2 t6rzsében a SAT teljes vagy
részleges funkciovesztése ,lassan terjedd” mutans torzsek létrejottéhez vezetett (Zadori
és mtsai., 2005). A feltételezések szerint ez a fehérje hianyabdl kovetkez6 nagymeértéki
sejtlizis csokkenéssel magyarazhato.

Munkank kezdetekor nem tudtunk semmi biztosat a SAT mikoédésének
molekularis mechanizmusairdl. Mivel a gazdasejt ER-jaban halmozédik fel, feltételeztik,
hogy szerepet jatszhat a sejt ER stresszvalaszanak kialakitasaban vagy médositasaban.

Annak ellenére, hogy az ER stressz kialakulasanak modja és a sejt altal ra adott
lehetséges valaszok molekularis hattere mar viszonylag jél ismert (Yoshida és mtsai.,
1998; Marciniak és mtsai., 2006; Ron és Hubbard, 2008), ez jelenleg is nagy erékkel
kutatott terllet. Ez annak kdszénhetd, hogy a folyamat szerepet jatszik a daganatsejtek
tulélésében (Corazzari és mtsai, 2017; Ojha és Amaravadi, 2017), a ndvények abiotikus
stressztirésében (Bao és Howell, 2017), az anyagcsere rendellenességek altal kivaltott
(Demirtas és mtsai., 2016; Sozen és Ozer, 2017) vagy neurodegenerativ eredeti
betegségek (Shah és mtsai., 2017; Sukumaran és mtsai., 2017) kialakulasaban is.

A valasztott kutatasi téma relevancigjat igazolja, hogy kapcsolatot keres az ER
stresszvalaszban bekdvetkez6 valtozasok és a sejthalal kozott, mely eredmények (azon
tul, hogy bdévitik a virus-gazdasejt interakcidkrdl eddig megszerzett ismereteinket)
segithetnek megérteni a fent emlitett folyamatokat is. Emellett alatdmaszthatjak azt a
nézetet is, amely szerint az atfed6, alternativ ORF-ek altal koédolt fehérjék jelentés

biolégiai hatassal birnak.
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A SAT hatasanak molekularis hatterét feltaré vizsgalatokat immunfluoreszcens és
valos idejl (real-time) PCR maddszerekre alapoztuk. Mind a két modszer széleskoriien
alkalmazott virus-gazdasejt interakcidk feltarasara (Sauter és mtsai., 2012; Zhang és
mtsai., 2008), am mi egyrészr6l ugy gondoltuk, hogy egyittes hasznalatukkal
robosztusabb eredmények érheték el, masrészrél pedig demonstralni kivantuk, hogy az
alkalmazott kutatasban, sejtvonalak permisszivitasanak vizsgalatdahoz és virustérzsek
jellemzéséhez is j6l alkalmazhatdak kézdsen.

Napjainkban a viziszarnyas-tenyésztés és -feldolgozas egyre inkabb gépesitett
gazdasagokban torténik. A sulyos anyagi karok megel6zéséhez az allomanyok
folyamatos monitorozasara és az egészségugyi veszélyekre vald gyors reakciéra van
szilkség, amihez elengedhetetlen a koérokozdék egyszer(i, olcsé 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 parvovirus (goose parvovirus: GPV) kozos jellemzéije,
hogy gyengén vagy egyaltalan nem replikalddnak immortalizalt sejtvonalakon, igy
vizsgalatukhoz legtdbbszér primer sejtekre vagy embrionalt tojasokra van sziikség,
amelyek el6allitasa és hasznalata szamos hatrannyal jar. Az oltott tojasokkal folytatott
kisérletek viszonylag hosszu idét vesznek igénybe, a primer sejteknek korlatozott az
osztédasi potencialja, valamint mindketté elballitAsahoz meghatarozott kérokozoktol
mentes (specific pathogen free — SPF) allomany fenntartasara van sziikség, ami
jelentdsen megdragitja a vizsgalatokat.

A kozelmultban kifejlesztették a pézsmaréce-eredetli AGE1.CR, AGE1.CRpIX és
AGEL.CS sejtvonalakat (Jordan és mtsai., 2009), melyeket a human adenovirus 5-bdl
szarmazo E1A és E1B gének expressziojaval immortalizaltak. A CR és CRplX sejtvonal
korabban mar fogékonynak bizonyult médositott Ankara vakcinia virus, influenza A virus
és baromfipestis virus fertézésre (Jordan és mtsai., 2009; Lohr és mtsai., 2009; Jordan
€és mtsai., 2011; Lohr és mtsai., 2012). Feltételezésiink szerint ezek a pézsmaréce-
eredetl sejtvonalak alkalmasak lehetnek az emlitett (viziszarnyasokat fert6z8) virusok

kimutatasara, vizsgalatara is.
3.1 Célkitlizések

Munkank célja a SAT fehérje hatasanak a vizsgalata volt a patogén PPV Kresse
torzs terjedésére, real-time PCR és immunfluoreszcens mddszerekkel, annak
érdekében, hogy meghatarozzuk, a ,lassu terjedéses” fenotipus kialakulasa altalanos

jelenségnek szamit-e a SAT PPV térzsekben.
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Az altalunk létrehozott mutans PPV Kresse toérzs felhasznalasaval tanulmanyozni
kivantuk, hogy az alternativ leolvasasi keretrél leforditodd SAT hogyan befolyasolja a
fert6zott sejtekben megjelend citopatogén hatasokat. Célunk volt, hogy igazoljuk, a SAT-
virus lassabb terjedése egyiitt jar a fert6zott sejtek gyengébb lizisével.

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

A SAT gén plazmidba klénozasaval és fogékony sejtekbe transzfektalasaval
kivantuk megallapitani, hogy a fehérje énmagaban, fuggetlenil mas virusfehérjéktol,
milyen hatast valt ki a sejtekben.

Célunk volt, hogy immunfluoreszcens festés és real-time PCR mddszerek
segitségével vizsgaljuk, hogy a DuCV, a DHAV-1, a GPV és a GHPV virusok képesek-e
replikalédni az AGE1.CR, AGE1.CRplX vagy az AGEL1.CS sejtvonalakon.

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

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

kulénbdzb sejtvonalakon.

14



4. Irodalmi attekintés

4.1 A sertés parvovirus

A sertés parvovirus, az Ungulate protoparvovirus 1 fajba, a Parvoviridae csaladba
és a Protoparvovirus nemzetségebe tartozik. A 20-28 nm atmérgji, burok nélkuli kapszid
tartalmazza a nagyjabol 6t kilobazis méretl, negativ szalu DNS genomot, melynek két
végén palindrom szekvenciak talalhaték, amelyek forditott ismétl6dé végzédéseket
(inverted terminal repeats) hoznak létre (Bergeron és mtsai., 1993).

A PPV genomban talalhato két {6 ORF kozil az 5° végi harom NS fehérjét kédol,
melyek kozll az NS1 fehérje helikaz aktivitassal rendelkezik, valamint képes aktivalni az
apoptozist és a lizist (Rayet és mtsai., 1998; Sol és mtsai., 1999; Daeffler és mtsai.,
2003). A 3’ végi ORF kodolja a C-terminalis résziikben megegyezé harom VP fehérjét
a sikeres fertézéshez nélkildzhetetlen Ca?*-fliggé foszfolipaz A2 domén (Zadori és
mtsai., 2001).

A nemzetség minden tagjaban talalhaté tovabba egy révid, 50-68 aminosav
hosszusagu ORF, mely a VP2 fehérje starthelyének kozelében kezdddik, és egy
alternativ leolvasasi kereten atfed a VP fehérjék ORF-jével. Az attenualt NADL-2
torzsnél bizonyitottak, hogy az ORF-rél egy fehérje forditodik le (SAT), melynek 21-44.
aminosavja egy transzmembran alfa-hélixet alkot, ami kulcsszerepet jatszik a fehérje
lokalizaciéjaban (Zadori és mtsai.,, 2005). A vad tipusu SAT a fert6zott sejtek ER
membranjaban halmozédik fel, mig az alfa-hélix eliminacidja vagy mutacidja esetén a
fehérje lokalizaciéja nem korlatozodik egyetlen sejtalkotéra, hanem diffuzan
megtalalhatd az egész sejtben. Hidnya esetén szdvettenyészetben ,lassu terjedéses”
fenotipus alakul ki. A SAT funkcidja és a hatasa mogott allé molekularis mechanizmusok
jelenleg nem ismertek, a feltételezések szerint ER stresszt valt ki a sejtekben. (Zadori és
mtsai., 2005).

Felnétt kocakban a virus szaporodasi zavarokat okoz, amelynek altalanos jele a
mumifikalt magzatok sziletése, de jelentkezhet terméketlenség, vetélés, korai ellés,
ritkabban a gyenge, Ujszlétt allatok elhullasa (stillbirth, mummification, embryonic death,
infertility: SMEDI) (Johnson és Collings, 1969; Mengeling, 1992). A PPV vertikalisan —
feltételezhetéen — az anyai makrofagok segitségével jut at a méhlepényen (Paul és
mtsai., 1979; Mengeling és mtsai., 2000), mig horizontalisan a fert6z6tt allatok
vizeletével, bélsarral és az ezekkel szennyezett takarmannyal, vizzel, targyakkal terjed
(Mengeling és Paul, 1986). A tinetek erés dsszefliggést mutatnak a magzatok koraval.

A vemhesség 35. napja elétti fert6z6dés az embrid halalahoz és felszivodasahoz vezet
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(Mengeling és mtsai., 1980). Ha a magzatok a vemhesség 35. és 70. napja koézétt, a
csontképzddés beindulasa utan fert6z6dnek meg, akkor mumifikalt magzatok jonnek a
vilagra (Mengeling és Cutlip, 1975; Joo és mtsai., 1976). A 70. nap utan tortént fertézés
esetében a magzatok immunrendszere mar elég fejlett, hogy tuléljék a betegséget (Joo
és mtsai., 1976).

A virus a magzat és a placenta gyorsan osztdédd sejtjeiben replikalodik, ami
vérzéseket és 6démat okoz, valamint az érrendszer karosodasa miatt vér és nyirok
folyadék felhalmozodast a testiregekben (Mengeling, 1992). Az 1980-as években
izolaltak egy szélesebb szQvettropizmussal rendelkez6, erésen patogén PPV torzset
(Kresse torzs) (Choi és mtsai., 1987; Oraveerakul és mtsai., 1993), amely nekrotikus
lézidkat okoz a fert6zott allatok ajkan, nyelvén, orran és laban (Kresse és mtsai., 1985).

A PPV fertbzés kimutatasara tobb moddszert is kidolgoztak. A virus
hemagglutinaciés tulajdonsaga miatt a fert6zott allatok savojaval hemagglutinacio-gatlasi
prébat lehet végezni (Cartwright és mtsai., 1969; Morimoto és mtsai., 1972). A fert6zott
sejtek kimutathatok IF festéssel, virus specifikus ellenanyagok hasznalataval
(Mengeling, 1972). A viralis DNS kimutathaté PCR alapu technikakkal (Boisvert és
mtsai., 2010), a fert6zés tényének megallapitasahoz az ELISA hasznalata is elterjedt
(Hohdatsu és mtsai., 1988; Westenbrink és mtsai., 1989; Jenkins, 1992). A PPV jdl
fenntarthatd sertés here (porcine testis: PT), sertés vese (porcine kidney: PK) vagy
sertés petevezeték eredeti sejtvonalakon. A citopatogén hatasok a fertézést kévetd 16.-
20. oratol figyelhetéek meg (Cartwright és mtsai., 1969).

Tekintettel a PPV altal okozott sulyos anyagi karokra, a virus elleni vakcinak
fejlesztése mar a 70-es években megkezd6dott. A kémiai uton inaktivalt vakcinak
hasznalata eredményesen ndvelte a virusellenes ellenanyagok szintjét (Joo és mtsai.,
1977; Wrathall és mtsai., 1984), és hatékonysagukat a fertézési kisérletek is igazoltak
(Fujisaki és mtsai., 1978). Az él6 vakcinak fejlesztésekor az attenualt NADL-2 térzzsel
végzett intramuszkularis oltds magasabb ellenanyag szinteket eredményezett, mint az
oronazalis uton bejuttatott virus, és nem vezetett a magzatok megfert6z6déséhez
(Mengeling és Cutlip, 1976; Paul és Mengeling, 1984). A rekombinans DNS
technoldgiaval elballitott virusszerl partikulumok hasonlé ereji immunvalaszt valtanak
ki, mint a hagyomanyos vakcinak, ezért oltéanyagként is hasznalhaték (Martinez és
mtsai., 1992).

4.2 Az ER stressz és a selejt fehérje valasz

Az ER szamos, kilén-kilon is fontos sejtfolyamatban jatszik szerepet. llyen a lipid
bioszintézis, a Ca?* homeosztazis fenntartdsa vagy a fehérjék feltekeredésének és

poszt-transzlaciés modosulasainak szabalyozasa (Berridge és mtsai., 2000; Walter és
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Ron, 2011). Vizsgalatok igazoltak, hogy csak a funkcioképes, helyes térszerkezeti
fehérjék kerlilnek be az ER-rdl levald vezikulumokba és szallitddnak a rendeltetési
helylkre, mig a hibasan vagy részlegesen feltekeredett proteinek dajkafehérjékhez
kotédve felhalmozodnak az ER csatornahalézataban (Hurtley és mtsai., 1989). Ezt a sejt
stresszhatasként érzékeli, amelynek leklzdésére egy evolucidsan rendkivil konzervativ
jelatviteli kaszkad alakult ki, amit ER stresszvalasznak vagy selejt fehérje valasznak
(unfolded protein response: UPR) hivunk.

Az UPR-t az ER membranjaba agyazott szenzor fehérjék, az inozitolt igényld
enzim 1a (inositol-requiring enzyme 1a: IRE1a) (Tirasophon és mtsai., 1998; Wang és
mtsai., 1998), a kétszalu RNS aktivalta protein kinadz-szeri ER kinaz (pancreatic
endoplasmic reticulum kinase: PERK) (Harding és mtsai.,, 2000) és az aktivalo
transzkripcios faktor (activating transcription factor: ATF) 6 (Haze és mtsai., 1999; Shen
és mtsai., 2002) szabalyozzak. Ezeknek a szenzor fehérjéknek a mikddését a 78 kDa
méretl glukoz-regulalt fehérje (78 kDa glucose-regulated protein: GRP78) nevi
dajkafehérje gatolja azaltal, hogy hozzakotédik az ER lumenje felé nézé (N-terminalis)
doménjukhéz (Sommer és mtsai., 2002; Fels és Koumenis, 2006; Ron és Hubbard,
2008). Egyensulyi allapotban a GRP78 kell6 mennyiségben all rendelkezésre ahhoz,
hogy a szenzor fehérjéket is blokkolja, és az uUjonnan szintetizalddott proteinek
feltekeredését is szabalyozza. A hibasan feltekeredett fehérjék felhalmozdédasa az ER
lumenben azonban az egyensuly megbomlasahoz vezet. llyenkor a GRP78 levalik a
szenzor fehérjékrél, aminek kovetkeztében mind a PERK, mind az IRE1a
homodimereket képez és transz-autofoszforilacid kovetkeztében aktivalédik (Liu és
mtsai., 2002; Ma és mtsai., 2002), az ATF6 pedig a Golgi-készllékbe vandorol, ahol
aktivalédik (Chen és mtsai., 2002) (1. abra).

Az ATF6-rél Golgi-rezidens proteazok (Golgi-resident site-1 és site-2 protease:
S1P és S2P) lehasitjak a lokalizaciés szignalt, igy a bazikus leucin-cipzart tartalmazé
transzkripcios faktor a citoplazmaba, majd a sejtmagba kerll (Haze és mtsai., 1999). Az
ATF6 szamos olyan gén transzkripcidjat serkenti, melyek tdmogatjak az ER stressz
leklzdését, egyuttmikodnek a fehérjék feltekerésében, a fehérje szekrécidoban vagy az
ER-asszocialt fehérje lebontasban (ER-associated protein degradation: ERAD) (pl. X-
box koété fehérje 1 (X-box binding protein 1: Xbp1l)) (Yoshida és mtsai., 2001; Yamamoto
és mtsai., 2007; Healy és mtsai., 2009).

Az aktivalt IRE1a endonukleaz aktivitasu doménje kihasit egy 26 bp hosszusagu
szakaszt az Xbpl-et kddoldé mRNS-bél (Calfon és mtsai., 2002; Lee és mtsai., 2002). A
hasitott mMRNS-rél leirddé Xbp1 egy transzkripciés faktor, amely dajkafehérjéket kédolo,
az ERAD-ban, valamint a foszfolipid bioszintézisben (az ER hal6zat ndvekedésében)

szerepet jatszd gének kifejez6dését szabalyozza (Sriburi és mtsai., 2004; Yamamoto és
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mtsai., 2007). igy, az egyik legfontosabb felelése a fehérje feltekeré (protein folding)
kapacitas ndvelésének és a normal, homeosztatikus mikoédés visszaallitasanak
(Braakman és Bulleid, 2011; Jager és mtsai., 2012). Az mRNS hasitas mellett az IRE1a
aktivalja az apoptozisszignal-szabalyozott kinaz 1-et (apoptosis signal-regulated kinase
1: ASK1) és a c-Jun N-terminalis kinazt (c-Jun N-terminal kinase: JNK) (Urano és mtsai.,
2000; Nishitoh és mtsai., 2002). A JNK aktivaciéja, tartésan fennallé6 ER stressz soran,
gatolja az antiapoptotikus Bcl-2 fehérjecsalad tagjainak mikoédését, valamint a Bcl-2-
asszocialt X fehérje (Bcl-2-associated X protein: Bax) és a Bcl-2 homolog antagonista
(Bcl-2 homologous antagonist: Bak) fehérjék oligomerizaciojahoz vezet, ami az
apoptozis mitokondrialis utjanak beinditasat eredményezi.

Az autofoszforilalodott PERK f6 szubsztratja az eukariota iniciacios faktor 2 alfa
(eukaryotic initiation factor 2 alfa: elF2a), amely a foszforilacidja utan lassitja a sejt
fehérjéinek a szintézisét annak érdekében, hogy csdkkentse a dajkafehérjék terhelését
(Harding és mtsai., 2000). Ezzel egyltt viszont néhany protein, koéztiuk az ATF4
transzkripcios faktor termelédését tamogatja. Az ATF4 a stresszhatas semlegesitésében
szerepet jatszd gének indukcioja mellett a pro-apoptotikus folyamatokban kulcsszerepet
jatszé6 C/EBP homolég fehérje (C/EBP homologous protein: CHOP) génjének
kifejez6dését is elésegiti (Fels és Koumenis, 2006). A CHOP aktivalja az apoptotikus
utvonalakat, de teljes hatasat csak abban az esetben fejti ki, ha a stresszvalasz nem
képes a homeosztazis visszaallitasara, és a hibas térszerkezetl fehérjék szintje tartésan
magas marad (Nishitoh, 2012; Schonthal, 2012).

Disruption of redox state
Alteration of calcium homeostasis

Accumulation of misfolded proteins

- Golgi

f(ucleus vp/alo s/

Antioxidant response and/or Chaperones, foldases and
apoptotic genes ERAD genes

folding

1. abra. A selejt fehérje valasz (Flamment és mtsai., 2012).

18



4.3 A kacsa hepatitis A virus 1

A DHAV-1 a Picornaviridae csalad Avihepatovirus nemzetségének tagja (Kim és
mtsai., 2006; Tseng és mtsai., 2007). Genomja 7600-7800 bp hosszusagu, pozitiv szalu
RNS (Kim és mtsai., 2006), mely egy nagyjabdél 30 nm atmérdjl, ikozaéderes
szimmetriaju, burok nélkili kapszidba csomagolodik (Richter és mtsai., 1964).

A genom egyetlen ORF-et tartalmaz, az errél keletkezd poliproteinbdl proteolitikus
hasitassal 6sszesen 12 féle fehérje képzédik (Kim és mtsai., 2006; Tseng és mtsai.,
2007). A kapszid felépitésében részt vevé harom szerkezeti fehérje (VPO, VP1 és VP3)
kozul a VP1 felelés a fert6zéskor a sejtfelszini receptorokhoz valo koétédésért (Li és
mtsai., 2017). A 2B és 3A fehérjék membran-asszocialtak, a 2C fehérje ATPaz
motivumokat tartalmaz (Koonin és Dolja, 1993) és feltételezhetéen helikaz aktivitasa van
(Tseng és mtsai., 2007), a 3B a virus replikaciéjaban vesz részt, a 3C a virus proteaza, a
3D pedig egy RNS-fliggé RNS polimeraz (Kim és mtsai., 2006; Tseng és mtsai., 2007).
A tovabbi harom (2A1, 2A2, 2A3) fehérje hatdsa pontosan nem ismert. A 2A2 egy
GTPaz-szerli fehérje, mely apoptozist indukal primer szévettenyészetben (Cao és
mtsai., 2017), mas picornavirusokban pedig a virus-gazdasejt kolcsOnhatasokat
befolyasolja (Hughes és Stanway, 2000).

Bar a DHAV-1 bar a felnétt allatokat is képes megfertézni, betegséget csak fiatal
kacsakban okoz. A vertikalis iranyu fert6zésatvitelre nincsenek bizonyitékok (Asplin,
1958), horizontalisan viszont gyorsan terjed: feltehetéen a garat, vagy a felsélégutak
terlletén jut be a szervezetbe (Téth és Norcross, 1981). A fertézott allatok mozgasa
el6szor lelassul, ataxia jelentkezik, majd egy helyben gubbasztanak, a szemiket félig
lecsukjak. Rovid idén belll az oldalukra déinek, a labuk rangatézik, a fejuk gorcsésen
hatrahajlik. Az elhullas rendkivul gyorsan, a tunetek megjelenése utan néhany éraval
megtorténik. A virus altal okozott morbiditas és mortalitds az egyhetes kornal fiatalabb
kacsak kozott 95%, az 1-3 hetes kor kozotti kacsaknal 50% korul alakul, mig 4-5 hetes
vagy idésebb kori madaraknal az elhullasok szama elhanyagolhat6. A fertézést tulélt
allatok a fertézést kovetd 8 hétig uritik a virust (Woolcock, 2008; Okda és mtsai., 2013).

A DHAV-1 fert6zésre jellemz6 a maj megnagyobbodasa, fellletén pottydk,
vérzések, véralafutasok, gyulladas figyelhetdé meg. Felllete gyakran vorosesre
szinez6dik vagy voroses foltok jelennek meg rajta. A lép idonként megnagyobbodik és
foltos, a vese duzzadt és bévérl. Mikroszkdposan a majsejtek elhalasa figyelheté meg, a
fert6zést tulélt allatokndl jellemzd az epevezeték hiperplazigja, illetve a majszovet
regeneracioja (Fabricant és mtsai., 1957).

Természetes korlilmények kdzott a virus csak tékés récében (Anas platyrhynchos)

és haziasitott fajtaiban okoz betegséget, ugyanakkor mesterségesen tdbb madarfaj fiatal
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egyede is fert6zhetdnek bizonyult. A fertézott pézsmarécénél, galambnal (Columba livia)
és hazi tyuknal (Gallus gallus domesticus) a DHAV-1 elhullast nem okoz (Hwang, 1974).
Utébbiak nem csak tlinetmentesen hordozzak a virust, de azt képesek atadni
fajtarsaiknak is (Asplin, 1961). Alacsony mortalitas figyelhetd meg a fertézott hazi
pulykaknal (Meleagris gallopavo domesticus) és flrjeknél (Coturnix coturnix) (Hwang,
1974), mig a facan (Phasianus colchicus), a hazilud (Anser anser) és a gyodngytyuk
(Numida meleagris) fertézésekor magas mortalitasi ratat tapasztaltak (Hwang, 1974).

A DHAV-1 elektronmikroszkop segitségével kimutathato a fert6zott allatok majabdl
(Adamiker, 1969). Els6dleges kacsa embriondlis majsejteken szaporitva citopatogén
hatasokat, a sejtek lekerekedését, nekrdzisat okozza (Woolcock, 1986). A fert6zés
igazolhato virus neutralizacios teszttel (Woolcock és mtsai., 1982; Wu és mtsai., 2015)
vagy ELISA moddszerrel (Zhao és mtsai.,, 1991). A viralis nukleinsav kimutathato
hagyomanyos PCR (Kim és mtsai., 2007; Anchun és mtsai., 2009) vagy real-time PCR
technikakkal (Yang és mtsai., 2008). A virus hagyomanyosan csirke embriokban (Levine
és mtsai., 1950) vagy kacsa embrionalis sejteken szaporithaté (Golubnichi és mtsai.,
1976). A kozelmultban azonban kifejlesztettek egy immortalizalt sejtvonalat, amely
permisszivnek bizonyult a DHAV-1 fert6zésre (Fu és mtsai., 2012).

Az immunizalt tojok anyai ellenanyagai védelmet biztositanak a fiatal allatoknak
életiik els6 két hetében, amelyet egy 7-10 napos korban térténé vakcinazassal fenn

lehet tartani a fogékony életkor végéig (Hanson és Tripathy, 1976).
4.4 A kacsa cirkovirus

A DuCV a Circoviridae csaladba, azon belll a Circovirus nemzetségbe tartozik. A
burok nélkdli, 15-16 nm atmérdgjl, ikozaéderes szimmetridju kapszid tartalmazza az
egyszalu, negativ polaritdsu, nagyjabol 2 kildbazis hosszusagu, cirkularis DNS-t
(Hattermann és mtsai., 2003).

A virusgenom két f6 ORF-et tartalmaz, melyek kozil az ORF1 a replikaciéban
szerepet jatszo rep gént, mig az ORF2 a virus kapszidjat felépité strukturfehérje cap
nevli génjét kédolja. Ezek mellett, az ORF1-gyel komplementer szalon a genom
tartalmaz egy harmadik, révidebb leolvasasi keretet. Az errdl leforditodd fehérje képes
apoptézist indukalni a fert6zott sejtekben (Xiang és mtsai., 2012). A két f6 ORF kdzott
intergénikus régiok helyezkednek el. A rovidebb (a rep és cap gén 5’ végei kozotti)
szakaszon két, 10 bp hosszusagu komplementer szekvencia egy hajtl (stem-loop)
strukturat hoz létre, mely a nukleinsav megsokszorozédasakor replikaciés origoként
szolgal (Hattermann és mtsai.,, 2003; Banda és mtsai.,, 2007). A 3 végek kozotti
intergénikus szakasz funkcidja jelenleg nem ismert, a feltételezések szerint a

virusgenom kapszidba csomagolasat szabalyozza (Hattermann és mtsai., 2003).
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A kis genomméret és a sajat polimeraz enzim hianya miatt a DuCV replikacidja
er6sen flgg a gazdasejt enzimjeit6l. A cirkovirusok a fert6zott sejt magjaban
szaporodnak, ahol sejtmag zarvanyokat hoznak létre (Todd és mtsai., 2001). A DuCV
fert6zést irtak mar le pézsmarécénél, pekingi kacsanal (Anas platyrhynchos domesticus)
és mulard kacsanal is (Hattermann és mtsai., 2003; Soike és mtsai., 2004).

A DuCV-vel fert6zott  allatoknal tollasodasi  zavar,  ndvekedésbeli
visszamaradottsag és testsulyvesztés jelentkezik. A virus a nyirokszerveket is tamadija,
igy immunszuppressziv hatdsa is van, ezért a betegség lefolydsat mas viralis vagy
bakteriadlis fertézések sulyosbithatjak (Soike és mtsai., 2004; Fringuelli és mtsai., 2005).
A DuCV-vel fert6zott kacsakban nekrdzis, hisztiocitozis, limfocita deplécid figyelheté meg
a Fabricius-féle tomlében. A tolltisz8k tertletén vérzések, gyulladas lathatdé (Soike és
mtsai., 2004).

Mivel jelenleg nem all rendelkezésre olyan sejtvonal, melyen a virus szaporithato
lenne (Woods és mtsai., 2008), ezért a kimutatasara elsésorban PCR és real-time PCR
alapu technikakat hasznalnak (Fringuelli és mtsai., 2005; Chen és mtsai., 2006; Wan és
mtsai., 2011). A virus ugyanakkor elektronmikroszképpal kimutathaté a Fabricius-féle
tomlébsl (Soike és mtsai.,, 2004), valamint az allatok fert6zottsége ELISA modszer

hasznalataval is megallapithaté (Liu és mtsai., 2010).
4.5 A liba vérzéses polyomavirus

A GHPV vagy Uj nevén a hazilud polyomavirus 1 (Anser anser polyomavirus 1) a
Polyomaviridae csalad Gammapolyomavirus nemzetségébe tartozik (Stoll és mtsai.,
1993). A virus 5,2 kildobazis hosszusagu, cirkularis, duplaszali DNS genomjat egy
nagyjabol 45 nm atmérdji, burok nélkili kapszid tartalmazza (Guérin és mtsai., 2000;
Reimar és Hermann, 2003).

A genomrdl két mRNS irédik le. Kézulik a korai mRNS kddolja a nagyméreti és a
kisméretl tumor antigént, amelyek tobbfunkcids szabalyozo6 fehérjék. A késdi mRNS-rél
a kapszid felépitésében részt vevé harom strukturfehérje irédik le. Egy tovabbi, rovid
OREF talalhaté még a genomban, amely egy negyedik strukturfehérje kodolasaért felelds.
A két f6 mMRNS-t kddold genomszakasz kdzott egy kdzel 350 bp hosszusagu nem kddold
régié helyezkedik el, amely az mRNS-ek transzkripciojat szabalyozé promotereket,
illetve a genom replikacidjahoz szukséges szekvenciakat tartalmazza (Reimar és mtsai.,
2003).

A GHPV felel6s a fiatal libakban el6fordulé vérzéses vese- és bélgyulladas
kialakulasaért. Horizontalisan a fertézott allatok drllékével és az azzal szennyezett
targyakkal, takarmannyal terjed. A virus vertikalis terjedésre valé képessége pedig még

megerésitésre szorul (Bernath és mtsai., 2006; Guérin, 2008). A virus az 1-10 hetes
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libakat képes megbetegiteni, a mortalitads 5-80% kdz6tt valtozik (Palya és mtsai., 2004;
Guérin, 2008). A lappangasi id6 az életkortdl fligg, egy napos korukban fert6zddott
libaknal nagyjabol egy hét, mig 3 hetes allatoknal akar két hét is lehet (Palya és mtsai.,
2004).

A GHPV el6szor feltehetéen az érfalak epithél sejtjeiben replikalddik, ami (az elsé
elvaltozasként) arteriolitiszt okoz (Lacroux és mtsai., 2004; Palya és mtsai., 2004). Az
észlelhet6 klinikai tinetek csak néhany oraval az elhullas el6tt jelentkeznek. Az allatok
egy helyben gubbasztanak, majd révidesen kébmaba esnek, és elpusztulnak (Bernath és
mtsai., 2006; Kisary, 1993). Idilt korfejlédés esetén kdszvény és santasag jelentkezik
(Miksch és mitsai., 2002). Az elhullott allatoknal bér alatti 6démak, hasvizkér, a vesék
gyulladasa, ritkdbban vérzéses bélgyulladas figyelhetd meg (Lacroux és mtsai., 2004).
Utébbiak egyutt jarnak a vese tubulusok és a bélrendszer hamsejtjeinek nekrézisaval
(Lacroux és mtsai., 2004; Palya és mtsai., 2004). A Fabricius-féle tomlében a
fehérvérsejtek pusztulasa B-limfocita deplécidt okoz (Guérin és mtsai., 2000; Lacroux és
mtsai., 2004). A vese mikddési zavarai miatt a vérben megnévekszik a huagysav
koncentracioja (Guérin, 2008), ami natrium-urat képzédéséhez vezet, amely kronikus
fert6zés esetén kristalyokat alkot és lerakodik az izliletekben (Schettler, 1980).

A virus sziik szbvettropizmusu, az epithél- és a nyirok sejtek fertézésére
specializalodott (Shah, 1996), ami j6l magyarazza a korfejlédését, illetve elére vetiti a
fertézés immunszuppressziv hatasat.

A GHPV fert6zést eddig csak fiatal libaknal (Anser anser domesticus) irtak le,
illetve vadon él6 nyari ludaknal. Mas viziszarnyasok, igy a pézsmaréce is, ellenalléak a
betegséggel szemben (Guérin, 2008; Corrand és mtsai., 2011).

A virus gyors kimutatasara rendelkezésre alinak PCR és érzékenyebb real-time
PCR alapu médszerek (Guérin és mtsai., 2000; Reimar és Hermann, 2003; Leon és
mtsai., 2013). A virus a fert6z6tt sejtek magjabdl IF festéssel, vagy
elektronmikroszképpal kimutathaté (Guérin, 2000). A Vvirusellenes ellenanyagok
detektalhatéak ELISA és hemagglutinacio-gatlasi probaval (Zielonka és mtsai., 2006). A
virus izolalasa liba embrionalt tojasokon vagy vesébdl szarmazoé elsédleges epithél
sejteken torténik (Guérin és mtsai., 2000; Bernath és mtsai., 2006).

Mivel a tlinetek megjelenése utan a betegség mar nem gyogyithatd, az anyagi
veszteségek elkerllésének egyetlen médja a fertézés megelézése, amihez rekombinans
alegység vakcina all rendelkezésre (Maté és mtsai., 2009). A tojok tojasrakasi idészak
el6tti vakcinazasaval biztosithatd a fiokak védettsége, ami a fiatal allatok oltasaval a

fertézésre fogékony életkor végéig fenntarthato.
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4.6. A liba parvovirus

A GPV a Parvoviridae csaldd Dependoparvovirus nemzetségének &nallé
replikaciéra képes tagja (Brown és mtsai., 1995). A kapszid 20-22 nm atmérgji, burok
nélkali, ikozaéderes szimmetriaju. A GPV genomja nagyjabol 5000-5100 bp hosszusagu,
egyszalu DNS, melyet egymassal identikus, hajtliszerd, forditott, ismétlédé végzédések
(inverted terminal repeats) fognak koézre (Zadori és mtsai., 1995). Az 5° és a 3’ vég
azonossaga miatt a DNS-nek mind a pozitiv, mind a negativ szala fert6z6képes, az érett
virionokban az aranyuk 50-50%.

A genom két nyitott leolvasasi keretben legalabb hét fehérjét kédol. Az 5’ végi ORF
legalabb harom NS fehérjét, amelyek a virusgenom replikacidjaban jatszanak szerepet,
mig a 3’ végi ORF harom VP fehérjét, amelyek a kapszid felépitésében vesznek részt
(Qiu és mtsai., 2005), mig egy, a VP fehériek ORF-jével atfedd, alternativ leolvasasi
keret a viruskapszid 6sszeépulését aktivaldé fehérjét (assembly-activating protein). A
kapszidot nagyjabdl 50 VP3 fehérje (kb. 60 kDa), valamint 5-5 VP1 és VP2 fehérje (kb.
65 és 81 kDa) épiti fel (Zadori és mtsai., 1995).

A virus nem rendelkezik sajat polimeraz enzimmel, igy replikacidja sejt eredetii
fehérjék segitségével megy végbe. Ez részben magyarazza kortani jellemzéit is: gyorsan
osztédo sejtekben valé szaporodas (bélham-, szivizom- és limfoid sejtek),
embriokarositd hatas. A sejtekbe receptor kdzvetitett endocitozissal jut be, a sejtmagban
szaporodik, és a virion Osszeépllése is ott torténik. A térzsek patogenitasaért felel6s
genetikai faktorok egyel6ére nagyrészt tisztdzatlanok, bar korabbi vizsgalatok mar
bizonyitottak, hogy ha valtozas toérténik a receptor kotéhely aminosav szekvencigjaban,
az a gazdaspecifitas mellett a patogenitast is befolyasolhatja (Chang és mtsai., 2000).

A virussal valé fert6z6dés torténhet vertikalisan a tojasban, vagy kikeléskor a
szennyezett tojashéjtdl (Schettler, 1972). A virusok horizontalisan a szennyezett vizzel
és takarmannyal terjednek. Légzészervi uton vagy kot6hartyan keresztil tortént
fert6zésrél nincsenek adatok (Kisary, 1993). Szajon at torténé fertézéskor a virusok
el6szor a bélhamsejtekben replikalédnak, majd a vérrel terjednek tovabb mas szervekbe
(Iép, maj, vaz- és szivizom, stb.). A tlnetek sulyossaga szoros Osszefliggést mutat a
korral és a maternalis ellenanyagok szintjével. A virus altalaban a kikelés utani els6é négy
hétben okoz tuneteket. Ha az allatok germinativ uton vagy életuk els6 tiz napjaban
fert6z6dnek, akkor a mortalitds akar a 100%-ot is elérheti, és a fert6zés utan 11-12
nappal tetézik. A tinetek koézé tartozik a csbékkent viz- és takarmanyfelvétel,
étvagytalansag, kéros sovanysag, levertség, polydipsia és hasmenés (Schettler, 1971b).
Ha a madarak kéthetes koruk korul fert6éz8dnek meg, a tinetek kevésbé sulyosak:

kétéhartya-gyulladas, orrfolyas, néha a hastregi folyadék felhalmozddas miatt kitagult,
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16g6 has jelenik meg. A mortalitas a fert6zés utan 10 nappal tetdézik és elérheti a 60%-ot.
A fert6zést tulélt allatok névekedése visszamarad, tollasodasi zavarok jelentkeznek féleg
a nyakon és a haton (Derzsy, 1967; Schettler, 1971b). Kett6-négy hetes kor kozotti
megfert6z8dés esetén a mortalitas mar csak 25%-0s, négy hetes kor utan altaldban nem
éri el a 10%-ot. A tinetek kdzott a santasag, tollasodasi zavar, étvagytalansag és a
novekedésbeli visszamaradas figyelheté meg (Schettler, 1971b).

A GPV fertbzés akut fazisdban jellemzd a majgyulladas, szdvetelhalas a
majkapillarisok korul, valamint Cowdry-A tipusu zarvanytestek megjelenése a Kupffer-
sejtekben. A kronikus fazisban jellemz6 a bélgyulladas és izomsorvadas. A sziv
megduzzad, a szivcsucs lekerekedik, a szivizom elszinez6dik. A maj gyulladt,
hyperaemias, a hasuregben fibrines folyadék halmozddik fel. Idénként 6démak és
vérzések lathatdbak a combizomban. A szdjlregi nyalkahartya, a garat és a gége
diphtheroid elvaltozasokat mutathat (Derzsy, 1967; Nagy és Derzsy, 1968; Schettler,
1971b).

A GPV természetes gazdaallatai a hazilid és a pézsmaréce, de irtak mar le
fertézést kanadai ludnal (Branta canadensis) és sarki lidnal (Chen caerulescens) is
(Schettler, 1971a). Szerologiai vizsgalatok igazoljak, hogy a vadludfajok kozil a vetési
lud (Anser fabalis) és a nagy lilik (Anser albifrons) is fogékony lehet a GPV fertézésre
(Hlinak és mtsai., 1998). A t6kés réce és haziasitott fajtai viszont nem érzékenyek a
virusra, habar néhany napos korban kacsa tojashoz adaptalt GPV-vel a pekingi kacsa
parenteralisan fertézhetd, ennek azonban az allatorvosi gyakorlatban nincs kiilénésebb
jelentésége. A hazi tyuk és mas tyukfélék, illetve a pézsmaréce és a pekingi kacsa
hibridje (mulard kacsa) sem fert6zhet6 GPV-vel (Derzsy és mtsai., 1970; Schettler,
1971b; Hoekstra és mtsai., 1973).

A fertbzés tényének megallapitasara tdbb moddszer is létezik. Hagyomanyos
szdvettani vizsgalatkor tipikus esetben a mikroszkdpos elvaltozasok (a lymphohistiocytas
myocarditis, a szivizom elfajulas és a Cowdry-A magzarvanyok) egyuttes megléte utal a
betegségre, de rendelkezésre allnak immunoldgiai médszerek, mint az ELISA (Kardi és
Szegletes, 1996), immunfluoreszcens és immunhisztokémiai festés (Schettler, 1973;
Roszkowszky és mtsai., 1982; Alexandrov és mtsai., 1999, Takehara és mtsai., 1999),
vagy molekularis bioldgiai mddszerek, mint a PCR (Sirivan és mtsai., 1998; Chang és
mtsai., 2000). A virus izolalas hagyomanyosan liba embrionalis fibroblaszt sejteken
torténik (Kisary és Derzsy, 1974).

Mivel az érett virionok nagyon ellenalléak a kulsd kornyezeti hatasokkal szemben,
nehéz és koltséges egy allomany GPV mentességét megbrizni, ha pedig egyszer a
virusok megjelentek, akkor a mentesités gyakorlatilag megoldhatatlan. Az egyetlen

modszer, amellyel az anyagi veszteségeket meg lehet elézni, az allomany folyamatos
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vakcinazasa. Azonban a husznaposnal fiatalabb allatoknal az aktiv immunizalas az
immunrendszer fejletlensége miatt nem kelléen hatékony (Kisary, 1977). Azt, hogy az
allatok ne legyenek védtelenek életik elsé napjaiban (mikor egyébként is a
legfogékonyabbak a betegségre), passziv immunizalassal lehet elérni. A tojokbdl
szarmazo ellenanyagok elégséges szikimmunitast biztositanak, amely nagyjabdl 3 hetes
korig marad fenn, igy a kikelt fiokak védettek lesznek életuk elsé heteiben (Kisary, 1993;
Kelemen és mtsai.,, 1997). Az immunizalt tojokban a tojoszezon alatt a virusellenes
ellenanyagok szintje fokozatosan csokken, az idészak végén csak a kezdeti érték fele,
harmada. Amennyiben a neutralizacidés antitestek titere ekkor még 1:50 kordl alakul,
akkor a materndlis ellenanyagok még megfelel6 védelmet biztositanak a fidokaknak
(Kelemen és mtsai., 1997).

Az 1980-as, 1990-es évek soran leginkabb attenualt vakcindkat hasznaltak az
aktiv immunizalashoz. Az attenualt GPV tdrzseket elsédleges lud és pézsmaréce
fibroblaszt sejteken, illetve kacsa embridkban allitottak eld (Kisary és mtsai., 1978;
Gough és Spackman, 1982; Takehara és mtsai., 1998; Alexandrov és mtsai., 1999). A

rekombinans vakcinak fejlesztése az 1990-es években kezd6dott (Kisary és Toth, 1997).
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5. Anyag és modszer

5.1 PPV Kresse fertozo klonok készitése

A vad tipusu virus fert6z6 klonjat (pKresse) a Bergeron és munkatarsai altal leirt
modon hoztuk létre (Bergeron és mtsai., 1996), amihez a PPV Kresse torzset Dr. Peter
Tijssen bocs§jtotta rendelekzéslinkre. A kbvetkez6 lépésben ezt mbdositottuk a Zadori
és szerzétarsai altal korabban publikalt modszer szerint (2005). A mdodositas soran, a
pKresse klonban két nukleotidot kicseréltiink a SAT ORF-jében (T-2842—A és T-
2845—-C). Ezzel egy STOP kodont illesztettlink a leolvasasi keretbe, és megvaltoztattuk
az azt koévetd metionint kdédolod tripletet, amely iniciacidos kodonként funkcionalhatott
volna (2. abra). A valtoztatasok a VP fehérjében nem okoztak aminosav cserét. Az igy

atalakitott fert6zé klont pSAT -nak neveztik.

pKresse szekvenciija

DNS szekvencia 2820- ATGTGGAACAACACAACCCTAITAATGCAGGCACTGAATTGTCTGCAACAGGAA -2873
+IORF(VPl) V. E Q H N P I N A 8 T E L 8 A T G
H20RF(SAT) M W N N T T L L M Q A L NCULQ Q E

pSAT= szekvenciaja

DN szekvencia 2820- ATGTGGAACAACACAACCCTATAAACGCAGGCACTGAATTGTCTGCAACAGGAA -2873
+IORF(VP) vV E Q H N P I N A 8$ T E L S A T G
H20RFSAT) M W N N T T LSTOPT Q A L N C L Q Q E

2. abra. A vad tipusu és a SAT fert6z6 klon kozotti kildonbség. A szekvencia részlet a
SAT fehérje iniciaciés kodonjaval kezd6dik. A médositott nukleotidok és az érintett

aminosavak félkovér betlikkel lathatok.

5.2 Sejtkulturak

Az &ltalunk hasznalt PT sejteket Dr. Peter Tijssen bocsajtotta rendelkezéstinkre,
mig az AGE1.CR, AGE1.CRpIX és AGE1.CS sejtek (Jordan és mtsai., 2009) Dr. Ingo
Jordan laboratériumabdl szarmaztak. Valamennyi sejtvonalat (PT, CR, CS és CRplX) 75
cm?-es sejttenyészté flaskaban tenyésztettilk. Az alkalmazott tapfolyadék DMEM (4,5 g/l
glikézt és L-glutamint tartalmaz) (Lonza, Bazel, Svajc) alapu volt, amely 10% FBS-t
(PAA, Colbe, Németorszag), 1% penicillin-sztreptomicin oldatot (PAA, Coélbe,
Németorszag) és 1% natrium-piruvat oldatot (Lonza, Bazel, Svajc) tartalmazott. A
sejteket 37 °C-on, 5%-0s CO, szint mellett tartottuk fenn. A fert6zésekhez mindig 50%-

os konfluencigju sejtkulturat hasznaltunk.
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5.3 Szervmintak és kezelésiik

A szervhomogenizatumokat a Dr. Balint Adamtél kapott szervmintakbdl hoztuk
létre. A DuCV és a DHAV-1 minta fert6zott kacsa lépébdl, illetve majabol szarmazott, a
GPV és a GHPV mintakat fert6zott, fiatal libak majabol, illetve veséjébdl izolaltuk. Az
allatok kilénb6z6 magyarorszagi tenyészetekbdl szarmaztak, és mind természetes uton
fertéz6dtek meg. A koérokozok azonositasat az emlitett szervek felhasznalasaval a
Nemzeti Elelmiszerlanc Biztonsagi Hivatal Allatorvosi Diagnosztikai Igazgatésaganal
végeztek PCR és RT-PCR médszerekkel.

Els6 l1épésben a szervmintakat dérzsmozsar segitségével homogenizaltuk, majd 5
percig 10.000 RPM fordulatszamon centrifugaltuk. A feltluszokat 0,22 pm-es szlrén
atszlrtuk, és tapfolyadékkal 3x-os, 10x-es, 30%-0s és 100x-os higitasokat készitettliink

bel6lik, hogy a sejtek szamara esetlegesen toxikus hatasokat kikiiszoboljuk.
5.4 Fert6zések viziszarnyas virusokkal

Az AGE1 sejtvonalak permisszivitasanak meghatarozasahoz a 3x-osra, 10x-esre,
30x-osra és 100x-osra higitott szervhomogenizatumokbdl 100-100 pl-t mértink at 24-
vajatu sejttenyészté lemezre lerakott, nagyjabdl 50%-os konfluencigju (~1x10° db
sejt/'vajat) CR, CS és CRplX sejtekre. A fertézés utan 72 odraval a fert6zott sejtek
feltluszojabdl 100 pl-t atmértink frissen lerakott sejtekre. Ezt a Iépést tiz alkalommal
megismételtlk, igy az eredeti szervhomogenizatumokhoz képest a virusok mennyisége

legkevesebb 3x10'! szeresre higult.
5.5 PPV Kresse torzstenyészetek létrehozasa és titralasa

A vad tipusu és a mutans PPV Kresse torzstenyészetek el6allitasdhoz a pKresse
és a pSAT™ plazmidokat 75 cm*-es sejttenyészt6 flaskaban 1évé, 50%-os konfluencidju
(~4x10° db sejt) PT sejtekbe transzfektaltuk. A transzfekciéhoz TurboFect Transfection
Reagent-et (Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA) hasznaltunk, a gyart6é utasitasait
betartva. 120 éraval a transzfekciét kdvetéen 500 pl felliliszdval, 75 cm®es flaskara
letett, 50%-0s konfluenciaju PT sejttenyészetet fertéztink.

Tovabbi 120 6ra elteltével a virustartalmu felGluszét eltavolitottuk a sejtekrél, tizes
léptékl higitasi sort készitettiink beléle, majd 50%-os konfluencigju, 96-vajatu
sejttenyésztd lemezen 1évé PT sejteket fertdztiink vele (~2,5x10* db sejt/vajat). A
fertézott sejtek szamat 20 oraval késébb, IF festés alkalmazasaval allapitottuk meg,
majd a legmagasabb higitasi foknak és a fert6z6tt sejtek szamanak ismeretében

meghataroztuk a térzstenyészetek fert6z6 titerét.
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5.6 A PPV Kresse virustorzsek terjedésének osszehasonlitasa

24-vajatu  sejttenyészté lemezre lerakott, 50%-os konfluencigju (~1x10° db
sejt/vajat) PT sejteket fertéztliink alacsony multiplicitassal (MOI: 0,01). Két éraval késébb
a fellluszot lecseréltik, majd a sejteket 3%-os formaldehiddel, 2 éranként fixaltuk. Az
elsé fert6zott sejtek és a masodlagos fertézésekre utald fluoreszcens foékuszok
megjelenését, valamint a fokuszok ndovekedését IF festéssel kdvettiik nyomon.

Azért, hogy igazoljuk, hogy a megjelend fluoreszcens fékuszok masodlagos
fert6zésekbdl szarmaznak, nem pedig olyan fert6zott sejtek, melyek késébb Iéptek be a
sejtosztédas S-fazisaba, és igy kés6bb kezddddtt bennik a virus életciklusa,
tapfolyadékban 20x-osra higitott 3C9 (CRL-17, ATCC) monoklonalis, kapszid-specifikus
ellenanyaggal inkubaltuk 6ket a fert6ézés utani 4. ératdl. Ezzel megakadalyoztuk a sejtek
Ujrafert6z8dését és a fluoreszcens fokuszok képzédését. A 20x-os higitast egy
elékisérlet segitségével hataroztuk meg, ahol a fert6zés el6tt 1 oraig inkubaltuk a virus
tartalmu felUluszokat kulonb6zd higitasu ellenanyaggal, illetve kontrollként kezeletlen
virussal fert6ztik a sejteket. A 20x-os higitas volt a legnagyobb, amely képes volt

teljesen blokkolni a fert6zést.
5.7 Immunfluoreszcens festés

A 24-vajata lemezen 1évd sejteket szobahdmérsékleten, 300 pul, 3%-0s
formaldehiddel fixaltuk. 30 perc inkubalas utan a formaldehidet eltavolitottuk, majd
kétszer atmostuk a sejteket 500 ul IF pufferrel (1,5 g BSA, 30 ml 10x PBS desztillalt
vizzel feltéltve 300 ml-re). Ezt kévetéen 15 percig, 300 pul, 1%-0s Triton X-100-zal
kezeltik a mintakat. A Triton X-100 eltavolitasa és ujabb kétszeri mosas utan a sejteket
200 I, PBS-ben 5%-osra higitott, inaktivalt l6szérumban, 30 percig,
szobahdmérsékleten inkubaltuk. A 16szérum leszivasa és kétszeri mosas utan a sejteket
1 dran at, szobahdmérsékleten, IF pufferrel 40x-esre higitott, 3C9 PPV kapszid-
specifikus egérellenanyag oldatban valamint viziszarnyas virus specifikus savéban (1.
tablazat) inkubaltuk, melyeket Dr. Balint Adam bocsatott rendelkezésiinkre (megfeleld,
DuCV specifikus savdo nem volt elérhetd). Az ellenanyagok eltavolitasa és kétszeri
mosas utan 200 pl, IF pufferrel 500-szorosra higitott CF568 kecske anti-egér IgG-t (H+L)
(Biotium, Fremont, USA) vagy 60-szorosra higitott FITC-cel jeldlt anti-kacsa masodlagos
ellenanyagot (Nordic MUbio, Susteren, Hollandia) (amely keresztreakciot mutatott a liba
ellenanyagokkal) mértink a vajatokba, a sejtmagokat pedig 1 pg/ml koncentracioju
Hoechst 33342 reagens segitségével lathatova tettuk. A sejteket sotétben,
szobahémérsékleten, 1 6ran at inkubaltuk. A feleslegben jelen 1év6é — nem kotédé —

ellenanyagokat ismételt mosassal tavolitottuk el. A kiértékeléshez Axio Observer D1
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(Zeiss, Oberkochen, Németorszag) tipusu inverz fluoreszcens mikroszkopot

hasznaltunk.

1. tablazat. Az alkalmazott virus specifikus savok higitasai.

Virus Ellenanyag tipusa Sejtvonal
CR CR.pIX CS
DALY kacsa 1:300 1:300 1:300
DHAV-1 nti-kacsa
1.60 1.60 1.60
ellenanyag
GPV + liba szérum; 1:100 1:100 1:100
PV i-
G anti-kacsa 1:60 1:60 1:60
ellenanyag
SZ';':U\:_ liba 1:100 1:100 1:100
GHPV anti—kac,sa
1.60 1.60 1.60
ellenanyag

5.8 Real-time PCR

A viziszarnyas virusok kimutatasahoz hasznalt reakcié soran alkalmazott primerek
(2. tablazat) kozil a DuCV specifikus primereket Dr. Dan Adam, a Nemzeti
Elelmiszerlanc Biztonsagi Hivatal Allatorvosi Diagnosztikai Igazgatésaganak munkatarsa
tervezte az AY228555.1-es azonositdé szamu szekvencia alapjan. A tébbi primer
tervezéséhez génbankban talalhaté szekvencidkat hasznaltunk fel. A GPV-hez az
NC_0017001.1-es, a GHPV-hez a HQ681902.1-es, mig a DHAV-1 esetén az

NC_008250.1-es azonosité szamu szekvenciat vettik alapul.

2. tablazat. Viziszarnyas virusok kimutatasara felhasznalt primerek.

Virus Szekvencia Pozicio Méret Gén
- |
5-CAC CCT TAATAACCCTACCTT TG-3 90-112
DuCvVv 245bp rep
5-GACTCTTTG GCG CAATAT TCT TC-3 313-335
5-TTA GCC AGG CAGTGACTG TT-3 2120-2139
GHPV 362bp VP1
5-TAG CAT CCT TCA GAG GTG GT-3 2463-2482
5-GGC TTT GTA CTT CCT GGC TAT AAG TAT-3 2592-2618
GPV 508 bp VP1-2
5-GAG GCATTA CCC ACT CCATCG-3 3080-3100
5'-CAT TAT GGT GTG CAG TGT GG-3’ 3405-3424
DHAV-1 418 bp 2A3-2B
5-ACA CGG ACAACTTCATTT TCC-3 3803-3823
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A PPV genom képiaszamanak meghatarozasahoz hasznalt reakcié oldat 18,25 ul
desztillalt vizet, 2,5 yl DreamTagq puffert (Thermo Scientific, Waltham, USA), 0,5 ul dNTP
keveréket (2 mM) (Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA), 1 ul forward primert (5'-
CTT TAG CCT TGG AGC CGT GGA-3’), 1 ul reverse primert (5-AAC TAC CCT TAC
CTC TTG CTC TT-3) (20 pmol/ul) (Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA), 1 ul
tisztitott virus DNS-t, 0,5 pl DreamTaq DNS polimerazt (Thermo Fisher Scientific,
Waltham, USA) és 1,25 ul 20x EvaGreen™ Dye-t (Biotium, Fremont, USA) tartalmazott.

A reakcid 5 perces, 95 °C-os el6denaturacios lépéssel kezdddott, amit 40
ismétl6dé ciklus kovetett. A ciklus elsé lepése 95 °C-os, 30 mp-es denaturacié volt. Ezt
kovette az 58 °C-os, szintén 30 mp hosszusagu lépés, amely a primer kotédés
szakasza. A harmadik, 72 °C-os, 50 mp hosszusagu lépésben szintetizalddott az uj DNS
szal. A 40. ciklus utan 72 °C-os, 5 perc hosszusagu, végsé szintetizald |épés
kovetkezett.

A viziszarnyas virusok kimutatasahoz hasznalt reakcio oldat a DNS virusok esetén
18,25 pul desztillalt vizbdl, 2,5 ul Dream Taq pufferbél (Thermo Scientific, Waltham, USA),
0,5 ul dNTP keverékbdl (2 mM) (Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA), 1-1 ul forward
és reverz primerbdl (40 pmol/ul) (Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA), 1 ul tisztitott
virus DNS-bél, 0,5 ul DreamTaq DNS polimerazbdl (Thermo Fisher Scientific, Waltham,
USA) és 1,25 pl 20x EvaGreen™ Dye-bdl (Biotium, Fremont, USA) allt.

A DHAV-1 vizsgalatdhoz RT-PCR-t alkalmaztunk, amelynél a reakcio oldat 10,75
ul RNaz mentes desztillalt vizet (Qiagen, Venlo, Hollandia), 4 pl 5% OneStep RT-PCR
puffert (Qiagen, Venlo, Hollandia) 0,8 pyl dNTP keveréket (10 mM) (Qiagen, Venlo,
Hollandia), 0,8-0,8 ul forward és reverz primert (50pmol/ pl), 0,8 ul tisztitott virus RNS-t,
0,8 pl OneStep RT-PCR Enzim mixet (Qiagen, Venlo, Hollandia) és 1 pl 20x%
EvaGreen™ Dye-t (Biotium, Fremont, USA) tartalmazott. A h6mérsékleti kondicidkat a 3.

tablazat tartalmazza.

3. tablazat. A PCR kisérletek hdmérsékleti kondicioi.

DuCV GPV GHPV DHAV-1 ismétlés
reverz transzkripcio - - - - - - 50 °C 30 perc 1
elédenaturacio 95°C 5perc 95°C 3perc 95°C 3perc 95°C 15 perc 1
denaturacio 95°C 30mp 95°C 30mp 95°C 30mp 95°C 1perc
primer kétédés 50°C 30mp 55°C 30mp 53°C 30mp 53°C 1 perc 40
DNS szintézis 72°C 1perc 72°C 45mp 72°C 45mp 72°C 1 perc
befejez6 fazis 72°C 3perc 72°C 3perc 72°C 3perc 72°C 10 perc 1
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A reakcidkat StepOnePlus™ Real-Time PCR tipusu real-time PCR gépben
(Applied Biosystem, Waltham, USA) végeztik. A készilék a reakcid utan megallapitja a
keletkezett termékek olvadasi hémérsékletét. Az eredményeket csak akkor fogadtuk el,
ha az olvadasi gérbe nem mutatott aspecifikus termékeket.

A virusok mennyiségének meghatarozasahoz ismert kopiaszamu mintabdl, tizes
léptékl higitdssal sztenderd sort készitettink. Az ismert kopiaszamu minta
eléallitasahoz a fentiekhez hasonlé PCR-t allitottunk 6ssze, azzal a kilénbséggel, hogy
a reakcio oldatbdl a 20x EvaGreen™ Dye-t (Biotium, Fremont, USA) kihagytuk, és
helyette desztillalt vizet mértiink a csOvekbe. Templatként a pKresse fert6z6 klont (a
PPV kisérletekben) vagy a szervhomogenizatumokbdl tisztitott virus nukleinsavat (a
viziszarnyas virusok vizsgalatakor) hasznaltuk. A PCR termékeket agardéz gélen
elvalasztottuk, majd a DNS-t NucleoSpin® PCR Clean-up Gel Extraction Kit (Macherey-
Nagel, Duren, Németorszag) segitségével kitisztitottuk. A DNS mintak koncentraciojat
NanoDrop 2000 (Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA) tipusu spektrofotométerrel
mértik, majd a PCR termékek hosszanak ismeretében kiszamoltuk a mintakban |évé
virusfragmentumok képiaszamat, amihez egy interneten elérhetd kalkulatort hasznaltunk
fel (http://cels.uri.edu/gsc/cndna.html).

A real-time PCR kiértékelésekor a StepOne™ 2.2.2 vezérlészoftver automatikusan
regresszidos egyenest illeszt a sztenderd sor pontjaira. A kdpiaszamok meghatarozasat
minden mintan legalabb haromszor elvégeztik, és csak akkor fogadtuk el az

eredményeket, ha a determinacids egyutthato értéke 0,95-nél nagyobb volt.
5.9 Szaporodasi gorbe meghatarozasa

A PPV képiaszamok valtozasanak kovetéséhez 24-vajatu sejttenyészté lemezen
lévé PT sejteket fertéztlink (4 parhuzamos fert6zés) a vad tipusu és a SAT™ mutans
virussal magas és alacsony multiplicitassal (MOI: 0,01 és 3). A feltluszokbdl 0 és 96 h
kozott mintat vettiink, melybél a viralis DNS-t High Pure Viral Nucleic Acid Kit (Roche,
Bazel, Svajc) segitségével tisztitottuk ki a gyartd utasitasai szerint. Az igy nyert DNS
mintak kopiaszamat real-time PCR modszer alkalmazasaval allapitottuk meg (lasd
fentebb).

Azért, hogy a PPV Kresse torzs szaporodasi gorbéjébdl szarmazd eredményeket
Ossze tudjuk vetni az NADL-2 torzsnél kapott kordbbi eredményekkel (Zadori és mtsai.,
2005), az alacsony multiplicitasu fert6zésbél szarmazé felluluszok fert6zé titerét is
meghataroztuk (a fentebb ismertetett médon). A magas multiplicitasu fertézés fellluszéit
DNaz kezelésnek is alavetettik, hogy 6ssze tudjuk hasonlitani a kapszidba csomagolt,
érett virionok szamat és a halott sejtekbdl kiszabadulé maradék, szabad, DNaz szenzitiv,

viralis DNS mennyiségét a vad tipusu és a SAT ™ virusfert6zés kozott.
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A DNaz kezeléskor 200 ul virusos fellluszékhoz hozzaadtunk 20 uyl 10x DNaz
puffert (Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA) mely mar tartalmazott 25mM MgCl,-t,
valamint 4 ul 50 U/ul bovine pancreatic DNase |-et (Roche, Bazel, Svajc). A mintakat 90
percig inkubaltuk szobahémérsékleten, majd a virus DNS-t High Pure Viral Nucleic Acid
Kit (Roche, Bazel, Svajc) hasznalataval kitisztitottuk. A kezelt DNS mintak kdpiaszamat
szintén real-time PCR segitségével hataroztuk meg.

A DuCV, DHAV-1, GHPV és GPV izolatumokkal (amelyek pozitivak lettek a PCR
vizsgalatok soran) 24-vajatu sejttenyésztd lemezre lerakott, CR, CS és CRplX sejteket
fertéztiink alacsony multiplicitassal (MOI: 0,01). Két dra elteltével lecseréltik a sejteken
a tapfolyadékot. A fellluszokbdl a fertézés utani 4., 24., 48. és 72. 6éraban mintat vettink,
amelyekb6él a mar ismertetett mddon kivontuk a virdlis nukleinsavat. A virusok

mennyiségének valtozasat a fellluszéban real-time PCR segitségével kévettiik nyomon.

5.10 Apoptédzis és életképesség vizsgalat PPV-vel fertézott

sejteken

Az apoptotikus és a lizalt sejtek szamanak a kilénb6z6 virustorzzsekkel tortént
fertézések kozotti dsszehasonlitasahoz 24-vajatu sejttenyésztd lemezen fertéztik a
sejteket, magas multiplicitassal (MOI: 3). A fert6ézés utan a sejteket kiilénb6zd
idépontokban (0, 18, 24, 28, 36, 42, 48, 64, 72, 88 ¢6ra), sotétben inkubaltuk, 1 pg/ml
koncentracioju Hoechst 33342 reagens és 0,25 ug/ml koncentraciéju propidium-jodid
(Pl) oldatban, 1 6ran keresztil, szobahémérsékleten. Minden idépontban legalabb
harom-harom fert6zo6tt vajatot vizsgaltunk, amelyekben a sejteket elé6zéleg nem fixaltuk,
€s a membranjukat nem tartuk fel, illetve kontroll vizsgalatként harom, nem fert6zott
sejteket tartalmazé vajatot is bevontunk az elemzésbe. Az inkubacié végeztével a
sejteket kétszer atmostuk 500 pl PBS-sel, majd a vajatokrél Axio Observer D1 (Zeiss,
Oberkochen, Németorszag) tipustu inverz fluoreszcens mikroszképpal fotdkat
készitettink. Egy id6pontrol atlagosan 4-6 felvétel készult, melyeken leszamoltuk a
propidium-jodiddal fest6dd, tehat sértilt membranu sejteket, az apoptotikus sejtmagokat
és az dsszsejtszamot.

Apoptotikus sejtmagnak a Hoechst-reagenssel erésen fest6dd, kondenzalt, vagy
fragmentaldédott magokat tekintettliik, melyekben a pyknotikus magok mérete nagyjabdl
1-4 ym kozoétt volt (Hristov és mtsai., 2004). Minden id6pontnal legalabb 1000 darab
sejtet szamoltunk le, amihez legalabb 4 darab fényképre volt sziikség. Ez aldl csak a
fertézés kés6i szakasza volt kivétel, ahol a vajatok aljara rogzilt sejtek szama (mint
életképességi indikator) mar nem érte el a kezdeti érték 20%-at. A szamolast két

személy végezte, egymastol fliggetlenll. Az eredményeket atlagoltuk, és Mann-Whitney
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U-teszt alkalmazasaval hasonlitottuk 6ssze. Az volt a nullhipotézistink, hogy a két minta
azonos populaciobol szarmazik.

A sejtlizis mértékének meghatarozasahoz a sejtekrdl leszivott tapfolyadékban
meghataroztuk a laktat-dehidrogenaz enzim (LDH) aktivitasat is (Korzeniewski és
Callewaert, 1983; Legrand és mtsai., 1992; Georgen és mtsai., 1993). Ehhez a Roche
cég (Bazel, Svijc) altal forgalmazott Cytotoxicity Detection Kitet hasznaltuk a gyarto
utasitasait kovetve. Az abszorbanciakat 480 nm-es hullamhosszon mértik ELx800
ELISA plate reader (Dialab GMBH., Ausztria) mlszer segitségével. A tapfolyadék
hatterének meghatarozasahoz megmeértik a tiszta, sejtmentes médium abszorbanciajat

is. Az igy kapott értéket levontuk a fellluszék mérésekor kapott abszorbancia értékekbél.

5.11 Az ER morfolégiai valtozasanak és az ER stresszvalasz

fehérjéinek detektalasa PPV-vel fert6zott sejtekben

A 3-as multiplicitassal fert6zott sejteket a fert6zést kovetd 12-72 oéra kodzott
immunfluoreszcens festéssel vizsgaltuk. A korabban ismertetett mddszeren annyit
valtoztattunk, hogy az ER lathatéva tételére hasznalhato kalretikulin (Michalak és mtsai.,
1999) detektalasahoz els6dleges ellenanyagként 200x-osra higitott egér anti-kalretikulin
ellenanyagot, mig az ER stressz markerként hasznalhaté CHOP vagy Xbp1 fehérjék
(Samali és mtsai., 2010) kimutatasahoz 500x-osra higitott egér anti-CHOP (Thermo
Fisher Scientific, Waltham, USA) vagy 300x-osra higitott nyul anti-Xbpl (Santa Cruz
Biotechnology, Dallas, USA) ellenanyagokat hasznaltunk. Mivel a virus kimutatasara
hasznalt kapszid-specifikus ellenanyagunk is egér eredetl volt, ezért a fert6zott sejteket
PPV-vel fertézott sertés savdjaval mutattuk ki, amelyet Dr. Balint Adam, a Nemzeti
Elelmiszerlanc Biztonsagi Hivatal Allatorvosi Diagnosztikai Igazgatésaganak munkatarsa
bocsajtott rendelkezéslinkre. Masodlagos ellenanyagként 500%-os higitasu CF586 anti-
egér vagy 300x-o0s higitasu CF488a anti-nyul és 1000x-es higitdsu CF586 anti-sertés

ellenanyagokat hasznaltunk (Biotium, Fremont, USA).
5.12 ER stressz kivaltasa PPV-vel fert6zott sejtekben

24-vajatu sejttenyészté lemezen fertéztik a sejteket vad tipusu és SAT™ mutans
virussal alacsony és magas multiplicitassal (MOI: 0,01 és 3). A fert6zott sejteket a
fert6zést kovetben kuldnbozé iddintervallumokban ER stressz kivaltdsara képes kémiai
anyagokkal (MG132, thapsigargin, dithiotreitol (DDT)) kezeltik (Thermo Fisher Scientific,
Waltham, USA). Az alkalmazott koncentraciokat ugy Aallitottuk be, hogy mindegyik
aktivalja az ER stresszvalasz fehérjéit (amit 12 oraval a kezelések utan IF festéssel

ellenériztink), de a vizsgalati idén belil még ne legyen letalis a sejtek szamara. A
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vegyszereket tapfolyadékban higitottuk, az inkubacié 37 °C-on, 5%-0s CO, szint mellett
tortént.

fert6zést kévetd 0-5., 3-8., 5-10., 7-12. déraban végeztik, mig a 10 uM-os thapsigargin
kezelést a fertézés utani 2-4., 4-6., 6-8. 6raban. Az inkubacid végén a sejteket kétszer
atmostuk 500 pl PBS-sel, 1 ml friss tapfolyadékot meértink rajuk, és visszatettuk az
inkubatorba. Az alacsony multiplicitassal fert6zott sejteket a fertézés utani 20. 6raban
fixaltuk és (a fentebb ismertetett modon) IF festéssel detektaltuk a masodlagos
fert6zésekre utalé fluoreszcens fékuszokat. A magas multiplicitasu fertézésnél a fertézés
24. ordjaban leszivtuk a sejtekrél a tapfolyadékot, amelyb8l a korabban leirt médon
kitisztitottuk a viralis DNS-t. A képiaszamokat real-time PCR segitségével allapitottuk
meg (lasd fentebb), valamint a mar ismertetett médon meghataroztuk a feluluszokban a

virusok fert6z6 titerét is.
5.13 UV-fénnyel kivaltott stressz

A magas multiplicitassal fert6zott sejteket (MOI: 3) a fertézés 0., 3., 9. és 12.
orajaban, 5 percen keresztll sugaroztuk UV-C fénnyel, melyhez a sejtektél 50 cm
tavolsagra elhelyezett, 30 W teljesitményl UV-lampat hasznaltunk. El6zéleg
immunfluoreszcens festés segitségével megbizonyosodtunk réla, hogy a kezelés nem
aktivalja az ER stresszvalasz fehérjéit. A fellluszdkat itt is a 24. éraban gydjtottik dssze
a sejtekrél, és a mar emlitett médon meghataroztuk bennik a virusok képiaszamat és

fert6z6 titerét.

514 A SAT-DsRed és a CHOP-DsRed fuziés konstrukciok
eléallitasa

A Ds-Reddel jeldlt SAT és CHOP fuziés konstrukcidkat a DsRed-Monomer-N1
plazmid (Clontech, Mountain View, USA) médositasaval allitottuk elé, amelyhez a SAT
és a CHOP gént tartalmazé DNS fragmenteket PCR soran amplifikaltuk. Ehhez a PPV-
SATf (5-GC GGTACC ATG TGG AAC AAC ACA ACC CTA-3), a PPV-SATr (5-CG
GGTACC TT GAT GTA TGA GTC TTG ATG CGT-3), a F-CHOP-DsRed (5-GC
AAGCTT ATG GCA GCT GAG TCA TTG CCT-3) és a R-CHOP-DsRed (5-GC
GGATCC CG TGC TTG GTG CAG ATT AAC CAT-3’) primereket hasznaltuk. A templat
a SAT gén esetében a pKresse fert6z6 klén volt. A CHOP esetében a fert6zott PT
sejtekbdl el6szér RNS-t tisztitottunk RiboZol (Amresco, Solon, USA) alkalmazasaval,
majd reverz transzkripciéval, Superscript Ill enzim (Thermo Fisher Scientific, Waltham,
USA) és az R-CHOP-DsRed primer felhasznalasaval cDNS-t allitottunk eld, mindkét

esetben betartva a gyarté utasitasait.
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A reakcié oldat 17,25 ul desztillalt vizet, 5 pl 5x puffert (Thermo Scientific,
Waltham, USA), 0,5 pl ANTP keveréket (2 mM) (Thermo Fisher Scientific, Waltham,
USA), 0,5 ul forward primert, 0,5 ul reverse primert (40 pmol/pl) (Thermo Fisher
Scientific, Waltham, USA), 1 ul templat DNS-t vagy cDNS-t és 0,25 ul Phusion Hot Start
DNS polimerazt (Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA) tartalmazott.

A reakcio 5 perces 95 °C-os el6denaturacios lépéssel kezd6dott, majd egy 40-szer
ismétlédé ciklus kovetkezett, aminek elsd lépése 95 °C-os, 30 mp hosszusagu
denaturacié volt. Ezt kovette a SAT gén esetében egy 58 °C-os, mig a CHOP gén
amplifikaciéjakor egy 59 °C-os, szintén 30 mp-es szakasz. Végul a harmadik, 72 °C-os,
1 perc hosszusagu lépésben szintetizalodott az uj DNS szal. A 40. ciklust egy 5 perc
hosszusagu, 72 °C-os végs6 szintetizald lépés kovette.

A PCR termékeket agardz gélen elvalasztottuk, majd a DNS-t NucleoSpin® PCR
Clean-up Gel Extraction Kit (Macherey-Nagel, Diren, Németorszag) segitségével, a
gyarto utasitasi szerint kitisztitottuk. Az izolalt fragmenteket és a DsRed-Monomer-N1
plazmidot Kpnl vagy Hindlll és BamHI (Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA)
restrikcios endonukleazokkal emésztettiik, majd T4 ligaz (Thermo Fisher Scientific,
Waltham, USA) felhasznalasaval, a gyarté altal javasolt moédon, a komplementer

végzdodeési fragmenteket Osszeillesztettik.
5.15 A plazmidok transzformalasa, ellendrzése és tisztitasa

Kémiailag kompetenssé tett DH5a sejteket 5-10 perc alatt jégen kiolvasztottunk,
majd 50 ul kompetens sejthez 1 pl, a fentiek szerint elkészitett ligatumot mértink.
Elkeverés utan 30 percig jégen tartottuk a mintakat, majd kévetkezett egy 90 mp
hosszusagu, 42 °C-os inkubacio. A hésokk utan 750 pl antibiotikum-mentes folyékony
LB tapoldatot adtunk a sejtekhez, 45 percig inkubaltuk éket 37 °C-on, majd 1 percig,
6000 RPM fordulatszamon és 4 °C-on centrifugaltuk 6ket. A felesleges tapoldatot
eltavolitottuk a cso6vekbdl ugy, hogy nagyjabol 100 pl maradjon, amelyben
felszuszpendaltuk a sejteket, majd kanamicin tartalmu szilard LB taptalajra szélesztettuk.
Egy éjszakan at tarté 37 °C-os inkubacié utan a telepeket steril pipettahegy segitségével
folyékony LB tapoldatba helyeztik, és egy ujabb éjszakan at inkubaltuk 37 °C-on, 200
RPM fordulatszamon.

A baktériumos tapoldatbdl 1,5-1,5 ml-t eppendorf csdévekbe mértink, majd a
mintakat 1 percig, 6000 RPM fordulatszamon, 4 °C-on centrifugaltuk. A csévekbdl
eltavolitottuk a tapoldatot, majd a baktériumokat 200 pl izotdnias oldatban (50 mM
glukéz, 25 mM Tris [pH: 8], 10 mM EDTA [pH:8]) felszuszpendaltuk. A szuszpenziékhoz
hozzaadtunk 200 pl-t lizalo oldatot (1% SDS, 0,2 M-os NaOH, steril DV-ben feloldva), a

mintakat évatosan elkevertik, majd a csdvekbe mértink ujabb 200 pl-t a harmadik
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oldatbdl (3 M-os kalium-acetat, 11,5% ecetsav, steril DV-ben higitva), és keverés utan
10 percig, jégen allni hagytuk. Az inkubalas utan a csdveket 5 percig, 13000 RPM
fordulatszam mellett, 4 °C-on centrifugaltuk, majd a fellluszékat atmértik uj eppendorf
csovekbe. A mintakhoz 450 ul izopropanolt adtunk, és ovatos elkeverés utan,
szobahdmérsékleten, 5 percig allni hagytuk 6ket, majd ujra 5 percig, 13000 RPM
fordulatszamon, 4 °C-on centrifugaltuk 6ket. A fellluszokat eltavolitottuk, a kicsapodott
DNS-t 500 pl, 70%-o0s etanollal mostuk. Egy utolsd, 1 perc hosszu, 13000 RPM
fordulatszamu, 4 °C-on tortént centrifugalas utan a feluluszokat eltavolitottuk, és hagytuk
a mintakat kiszaradni. A DNS-t 50 yl RNazos 0,5x TE-ben vettik fel.

Annak ellen6rzésére, hogy a plazmid valéban tartalmazza az inszert DNS-t, a
tisztitott plazmidot a klonozashoz hasznalt hasité enzimekkel emésztettik, majd a
keletkezett termékek méretét agardz gélelektroforézis segitségével ellenériztik.

Amennyiben a termékek meérete megfeleld volt, a megmaradt baktériumos
tapoldatot (starter tenyészetnek hasznalva) atmértiik 100 ml folyékony LB tapoldatba és
37 °C-on, egy éjszakan at, 200 RPM fordulatszamon razattuk. A plazmid DNS
tisztitasahoz a Geneaid™ Midi Plasmid Kitet hasznaltuk (Geneaid Biotech Ltd., Uj-

Tajpej, Tajvan), betartva a gyarté utasitasait.
5.16 A SAT- és a CHOP-DsRed plazmidok transzfekcidja

A SAT-DsRed plazmidot PT sejtekbe transzfektaltuk TurboFect transzfekcios
reagens (Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA) segitségével, kévetve a gyartd
utasitasait. A transzfekcio utan kuldonb6zd idépontokban (16 és 48 dra kdzott 4 dranként)
fixaltuk a sejteket és IF festés segitségével vizsgaltuk a CHOP és az Xbp1 fehérjék
aktivalodasat, valamint az ER-ban bekdvetkezé morfoldgiai valtozasokat. A kisérleten
annyit valtoztattunk a fentiekben leirtakhoz képest, hogy a CHOP és a kalretikulin
kimutatasahoz hasznalt masodlagos ellenanyagunk ezuttal egy CF488a anti-egér
ellenanyag (Biotium, Fremont, USA) volt.

Annak érdekében, hogy a Vvirusfertbézés hatasat a CHOP sejten bellli
lokalizaciéjara megvizsgalhassuk, a CHOP-DsRed plazmidot kotranszfektaltuk a
pKresse és a pSAT fert6zd klonokkal. Ehhez szintén TurboFect transzfekciés reagenst
(Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA) hasznaltunk, de a gyarté altal javasolt
protokollon a kdvetkezdk szerint valtoztattunk:

1 ug fert6z6 klon és 1 ug plazmid DNS-t felhigitottunk 10 pl MQ tisztasagu vizben,
majd 90 ul DMEM médiumot és 3 ul TurboFect reagenst adtunk hozza. Alapos elkeverés
utdn a transzfekcidés keveréket 20 percig, szobahémérsékleten &llni hagytuk. Az
inkubacié utan hozzaadtuk 1 ml tapfolyadékban szuszpendalt PT sejthez (nagyjabdl

1,6x10° darab sejt), és billendpadon, gyengéden razattuk. Harom o¢ra elteltével a
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csoveket 3600 RPM fordulatszamon, 2 percig centrifugaltuk, leszivtuk a fellluszékat,1
ml friss tapfolyadékban felszuszpendaltuk a sejteket, és a tovabbiakban 24-vajatu
sejttenyésztd lemezen tartottuk 6ket. A transzfekcio utan 12, 16, 24, 32, 40 és 48 éraval
fixaltuk a sejteket, és a fertézést IF festéssel mutattuk ki.

A fenti modszert kévetve a CHOP-DsRed plazmidot és a pSAT ™ fert6zd klént
kotranszfektaltuk PT sejtekbe (kOvetve a fenti protokollt), és a fert6zott sejteket 96 oraval
a transzfekcio utan IF festéssel detektaltuk. Kontrollként modositatlan DsRed-Monomer-
N1 plazmidot és a SAT-DsRed plazmidot is kotranszfektaltuk a pSAT™ és a pKresse

fert6z6 klénokkal.

5.17 A viziszarnyas virusok ciklusidejének és
fert6zéképességének megallapitasa

A virusok ciklusidejének meghatarozasahoz 24-vajatu sejttenyészté lemezre
lerakott, CR, CS és CRplX sejteket fertéztlink magas és alacsony multiplicitassal (MOI: 2
és 0,01). Két oraval a fertézés utan a tapfolyadékot lecseréltik, majd 2 éranként 3%-os
formaldehiddel fixaltuk a sejteket egészen a 48. 6raig. A fert6zott sejteket IF festés
alkalmazasaval mutattuk ki, a lentebb ismertetett mdédon. A ciklus kezdetének azt az
idépontot vettik, amikor el6szor detektaltunk fert6zott sejteket a magas multiplicitassal
fert6zott vajatokban, a végének pedig azt, amikor elészor jelentek meg masodlagos
fertézésre utalo fluoreszcens fokuszok az alacsony multiplicitassal fert6zott sejteknél.

A virusok fert6z6képességének, a sejtvonalak fogékonysaganak, illetve az IF
festés kimutatasi hataranak megallapitasahoz az ismert kdpiaszamu izolatumokbdl tizes
Iéptékd higitasi sort készitettlink, majd 24-vajatu sejttenyésztd lemezen ndévesztett CR,
CS és CRplX sejteket fertéztink. A fertézés utan 22 éraval a sejteket 3%-0s
formaldehiddel fixaltuk, és IF festéssel meghataroztuk azt a legnagyobb higitast, ahol
még lathatok voltak fertézott sejtek. A kopiaszam és a fertb6zott sejtek szamanak
ismeretében kiszamoltuk, mennyi virus volt szikséges egyetlen fert6zott sejt

detektalasahoz.
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6. Eredmények

6.1 A vad tipusu és a SAT mutans PPV Kresse virusok terjedése

Els6 lépésként arra voltunk kivancsiak, hogy a SAT elvesztése esetén a patogén
Kresse torzsben is kialakul-e a lassu ,terjedéses fenotipus”, mint ahogy azt az attenualt
NADL-2 térzsnél tapasztaltak. A terjedés sebességének dsszehasonlitasa érdekében a
SAT mutans és a vad tipusu PPV Kresse virussal fertéztink PT sejteket, kiilonb6z8
multiplicitassal.

Az alacsony multiplicitasu fertézések soran, kapszid-specifikus ellenanyagokkal, a
fertézés utani 12. draban tudtuk kimutatni az elsé fert6zott sejteket, amelyek szama a
késbbbiekben folyamatosan emelkedett. A vad tipusu virussal fertézott sejteknél elészor
a 20. odraban jelentek meg masodlagos fert6zésre utalé fluoreszcens fékuszok
(egymashoz kozel, csoportosan elhelyezkedd, fertézott sejtek), mig a mutans virussal
fert6zott vajatokban ilyeneket elészor csak a 24. éraban lattunk (3/A abra). A klldnbség
a két fertézés kodzott fokozatosan nétt. A 48. 6rara a vad tipusu virus szinte az 0sszes
sejtet megfertézte mar, mig a SAT  mutanssal fert6zott vajatokban egyre ndvekvd
fluoreszcens  fokuszokat detektaltunk. 3C9  kapszid-specifikus  ellenanyagok
tapfolyadékhoz adasaval blokkolni tudtuk a sejtekbdl kiszabaduld virusokat és igy a
fluoreszcens fokuszok kialakulasat (3/B abra) mind a két virustérzzsel tortént fertézés
esetén. A kapott eredmények jol egybevagtak virusok a kdpaiszamanak és a titerének
valtozasaival (4/A &bra). A vad tipusu virusnal mért értékek a fertézés 48. oraja utan
Iényegesen mar nem valtoztak, mig a SAT virusnal lasabb Utemben, de a 88. 6raig
folyamatosan névekedtek.

A magas multiplicitasu fert6zéskor nem tapasztaltunk ekkora eltérést a két
virustorzs kozott (4/B abra). Mig a SAT™ virusfertézéskor a kdpiaszamok ndvekedése
csak a 22-24. ora kdzott kezd6dott meg, addig a vad tipusu virusnal mar a 18-20. 6ra
kozott elindult, és a mutans virus képiaszama végig a vad tipusu virusnal mért értékek
alatt maradt. A kildonbség azonban nem emelkedett egy nagysagrend folé (a fert6zés
utani 22. 6raban és 46-48 6ra kozott volt a legmagasabb), raadasul az eltérés még
alacsonyabb volt, ha a DNaz kezelés utan megmaradt (tehat csak a kapszidba
csomagolt nukleinsav) kopiaszamot néztik. A legnagyobb kulénbség a 48. 6raban volt
lathatd, mely utéana fokozatosan eltiint, és a 84. orara gyakorlatilag egyenl6 értékeket
kaptunk (2,10x10'%/ml a vad tipusu és 1,99x10'%/ml a mutans virusnal). Utdbbi valtozas
j6l megfeleltetheté az alacsony multiplicitasu fert6zésnél tapasztaltakkal. A teljes és a

DNaz kezelés utani kopiaszamok 6sszehasonlitasabdl az is kiderdlt, hogy a vad tipusu
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virussal tortént fert6zéskor tébb DNaz szenzitiv (részleges, vagy nem kapszidba
csomagolt) viralis DNS szabadult ki a sejtekbdl.

A. 14 h 20 h
vad
tipus
S(L;i:n 10(.)_p.m
. . . .
h 48 h
vad
tipus
100 pm
- . . .
B.

Kezeletlen

3C9 ellenanyaggal inkubalva
a fert6zés elotti 1. 6ratdl

e ..

a fert6zés utani 4. oratdl.

3. abra. A vad tipusu és a SAT mutans PPV Kresse virusok terjedése alacsony
multiplicitasu ferté6zésnél (MOI: 0,01), PT sejtvonalon. A fert6z6tt sejteket kapszid-
specifikus ellenanyaggal jel6ltuk (piros), a sejtmagokat Hoechst 33342 reagenssel (kék)
festettlik. A) A virustorzsek terjedése kilonb6z6 id6pontokban. B) A virusneutralizacios

kisérlet eredménye a vad tipusu virusfertézéskor, a fertézés utani 24. 6raban.

39



1,0E+12
1,0E+11
1,0E+10

1,0E+09 . .
mmm Vad tipus titer
1,0E+08

1,0E+07 SAT- titer

- - - I
1.0E406 ' . - L —4—Vad tipus
1,0E+05 I SAT-
1,0E+04 - :[
1,0E+03 - -
1,0E+02 I I
72 88 96

0 16 24 40 48 64

Kopiaszam és fertozo titer/ml ;r’

1dé (h)
B.
1,0E+11
= 1,0E+10 i i X o
L - ’ .
‘% 1,0E+09 = Vad tipus DNaz
7]
'g B SAT- DNaz
o 10E+08 =T i '
M —a—Vad tipus
1,0E+07 SAT-
1,0E+06 y ,

12 14 16 18 20 22 24 26 28 36 38 40 42 44 46 48 64 72 84
Idé (h)
4. abra. Képiaszam és fert6z4 titer valtozasok a virusfert6zés lefolyasa soran a fert6zott
sejtek feluluszéjaban. A) A kdpiaszam és fert6z6 titer valtozasa alacsony multiplicitasu
fertézés esetén (MOI: 0,01). B) A teljes és a DNaz kezelés utan mért kdpiaszamok a

magas multiplicitasu fert6zéskor (MOI: 3).

6.2 Citopatogén hatasok a vad tipusu és a SAT mutans PPV

Kresse fertozés soran

Miutan lattuk, hogy a két PPV tdrzzsel tortént fertbzések soran a termel6dott
virusok mennyisége kozel azonos volt, azt feltételeztik, hogy a terjedésbéli
klldnbségekért a virustorzsek eltérd erdsségl citopatogén hatasai felelések. Ezért a
kdvetkezd lépésben a fert6zott sejteknél megfigyelheté apoptézist, nekrozist, sejtlizist és
az 6sszejtszamot vizsgaltuk (utébbinal csak a vajatok aljahoz még régziilt sejteket vettuk

figyelembe).
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A vad tipusu virussal fert6z6tt sejtek fellluszéjaban mért LDH aktivitas
folyamatosan novekedett a vizsgalt id6szakban (5/A abra). A ndvekedés kuléndsen
gyors volt a fert6zés 24. és 64. 6raja k6zott, majd a vizsgalt idészak végéig (88 6ra) csak
enyhe tovabbi emelkedést tapasztaltunk. A mutans virussal fert6zott sejteknél mért
enzimaktivitas a fertézés 64. orajaig csak enyhe ndvekedést mutatott, igy a 64. éraban
csak kevesebb mint fele akkora értékl volt, mint a vad tipusu virussal fert6zott sejteknél.
A 64. és a 88. 6ra kozott viszont gyors emelkedés kdvetkezett, amelynek kdvetkeztében
a fert6zés 88. drajaban mar kdzel azonos értékeket mértink a kilénbdzé virussal
fert6zott sejtek fellluszojaban. Megfigyeltuk tovabba, hogy az elsé 48 orat vizsgalva, a
vad tipusu virussal tértént fertézéskor, az LDH értékek ndvekedése exponencialis volt
(R% 0,9946), mig a mutans virussal fertézott sejtek feliiliszojaban logaritmikus (R*:
0,9639).

Hasonl6 kildénbségeket tapasztaltunk a vajatok aljahoz régzilt 6sszsejtszam (mint
életképességi indikator) valtozasok vizsgalatakor, mint az LDH aktivitas mérése soran
(5/B abra). Mig a vad tipusu virussal fert6zott vajatban a 48. 6rara gyakorlatilag az
Osszes sejt elpusztult vagy mar nem régzilt a vajat aljahoz (csak a sejtek 6% maradt
meg a konfluens sejtszamhoz képest), addig a SAT™ virussal fert6zott sejtek szama 48-
72 ora kozott kezdett el meredeken csdkkenni. Ez ahhoz vezetett, hogy a 88. éraban
mar kézel megegyezett a kildnbdz6 virusfertézéseknél latott sejtszam (4% és 10%).

A sejteken végzett Pl festés megmutatta, hogy a SAT™ virussal fert6zott (de a vajat
aljarél még nem levalt) sejtek tovabb megdrzik sejtmembranjuk integritasat, mint azok,
amelyek a vad tipusu virussal voltak fertézve (5/C abra). A pyknotikus és karyorrhektikus
(apoptotikus) sejtmagok aranya (14% a vad tipusu és 8% a mutans virusfert6zésnél a
48. 6raban) végig a PI pozitiv sejtek aranya alatt maradt, és csak enyhe emelkedést
mutatott a fert6zés soran (5/D abra). A fertézést kdvetd 48 6raig a vad tipusu virussal
fertézott sejteknél minden vizsgalt idépontban magasabb értékeket kaptunk. A
kulonbségek a 28-48. oraig szignifikdnsak voltak (p<0,046), a késébbi idépontokban
pedig, a tul alacsony Osszsejtszam miatt mar nem lehetett érdemi kdvetkeztetéseket
levonni.

Tovabbi citopatogén hatasként, a fert6zés korai szakaszaban mind a két
virustérzzsel tortént fertézésnél jellemzd volt a sejtmagok méretének ndvekedése,

megduzzadasa (5/E abra).
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5. abra. Citopatogén hatasok a vad tipusu és a SAT™ mutans PPV Kresse torzsekkel

fertézott PT sejtekben. A) LDH aktivitas a fert6zott és a kontroll sejtek fellluszéjaban. A
maximalis abszorpcios értéket a 18. draban x szimbdélummal jeldltik. B) A sejttenyésztd
vajatok aljahoz rogzult sejtek szazalékos aranya. A nem fert6zott sejteknél a 24. éraban
kapott mennyiséget tekintettiik 100%-nak (itt volt a konfluencia is 100%). C) A rogzilt,
propidium-jodiddal fest6dd sejtek szazalékos aranya. Az értékeket a vad tipusu virusnal
48 ora utan, a tul alacsony 6sszsejtszam miatt mar nem abrazoltuk. D) A régzilt,
pyknotikus és karyorrhektikus sejtek szazalékos aranya. Az értékeket a vad tipusu
virusnal 48 6ra utan, a tul alacsony 6sszsejtszam miatt mar nem abrazoltuk. E)

Megduzzadt, felfuvddott sejtmagok a fertézés korai (22 6ra) szakaszaban.
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6.3 Az ER morfolégiai valtozasainak és az ER stresszvalasz

fehérjéinek kimutatasa

Mivel a SAT fehérjérdl ismert volt, hogy a sejtek ER membranjaban lokalizalodik,
ezért feltételeztik, hogy a jelenlétében megfigyelhetd erésebb citopatogén hatasokért az
ER stressz a felelés. Ennek igazolasara nyomon kovettik a fert6zott sejtek ER
morfologiajanak valtozasat, illetve az ER stresszre adott selejt fehérje valasz két
kulcsfehérjéjének, az Xbp1-nek és a CHOP-nak az aktivalédasat.

A magas multiplicitassal (MOI: 3) fert6zott sejteken végzett IF festés alapjan a PPV
fert6zés — fuggetlenul a SAT fehérje jelenlététél — az ER membranjanak kondenzaciojat
okozta a sejtekben, amely csomék, rogdk, holyagok kialakulasahoz vezetett, féleg a
sejtplazma magkoérli részein (6. abra). Az ER morfologiajanak megvaltozasaban nem

tapasztaltunk karakteres kulénbséget a vad tipusu és a SAT™ virussal fert6zott sejtek

kozott.
vad tipus SAT- nem fertézott vad tipus SAT- nem fertézott
- . . . - . .
28 h 48 h
PPV+ savo
— —
10 pm 10 pm

6. abra. Az ER morfoldgiai valtozasai PPV-vel fert6zott PT sejtekben. Az ER-t anti-
kalretikulin ellenanyagokkal (piros) jel6ltik, mig a fertézott sejteket PPV pozitiv savoval
tettik lathatova (zold).

Szintén nem volt kildnbség az UPR reverzibilis szakaszaban szerepet jatszé Xbp1
fehérje aktivaciojaban. A fehérjét mind a két virustdrzzsel tortént fertézés 14. érajatodl ki
tudtuk mutatni, leginkabb a sejtek magjaban, idénként a citoplazmaban is. A 16-18. éra
k6zott meredeken nétt azoknak a fertézott sejteknek a szama, melyekben aktivalédott.
Ez az érték a fertézés 18. drajaban, nagyjabol 95%-on tetézott (7/A abra), majd
meredeken csdkkeni kezdett, és a 20. éraban mar csak a fertézott sejtek kdzel 5%-aban
volt kimutathatd. Erdekes modon a SAT™ virussal fertézott sejtekben a fertézés utani 60.
Ora kdérnyékén ujra detektalhato volt a citoplazmaban és a sejtmagokban, bar ekkor mar
a nem fertézott sejtekben is kimutathato volt (7/C abra).

Az UPR irreverzibilis szakaszaban szerepet jatsz6 CHOP a vad tipusu virussal
fert6zott sejtekben a 22. 6raban volt elészér kimutathatd, nagyjabdl a fertézott sejtek

20%-anak a sejtmagjaban (7/B &bra) jelent meg. Ez az érték a 24. éraban, 75%-on
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tet6zott és nem valtozott Iényegesen a fertézés 36. orajaig. A SAT ™ virussal fert6zott
sejtekben a fehérje szintén a 22. 6ratdl volt kimutathato (itt is a fertézott sejtek 20%-
aban) és aranya a 24. 6raban tet6zott, de alacsonyabb szinten (41%), és végig a sejtek
magja korul lokalizalodott. Ez az érték a fert6zést kdvetd 36. oraig nem valtozott, majd

fokozatosan csokkeni kezdett, és 48 6ra utan a fehérje mar nem volt kimutathaté.

anti-kapszid

Xbpl

A. Hoechst

vad tipus

SAT-
nem
fertdzott
20 pm
B. Hoechst PPV+ savo CHOP
. . . e
nem
fertdzott
2(')_;11'11
C. Hoechst anti-kapszid
nem
fertézott
10 4o

7. abra. Az ER stresszvélasz fehérjéinek lokalizacioja PPV fertézés soran. A) Az Xbpl
ER stressz marker (z6ld) lokalizacidja vad tipusu és SAT™ PPV-vel fert6zott sejtekben
(piros) a fert6zés 18. orajaban. B) A CHOP ER stressz marker (z6ld) lokalizaciéja vad
tipusu és SAT™ PPV-vel fert6z6tt sejtekben (piros) a fertézés 24. 6rajaban. C) Az Xbpl
(z6ld) aktivalédasa a SAT virussal fert6zott (piros) és a nem fertézott sejtekben (60.

6ra).
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6.4 ER stressz kivaltasa kémiai anyagokkal és hatasuk a PPV

fertozésre

Azért, hogy tovabbi bizonyitékokat szerezziink arra, hogy az ER stresszvalasz
aktivalasa képes befolyasolni a PPV fertézés lefolyasat, ER stressz kivaltasara alkalmas
kémiai anyagokkal kezeltunk fert6zott sejteket. Az alkalmazott koncentraciokat (10 mM
DTT, 20 yM MG132 és 10 yM thapsigargin) ugy allitottuk be, hogy a sejtek szamara még
ne legyen letdlis, de aktivalja az Xbp1 és a CHOP expresszidjat (8/B abra, csak az
MG132 kezelést tlntettuk fel).

A kezelés hatasara az alacsony multiplicitassal (MOI: 0,01) fert6zott sejteknél a
fert6zés 20. érajaban mar nem csak a vad tipusu, hanem a SAT" virusfert6zéskor is
lehetett masodlagos fert6zésekre utald fluoreszcens fokuszokat detektalni (8/A abra.). A
legerdésebb pozitiv hatast a fertézés utani 3-8. éras MG132 kezeléssel tudtuk elérni. A
DTT-vel inkubalt sejteknél is ez a kezelési intervallum bizonyult a leghatékonyabbnak,
viszont jelent8s sejtkarositd hatast is tapasztaltunk. A thapsigargin hasznalatakor pedig
le kellett roviditenlink a kezelés hosszat (6tr6l két érara), mert a vegyszer hosszabb
inkubalas esetén gatolta a fert6zést.

Az ER stressz kivaltasara képes vegyszerekkel kezelt és magas multiplicitassal
(MOI: 3) fert6zott sejtek felUliszojaban mért kdpiaszamok és titralasi eredmények
megerf@sitették az IF festés soran tapasztaltakat. Mindegyik kémiai anyaggal tortént
kezelés novelte a virusok felluliszoban mért kopiaszamat. A fertézés 7. drajaban indult
DTT kezelésnek volt a leger6sebb pozitiv hatasa a vad tipusu virus kopiaszamara
(4,41%-es nbvekedés), mig a fert6zés 3-8. éraja kozotti MG132 kezelés hatasara kaptuk
a legmagasabb képiaszamot (71,67x magasabb, mint a kezeletlen sejteknél) és titert a
SAT virussal tortént fertézésekor (9/A abra). Raadasul a vegyszerekkel kivaltott ER
stressz hatasara a mutans virus képiaszama majdnem minden esetben magasabb lett,
mint a vad tipusu virusnal mért értékek. Ez aldl csak a viszonylag késdi (a fert6zés 7. és
12. 6raja kozotti) DTT kezelés volt kivétel.

Vizsgalatainkat  kiterjesztetttk  UV-C  fénnyel kezelt sejtekre, hogy
megallapithassuk, a kezelések pozitiv hatasai mennyiben kotheték specifikusan az ER
stressz kialakulasahoz és mennyiben altalanos a stresszhez. Megallapitottuk, hogy a
besugarzas nem vezetett sem az Xbpl, sem a CHOP aktivalodasahoz (8/B abra), illetve
azt, hogy hatasa a vad tipusu és a mutans virus képiaszamara enyhén negativ vagy
semleges volt (9/B abra).

A felUluszoék fert6z6 titerének megallapitasakor kapott eredmények jol egybevagtak

a képiaszamok mérésénél kapott értékekkel (9/C abra). Ez aldl csak az UV-fénnyel
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besugarzott sejtek jelentettek kivételt, ahol két nagysagrenddel alacsonyabb értékeket

kaptunk, mint a kezeletlen sejteken végzett fertézéseknél.

DTT, 3-8 h MG132, 3-8 h Thapsigargin, 2-4 h
10 mM 20 uM 10 uM

o -

A. Kezeletlen

vad tipus

SAT-

B. Hoechst Xbpl CHOP Hoechst Xbpl CHOP

MG132 UV-C fény

8. abra. A vad tipusu és a SAT™ mutans PPV Kresse terjedése ER stresszt kivaltd
kezelés utan, alacsony multiplicitasu fertézésnél (MOI: 0,01). A) A fertézés 20. 6rajaban
fixalt, fert6zott PT sejtek. A fertézést (piros) anti-kapszid ellenanyagok hasznalataval
detektaltuk, a sejtmagokat Hoechst-reagens (kék) segitségével tettiik lathatova. B) Az
Xbp1 (zdld) és a CHOP (piros) aktivalédasa 20 uM MG132-vel és UV-C fénnyel kezelt

sejtekben 12 éraval a kezelés utan.
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A A képiaszamok a fertozés 24. érajaban.

m vad tipus
kezeletlen
SAT-
kezeletlen

=vad tipus DTT

1,0E+11

1,0E+10

BAvad tipus
MG132

OSAT-DTT

Kopiaszam/ml

10e+09 - Jf

u SAT- MG132

1,0E+08 . —— .
Kezeletlen 0-5h 3-8h 5-10h 7-12 h

Inkubalasi intervallumok (p.i.)

B. UV-fény kezelés hatasa a kopiaszamokra

1,0E+11
‘g 1,0E+10
E mvad tipus
=
‘s SAT-
S
2 10E409 | I I

1,0E+08

Kezeletlen

Kezelés 1d0pont]a (p.i.)
C Fertoz6 titerek a fert6zés 24. orajaban
[ ]

1,E411
1,E+10

1,E409

1,E+08 mvad tipus
1,E+07 SAT-
1,E+06 I

1,E+05

Kezeletlen DTT (3- Sh) MG132 (3-8h) UV (3h)
Kezelések

Kopiaszam/ml

9. abra. A kopiaszamok és fert6z6 titerek valtozasa a magas multiplicitassal (MOI: 3)
fert6zott sejtek fellluszojaban a fertézés 24. 6rajaban, ER stresszt kivaltd kémiai
anyagok és UV-C fény kezelés hatasara. A) A fertézés kulonbdzd intervallumaiban ER
stresszt indukald vegyszerekkel (20 uM és 10 mM DTT) kezelt sejteken mért
kopiaszamok. B) A kildnb6z6 idépontokban tortént UV-C fény kezelés hatasa a vad
tipusu és a SAT" virus képiaszamara. C) A vad tipusu és a SAT™ mutans virus fert6z4

titere a kezelt sejtek feltluszoéjaban.
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6.5 A SAT fehérje expresszidjanak hatasa PT sejtekben

Annak érdekében, hogy tovabbi megerdsitést szerezzink a SAT ER stressz
kivaltasban jatszott szerepérél, a fehérjét plazmidba klénoztuk, PT sejtekbe
transzfektaltuk, majd vizsgaltuk, hogy mas virusfehérjék jelenléte nélkul a SAT képes-e
az Xbp1 vagy a CHOP exressziojat aktivalni.

A SAT-DsRed plazmid PT sejtekbe transzfektalasa megmutatta, hogy a SAT
fehérje bnmagaban nem képes sem az Xbp1, sem a CHOP aktivalasara. Ugyanakkor a
normal virusfertézéshez hasonlé morfolégiai valtozast okozott a sejtek ER-jaban (10.
abra), amely a korai fazisban (transzfekcié utani 16. 6ra koéril) az ER membran sejtmag
korldli kondenzaciojaban, majd késdbb csomok, rogok, vezikulak kialakitasaban
nyilvanult meg. A Kkalretikulin, mint ER marker el6fordulasa a sejten belil jol
megfigyelhetéen egybeesett a SAT-DsRed lokalizaciéjaval. A transzfekcié 30. érajatdl
kezdve detektalhatok voltak er8sebben fest6dd, kondenzalédéd (apoptotikus) sejtmagok,
illetve folyamatosan csdkkent a még detektalhatd, transzfektalt sejtek szama. A 48. éra
utan mar nagyon kevés, SAT-DsRed fehérjét expresszald sejt volt lathatd, mig a csak
DsRed plazmiddal transzfektalt sejtek a transzfekcié utdn még 90 éraval is kimutathatok
voltak.
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SAT-DsRED
DsRed kalretikulin Hoechst  Osszeillesztett

.
KL

DsRED
DsRed kalretikulin Hoechst  Osszeillesztett

10. abra. Az ER morfoldgiai valtozdsa a SAT-DsRed-et expresszalo PT sejtekben. A
sejteket a SAT-DsRed, illetve kontrollként a DsRed (piros) plazmiddal transzfektaltuk, az
ER-t anti-kalretikulin ellenanyagokkal (z6ld) jeldltik, mig a sejtmagokat Hoechst-reagens

(kék) segitségével tettik lathatéva. A nyilak a transzfekcié késéi szakaszaban (30 6ra

utan) megjelend apoptotikus magokat jeldlik.
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6.6 A CHOP lokalizacidja PT sejtekben és hatasa a vad tipusu és

a SAT PPV Kresse virus terjedésére

Miutan a fert6zési kisérletek soran (a vad tipusu és a SAT™ mutans virus fertézése
kozott) a CHOP lokalizaciéjaban tapasztaltunk kulonbséget, arra voltunk kivancsiak,
hogy a vad tipusu virusferté6zéskor megfigyelt er6sebb citopatogén hatasok és gyorsabb
terjedés megjelenéséhez csak a CHOP sejtmagi lokalizacidjara van-e szikség?
Valamint, hogy a SAT fehérje mas virusfehérjék jelenléte nélkul képes-e befolyasolni a
CHORP sejten bellili eloszlasat?

Az altalunk létrehozott CHOP-DsRed plazmidrdl termel6dé fuzidos fehérie a
transzfektalt PT sejtek magjaban lokalizalodott. Ez nem valtozott akkor sem, amikor a
plazmidot a pKresse vagy a pSAT fert6zd kldnokkal egyitt transzfektaltuk a sejtekbe
(11/A abra). Megjelenése a magban mar viszonylag koran (a transzfekcidé 18. érajatél)
apoptozisra jellemz6, fragmentalddott sejtmagok kialakulasahoz vezetett (11/B abra)
egyes sejtekben, és a 48. érara gyakorlatilag az 6sszes transzfektalddott sejt elpusztult.

Amikor a CHOP-DsRed plazmidot a pSAT™ fert6z6 klonnal k6zésen transzfektaltuk
nem tapasztaltuk, hogy (0sszehasonlitva a pSAT  és a DsRed kotranszfekciojaval)
gyorsitotta volna a virus terjedését (11/C abra). Ezzel szemben a SAT-DsRed és a
pPSAT™ kotranszfekcidjakor a SAT virus terjedésének sebessége nagyjabdl megegyezett
a vad tipusu virus terjedésével (a kontrollként hasznalt pKresse és a DsRed plazmid

kotranszfekciojaval 6sszehasonlitva).
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pKresse és pSAT- és

CHOP-DsRed CHOP-DsRed CHOP-DsRed

A.  CHOP-DsRed

Hoechst

DsRed DsRed
anti- Ossze-

kapszid illesztett
C. PSAT- és DsRed PSAT- és CHOP-DsRed

kotranszfekcio kotranszfekcio

pSAT- és SAT-DsRed pKresse €s DsRed
kotranszfekcid kotranszfekcio

11. abra. A sertés CHOP lokalizacidja és hatdsa a vad tipusu és a SAT PPV Kresse
virus terjedésére. A virust anti-kapszid ellenanyagokkal (z6ld) mutattuk ki, a sejtmagokat
pedig Hoechst-reagenssel (kék) tettik lathatova. A) A CHOP-DsRed fuzids fehérje
(piros) kotranszfekcidja a fert6zd klonokkal és lokalizaciéja PT sejtekben a transzfekcio
uténi 24. éraban. B) A CHOP-DsRed citopatogén hatasa a transzfekcié 18. 6rajaban. A
fragmentalddott sejtmagot nyillal jeldltik. C) A SAT™ virus terjedése a pSAT™ fert6zd kion
CHOP-DsRed, illetve a SAT-DsRed plazmiddal tortént kotranszfekcidja utani 96. 6raban.
Kontrollként lathaté a vad tipusu virus terjedése a pKresse fert6z6 klon és a DsRed

plazmid kotranszfekcioja utan (96. 6ra).
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6.7 Viziszarnyas virusok koépiaszama pézsmaréce-eredetii

sejtvonalakon

Miutan a SAT fehérjével kapcsolatos kisérletek soran azt tapasztaltuk, hogy az IF
festés és a real-time PCR technikak egylttes hasznalataval pontosabb, arnyaltabb,
robosztusabb eredmények nyerhetéek a virusok terjedésérél és ciklusidejérél, ezért a
modszerek alkalmazasat kiterjesztettik alkalmazott kutatdasok soran hasznosithaté
sejtvonalak permisszivitdsanak vizsgalatara. Vizsgalatainkhoz olyan virusokat
valasztottunk ki, melyek mind képesek a viziszarnyas allomanyokban sulyos gazdasagi
karokat okozni (DHAV-1, DuCV, GHPV, GPV).

Els6 lépésben a fert6zott allatokbdl szarmazd szerveket homogenizaltunk, és a
bennik 1évé virusokkal pézsmaréce-eredetl, immortalizalt sejtvonalakat fertéztliink. Az
atoltasi sorozat végén mind a négy virus esetén tudtunk nukleinsavat detektalni a sejtek
feltluszojaban.

A DuCV esetében nem tapasztaltunk citopatogén hatast a fert6zott sejteknél, a
végsé kopiaszama pedig, két kiugré értéket leszamitva (10° és 107/ml) viszonylag
alacsony volt (10°/ml), és nem érte el a kiindulasi szervhomogenizatumban mért értéket
(4. tablazat).

Az atoltasok soran végig citopatogén hatas volt megfigyelheté a DHAV-1-gyel
fertézott vajatokban, az utolsd feliiliszokban pedig 107-10%/ml-es koépiaszamokat
detektaltunk (4. tablazat), mely kozel két nagysagrenddel magasabb érték, mint amit a
kiindulasi virusmintaban mértink.

A GHPV fert6zéskor nem minden esetben észleltiink citopatogén hatast, az utolsé
felliluszékban mért képiaszamok értéke pedig viszonylag nagy intervallumban, 10*/ml és
10°/ml kozoétt szérodott (4. tablazat). A CRpIX sejtvonalnal egy esetben nem tudtunk
nukleinsavat detektalni a fellluszéban, mig a CR sejtvonal fert6zésekor, két esetben
sikerult ugyan a virus DNS-t kimutatni, de az olvadasi gorbék tdbb eltéré méreti
(aspecifikus) terméket is mutattak a mintakban.

A GPV fert6zés soran erbs citopatogén hatas volt megfigyelheté mind a harom
sejtvonalon. A virus képiaszama az atoltasi sorozat végén nagyjabdl megegyezett azzal,
mint amit a szervhomogenizatumban mértiink (10°-10'/ml), kivéve a CS sejtvonalon,
ahol lényegesen magasabb értékeket kaptunk (4. tablazat). A CRpIX sejtvonal
fertézésekor az olvadasi gorbék alapjan egy esetben tobb termék is észlelhetd volt a

mintaban.
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4. tablazat. A viralis nukleinsav kopiaszama (kopia/ml) a kiindulasi virusmintakban és az
atoltasi sorozat végén, a kulonbozé sejtvonalakon. A ,—” szimbdlum azokat a higitasokat

jeldli, ahol nem tudtunk virust kimutatni, mig a *-gal jelolt adatokat a hibas olvadasi gorbe

miatt nem vettik figyelembe.

Higulas 10 Virusok
Sejtvonal atoltas
utan DuCV DHAV-1 GHPV GPV
3x10 3,60x10° 1,26x10° 7,53x10* 1,23x10’
CR.pIX 10x10™ 3,79x10° 7,49x10’ - 9,79x10°
30x10™ 2,59x10° 1,87x10° 5,62x10° 1,93x10’
100x10™ 2,06x10° 3,88x10° 1,91x10° *
3x10 6,67x10° 1,59%x108 * 6,89x10°
CR 10x10™ 2,77x10° 2,59x10° 6,82x10’ 1,03x10’
30x10M 1,69x10" 8,12x10° * 3,43x10’
100x10"* 3,35x10° 1,65%x10° 3,97x10° 1,02x10’
3x10 5,33x10° 1,25%x108 1,88%x10’ 5,81x108
cs 10x10™ 2,45x10° 2,49x10° 2,77x10° 1,34x10’
30x10" 2,76x10° 1,41x10° 3,47x10° 2,41x10°
100x10™ 5,45x10° 7,04x10° 4,40%10° 2,32x10°
Kiindulasi kopiaszam  1,39x10° 2,43%x10° 1,71%10° 5,70x10°

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

A virusok szaporodasanak tovabbi jellemzésére a kovetkezb6 |épésben egy

alacsony multiplicitdsu fertézés utan meghataroztuk a virusok képiaszamanak

szaporodasi gorbéjét a fert6zott sejtek feluluszojaban.

A DuCV szaporodasi gorbéje nagyjabdl megegyezett mind a harom vizsgalt

sejtvonalon (12. abra). A képiaszam ndvekedés a 24. 6ra utan kezd6dott és a 48-72 ora

k6zo6tt mar nem valtozott Iényegesen.

A DHAV-1 kopiaszam valtozédsa is nagyon hasonlé volt a harom sejtvonalon (12.

abra). A névekedés itt mar a fert6zést kdvetd 4. éra utan elkezd6dott, kildbndsen gyors
volt 24-48 6ra kdzo6tt, majd a 48. 6ra utan lelassult.

A GHPV szaporodasi gorbéje, a fert6zott sejtvonaltdl fliggben eltérd lefutasu volt
(12. abra). A képiaszam novekedés mindharom esetben a fert6zés 4. orgja utan
kezdddoétt, de a CR és a CS sejtvonalon a 48. 6raig visszafogottabb volt, ezért ekkor a
CRpIX sejtek fellluszéjaban mar koézel egy nagysagrenddel tébb virust tudtunk
kimutatni. A CR sejtek fertézésekor a kdpiaszam 48-72 6ra kdzott lényegesen mar nem
valtozott, a CRplX sejteknél a névekedés lassabban ugyan, de folytatddott, mig a CS

sejteknél a kopiaszam hasonlé mértékben névekedett, mint 24-48 6ra kdzott. igy a
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fertézés 72. o6rajara a CR és a CRplX sejtvonalak fellluszéjaban kdzel azonos
képiaszamokat mértink.

A CR és CS sejtvonalaknak GPV-vel térténd, alacsony multiplicitasu fertézésekor
(MOI: 0,01), lényegesen kevesebb volt a képzddott virusok szama (nagyjabdl
2,5x10%ml) (12. &bra), mint az atoltasi sorozat végén (10°-10%ml) (4. tablazat). Az
alacsonyabb kopiaszam eértékeket a CRplIX sejtek fertézésekor is tapasztaltuk, annak

ellenére, hogy itt volt a viruskopiaszam ndvekedés a leggyorsabb.

DuCV DHAV-1
1,00E+08 1,00E+08
E 1,00E407 E L,00E+07
E 1,00E+06 —+—(RpIX E 1,00E+06 —+—CRpIX
% —-a-(CR % —-CR
2 1,006405 £ 1,00E+05
~% ——CS g_ S
¥ 1,00E+04 X 1,00E+04
1,00E+03 1,00E+03
0 4 24 48 72 0 4 24 48 72
1d6 (h) 1d6 (h)
GHPV GPV
1,00E+08 1,00E+08
E 1,00E407 E 1,00E+07
E 1,00£:06 —CRAIX E 1 00E+06 ——CRpIX
3 —-CR N —aCR
S 1,00E+05 S 1,00E+05
g_ ——CS é_ —a—CS
¢ 1,00E+04 '@ 1,00E+04
1,00E403 1,00E+03
0 4 24 48 72 0 4 24 48 72
1dé (h) Idé (h)

12. abra. A vizsgalt viziszarnyas virusok szaporodasi gorbéje a harom sejtvonalon. A
sejteket alacsony multiplicitassal fertéztik (MOI: 0,01), a kdpiaszamokat pedig real-time

PCR segitségével hataroztuk meg a fertézés kilénb6z8 idépontjaiban.

6.9 A virusok ciklusidejének és a sejtvonalak fogékonysaganak
meghatarozasa

A sejtvonalak permisszivitasanak tovabbi megerésitése céljabdl (ahol elérhetéek
voltak virus pozitiv savok) a virusok szaporodasat IF festéssel is megerdsitettik,
valamint, a virusok ciklusidejét is meghataroztuk (a DuCV esetében virus pozitiv savo
nem allt rendelkezésre). Az IF festés bevonasaval arra is lehetéséglink adddott, hogy a
meghatarozzuk a sejtvonalak fogékonysagat az egyes virusokra, illetve a virusok
fertéz6képességét az egyes sejtvonalakra vonatkoztatva.
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A fert6zott sejteken elvégzett IF festési kisérletek megerésitették a real-time PCR
vizsgalatok eredményeit. Mind a harom vizsgalt virust (DHAV-1, GHPV, GPV) ki tudtuk
mutatni mind a harom sejtvonalon. A DHAV-1 esetében a sejtmagok arnyékat kirajzolo,
fest6dé citoplazma és a sejtmag egyik oldalan csoportosuld, fényes, perinuklearis foltok
jol megkulénboztethetéve tették a fertdézott sejteket (13. abra, csak a CRplX sejtvonalon
végzett IF festés). A magas multiplicitasu fertézéskor (MOI: 2) az elsé pozitiv sejteket a
fertézés 12. orjaban tudtuk detektalni (2 éraval korabban, mint alacsony
multiplicitasnal), mig a masodlagos fert6zéseket jelzd, fluoreszcens fokuszok az
alacsony multiplicitasu fert6zés (MOI: 0,01) 24. érajatol voltak megfigyelhetéek. Ezek
alapjan a DHAV-1 ciklusideje 10-14 6ra kozé tehetd.

A GHPV és GPV fertbzéskor ersen fest6d6é sejtmagokat lattunk, a virusok
replikaciéjanak bizonyitékaként (13. abra, csak a CRplX sejtvonalon végzett IF festés).
Az els6 fert6zott sejtek a GHPV esetében a fertézés (MOI: 2) 16. érajaban, mig a GPV
esetében a 14. oraban voltak észlelhetéek (2 oraval korabban, mint alacsony
multiplicitasnal). A polyomavirussal Ujrafert6z6dott sejtek a 30. édratdl, mig a
parvovirussal masodlagosan fert6zott sejtek a 28. ératdl jelentek meg. igy mind a GHPV,

mind a GPV ciklusideje 12-16 6ra kozé tehet6.

Hoechst Fert6zott sejtek Osszeillesztett

e
20 um +—

13. abra. DHAV-1, GHPV és GPV-vel fert6z6tt CRplX sejtek immunfluoreszcens

festése, alacsony multiplicitasu (MOI: 0,01) fertézés 24. érajaban. A sejtmagokat

Hoechst-reagenssel, a virusokat fert6zott allatok savojaval és FITC-cel jeldlt anti-kacsa

ellenanyaggal tettik lathatéva.
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A virusok fert6z6képességére és a sejtvonalak fogékonysagara az egy darab, IF
festéssel detektalhatd, fertézott sejt megjelenéséhez sziikséges viruskdpiaszamok
alapjan kovetkeztettlink. A kapott kopiaszamok 55 és 1705 kozott valtoztak (14. abra).

Mindharom sejtvonal a DHAV-1 fert6ézésre bizonyult a legfogékonyabbnak, a
kapott értékek pedig nagyon hasonléak voltak. A GHPV-bdél egy nagysagrenddel
magasabb képiaszamra volt szilkség a CS sejtek sikeres fert6zéséhez, mint a CR és
CRplX sejteknél. A GPV fert6zésre a CRplX sejtek voltak a legfogékonyabbak, kdzel egy
nagysagrenddel kevesebb virus elég volt az IF festéssel detektalhatd fert6zéshez.
Altalanossagban is a CRplX vonal bizonyult a legérzékenyebbnek, bar (a GPV fertézés

kivételével) kozel azonos értékeket kaptunk a CR sejteknél is.
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14 abra. Az AGEL1 sejtvonalak fogékonysaga a vizsgalt viziszarnyas virusok fertézésére
az egy IF festéssel detektalhato fert6zott sejthez sziikséges képiaszam alapjan. Az IF
festést a fertézés 22. érajaban végeztik, a kopiaszamokat real-time PCR

alkalmazasaval allapitottuk meg.
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7. Megbeszélés

7.1 A SAT fehérje hatasa a PPV Kresse virus terjedésére és a

fert6zott sejtek lizisére

A PPV NADL-2 térzsével végzett korabbi vizsgalatok bebizonyitottak, hogy a SAT
fehérje a fert6zott sejtek ER-jaban halmozodik fel és pozitiv hatassal van a virus
terjedésére (Zadori és mtsai.,, 2005). Eredményeink alapjan a fehérjének nagyon
hasonléak a jellemzbi a PPV Kresse térzsben is, igy a hianyaban bekdvetkezé ,lassu
terjedéses” fenotipus kialakulasa altalanos jelenségnek tekintheté a PPV torzsekneél. A
vad tipusu és a SAT Kresse torzzsel végzett in vitro fert6zési kisérletek azt is
megmutattak, hogy az elsd fertézott sejtek mindkét esetben, a fertézés utani 12. oratél
mutathatéak ki a kapszid-specifikus ellenanyagokkal (3. abra). Ez arra utal, hogy a
virusok bejutasa a sejtekbe, a dekapszidacio, a nukleinsav replikacioja, a virus fehérjék
szintézise és a kapszid dsszeépllése azonos sebességgel térténik, fliggetlenal a SAT
fehérje jelenlététdl.

Eltérést tapasztaltunk viszont a magas és alacsony multiplicitasu fertézésnél a
virus kopiaszamok novekedési lUteme kozott (4. abra). Alacsony multiplicitasnal jelentds
kilénbség mérheté a vad tipusu és a mutans virusok kdpiaszama és titere kdzott (tobb
mint harom nagysagrend) a fertézés 40-64. 6raja kozott (4/A abra). Ez a kilonbség jol
magyarazhaté a SAT" virus felszabadulas kezdetének a 3-4 éraval kés6bbre tolédasaval
(4/B abra), amely az ujrafert6zések soran, a virus tovabbi replikacios ciklusaban, tovabb
halmozddik, valamint a parvovirusok szaporodasahoz nélkuldzhetetlen osztodd sejtek
szamanak csokkenésével. Vizsgalataink alapjan egy nem fert6z6tt vajatban a sejtszam
tobb mint 2,5%-ére ndvekszik az elsdé 28 oraban, majd a ndévekedés a kdvetkezd 60
oraban drasztikusan lelassul (5/B abra).

Meglep6 mdédon, a magas multiplicitasu fert6zéskor Iényegesen kisebb (egy
nagysagrenden beldli) kildnbséget tapasztaltunk (4/B abra) a kopiaszamok kozoétt. Mivel
ebben az esetben az 6sszes sejtet egyszerre fertdztlik, a kildénbség két dologbdl
kovetkezhet: (I) Az egyik virus tobb utodvirust tud 1étrehozni, mint a masik, és/vagy (ll)
az egyik fertézés esetén, adott idépontban tdbb a lizalé sejt, igy tobb virus szabadul ki a
fert6zott sejtekbdl. A korabbi (Zadori és mtsai., 2005) és a jelenlegi vizsgalataink (4.
abra) azt mutattdk, hogy a vad tipusu és a mutans virus végsé kopiaszama kozel
azonos. Ezzel szemben a felUliuszokban mért LDH aktivitdsok kozott jelentés eltérést
tapasztaltunk (t6bb mint kétszeres kulénbség) a vad tipusu virus javara (5/A abra) a 48-
64. ora kozott, amely a masodik feltételezést tdmasztja ala. Ha a DNaz kezelés utan

maradt képiaszamokat nézzik, akkor a legnagyobb kulénbséget szintén a fert6zés 48.
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orajaban lathatjuk (4/B abra) (6,5x). Ekkor a vad tipusu virussal fert6zott sejteknek mar a
95%-a levalt a sejttenyésztd lemezrél, mig a SAT™ virussal fert6zott sejteknek csak a
15%-a (5/B abra). A 95% és a 15% jelentés kilonbség, ha a sejtszdmokat nézzuk,
viszont a kett6é aranya csak 6,33, mely kdzel azonos a kdpiaszamok kozott mért 6,5x-6s
kulénbséggel. Ez szintén azt tamasztja ala, hogy a SAT fehérje nem befolyasolja a
keletkezett virusok mennyiségét, hanem felgyorsitja a virusok kiszabadulasat a fert6zott
sejtekbdl.

Logikus kdvetkeztetés, hogy a SAT fehérje jelenlétében megfigyelt korabbi virus
felszabadulasnak egyutt kell jarnia a fert6zott sejtek korabbi pusztulasaval, a
sejtmembran integritdsanak korabbi elvesztésével, és igy a sejtek er6sebb lizisével. A
Protoparvovirus nemzetség tobb tagjarol ismert, hogy képesek apoptézist vagy nekroézist
kivaltani a fert6zott sejtekben (Chen és Qiu, 2010). H-1PV-vel fert6z6tt HeLa és P1
sejteknél irtak le, hogy a parvovirus fertézés képes aktivalni az apoptdzis korai lépéseit,
de a folyamat nem jatszddik le teljesen, és a sejtek végul nekrézisban pusztulnak el. A
PPV YL torzsével fertézott ST és PK-15 sejtekben a fertézés késbi szakaszaban (60
oraval a fert6zés utan) 50% felett volt az apoptotikus sejtek szama (Zhang és mtsai.,
2015; Zhao és mtsai., 2016). Ezzel szemben az altalunk végzett vizsgalatok alapjan, a
PT sejtek Kresse torzzsel torténd fert6zéskor az apoptotikus magok szama végig
alacsonyan maradt (8-15% korul, 5/D abra), fuggetlenil a SAT fehérje jelenlététél. A
pyknotikus és karyorrhektikus magok mellett pedig, meglepé mddon, nem tapasztaltuk
olyan fragmentalddott sejtmagok megjelenését, mint amilyeneket Gupta és mtsai. (2016)
figyeltek meg a PPV NS1 fehérjéjével transzfektalt sejtekben, vagy amilyeneket mi
figyeltink meg a CHOP fehérje transzfekcidjakor (11. abra). Mivel a virus kapszidjanak
apré moédosulasa is képes megvaltoztatni a virus és a gazdasejt kozotti interakcidkat és
a kivaltott citopatogén hatast (Bergeron és mtsai., 1996; Fernandes és mtsai., 2014),
ezért tovabbi vizsgalatokat igényel annak meghatarozasa, hogy a korabbi és az altalunk
bemutatott eredmények kozotti kulonbségek oka a vizsgalt virus torzs, vagy az
alkalmazott sejtvonal kildnbdzéségében keresendd.

A megduzzadt sejtmagok (5/E abra), a propidium-jodid festés és a gyors LDH
felszabadulas altal jelzett sejtmembran karosodasok (5/A és 5/C abra) mind arra utalnak,
hogy a PPV-vel fertézott PT sejtekben a sejthalal f6 formaja nem az apoptdzis, hanem a
nekrozis. Emellett az is megallapithatd, hogy a SAT fehérje hianyaban a fert6zoétt sejtek
hosszabb ideig megdrzik integritasukat, csokken mind a lizalé, mind az apoptotikus,
mind a nekrotikus sejtek szama, ami ahhoz vezet, hogy az érett virionok csak kés6bb
képesek kiszabadulni a fert6zott sejtekbdl.

Erdekes eredmény, hogy a vad tipusu virussal fertézétt sejtekbdl tébb DNaz

emésztésre érzékeny (nem virionba csomagolt, részleges) viralis DNS szabadul fel, mint
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a mutans virussal fertézottekbdl (4/B abra). Ennek a DNS-nek a kilénb6z6 DNS-
érzékeld receptorokon keresztil jelentds immun-stimulator hatasa lehet (Herrada és
mtsai., 2012), aminek az onkolitikus parvovirusok terapias felhasznalasa szempontjabdl
is komoly jelentésége van (Marchini és mtsai., 2015).

A PPV-vel kozeli rokonsagban all6 MVM és H-1PV esetében leirtak, hogy aktiv
transzporttal, vezikulakban jut el a sejtmagbdl a citoplazmaba, majd szabadul ki a sejtbdl
(Bar és mtsai., 2008). Vizsgalataink soran sem a vad tipusu, sem a SAT  mutans
virusfertbzéskor nem tapasztaltuk 06sszeépult virus kapszidok megjelenését a
citoplazmaban, csak miutan az elsédlegesen fert6zott sejtekbdl elkezdtek kiszabadulni
az érett virusok, és masodlagosan megfertézték a megmaradt sejteket. Ennek alapjan
ugy gondoljuk, hogy a PPV fert6zéskor (legalabbis a PT sejtvonalon) a vezikularis

transzport nem jatszik Iényeges szerepet a virus sejtekbdl valé kijutasaban.

7.2 Az ER stresszvalasz aktivalddasa és hatasa a PPV
terjedésére

Mar szamos, kilonb6z6 csaladba tartozé virusrdl leirtak, hogy ER stresszt
indukalnak a fert6zott sejtekben (Jordan és mtsai., 2002; Zhang és Wang, 2012; Chan,
2014; Dash és mtsai., 2016; Zhou és mtsai.,, 2016). A PPV-vel fert6zott sejtekben
megfigyelt perinuklearis csomok, hoélyagok megjelenése (6. abra) az ER halézat
morfologidjanak megvaltozasara, feldarabolédasara utal, ami az ER stressz altalanos
jele (Terrinoni és mtsai., 2004; Hiubener és mtsai., 2011; Ngoh és mtsai., 2012). Ez,
kiegészilve az Xbp1 és a CHOP megjelenésével, igazolja az UPR aktivalédasat
(Schonthal, 2012).

A fert6zott sejtek nagyjabdl 95%-aban expresszalddott Xbp1 és legalébb 41%-
aban aktivalédott CHOP (7. abra) azt igazolja, hogy a PPV fertézés a SAT fehérje
hianyaban is képes kivaltani az ER stresszt. A fertézés késb6i szakaszaban (60. 6ra utan)
a tulélé SAT virussal fert6zott sejtekben, az Xbp1 ujbdli megjelenését (7/C abra)
valészinlleg az éhezés okozza (lurlaro és Mufioz-Pinedo, 2016), amit az is alatamaszt,
hogy a fehérje aktivalédasa a nem fert6z6tt sejteknél is kimutathato.

Annak ellenére, hogy az UPR korai, a homeosztazist visszaallitani hivatott
szakaszaban nem fedezhetd fel kllénbség a vad tipusu és a SAT virusfertézés kdzott,
a késodi, az apoptozis iranyaba mutaté szakaszban mar karakteres eltérések lathatéak. A
vad tipusu virus altal expresszalt SAT fehérje szignifikdnsan tdbb sejtben képes aktivalni
a CHOP fehérje kifejez6dését, mint amennyiben a SAT" virusfertézés képes (76%
szemben a 41%-kal), valamint a SAT fehérje jelenléte képes befolyasolni a CHOP sejten

beluli lokalizaciéjat (7/B abra). Yu és mtsai. (2010) eredményeik alapjan feltételezték,
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hogy a CHOP fehérje lokalizaciéja a sejtek allapotatdl és a stresszhatas ersségétél
figg és, hogy a fehérje sejtmagi megjelenése az erésebb ER stressz jele. gy
lehetséges, hogy a SAT fehérje hianyaban a virus gyengébb ER stressz kivaltasara
képes. A CHOP raadasul az ER stressz altal okozott sejthalal egyik legfontosabb
szabalyozo6 fehérjéje (Marciniak és mtsai., 2004; Schénthal, 2012). Aktivalja tdbb pro-
apoptotikus fehérje (pl. GADD34, DR5, Ero1a) transzkripci¢jat, mig az anti-apoptotikus
Bcl-2 atirédasat gatolja (Sano és Reed, 2013; Urra és mtsai., 2013). Ezek arra utalnak,
hogy kapcsolat van a vad tipusu virusfertézésnél megfigyelt er6sebb ER stressz és
er6sebb citopatogén hatasok kozott. Ezzel szemben Han és mtsai. (2013) kimutattak,
hogy transzfektalt egér embrionalis fibroblaszt sejtekben a CHOP 6énmagaban, vagy az
ATF4-gyel kdézbsen transzfektalva nem fokozza a sejthalalban szerepet jatszd gének
expresszibjat, csak érzékenyebbé teszi 6ket az ER stressz altal el6idézett sejthalalra. A
CHOP expressziéja mellett fokozott fehérje szintézisre és oxidativ stresszhatasra volt
szikség a sejthalal indukalashoz. A mi vizsgalataink azt mutattak, hogy a PT sejtekben a
CHOP expresszidja az apoptdzisra jellemzd, fragmentalddott sejtmagok megjelenéséhez
(11/B abra) és a legtobb transzfektalt sejt halalahoz vezetett a transzfekcié 48. orajara.
Az ellentmondasos eredmények azt sugalljak, hogy a CHOP aktivalédasanak
végkimenetele fligghet a sejtek tipusatél és aktualis allapotatdl is.

Az ER stressz és a virusterjedés 6sszefliggésének vizsgalata soran harom kémiai
anyagot hasznaltunk (DTT, MG132, thapsigargin), melyek eltérd moédon valtjak ki az ER
stresszt, viszont mindharom képes az UPR aktivalasara (Yoshida és mtsai., 2001,
Kondratyev és mtsai.,, 2007; Hammadi és mtsai., 2013). A DTT ezt a fehérjékben
talalhat6 diszulfid kotések felbontasaval éri el (Cleland, 1964), ami hibas térszerkezetl
fehérjék felhalmozédasahoz vezet. Az MG132 a proteoszoémak mikodését blokkolja,
ezaltal képes gatolni az ubiquitinalédott fehérjék lebontasat (Lee és Goldberg, 1998),
mig a thapsigargin a szarkoendoplazmas retikulumban talalhaté Ca®*-ATPaz miikddését
blokkolja, ez pedig a citoplazma Ca** koncentracidjanak a ndvekedéséhez vezet (Ali és
mtsai., 1985). A hasznalt vegyszerek az alkalmazott koncentracidkban mind képesek
voltak elinditani az Xbp1 és a CHOP expresszidjat (8/B abra), és 48 6ran belll a kezelt
sejtek pusztuldsahoz vezettek. Boisvert és mtsai. (2010) kimutattak, hogy a PPV NADL-
2 fert6zés korai szakaszaban kezdddd, tartésan fennalld MG132 kezelés blokkolja a
fertézést. A fertézés 0-20. 6raja kozotti kezelés 100%-kal, mig a 8-20. 6ra kdzotti 50%-
kal csokkentette a fert6zott sejtek szamat. Mi is tapasztaltunk hasonlé gatlast a
hosszantart6, vagy magasabb koncentracioju kezelésekkor, mind a harom kémiai anyag
esetén, valamint az alkalmazott koncentraciéban a thapsigargin és a DTT még
toxikusnak is bizonyult a sejtek szamara. Viszont az alacsony multiplicitassal fert6zott

sejtek rovid id6tartamu (6t, illetve két 6ras) kezelése pozitiv hatassal volt mind a vad
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tipusu, mind a SAT  virusok terjedésére (8/A abra). Tovabba, a DTT és az MG132
kezelés novelte a magas multiplicitassal fert6zott sejtekbél kiszabaduld virusok
képiaszamat és titerét is (a thapsigargint az észlelt er6sebb gatlohatasa miatt nem
vizsgaltuk) (9/A és 9/C abra). Ez arra utal, hogy a vegyszerek fert6zés gatlé hatasait az
UPR aktivalodasabdl fakado pozitiv hatasok telijes mértékben képesek ellensulyozni.

A fenti eredmények azt az elképzelést tamogatjak, hogy az ER stressz, vagy a sejt
altal r4 adott valasz, megkodnnyiti az érett virionok kiszabadulasat a sejtekbdl. A
kezelések hossza és id6zitése viszont alapvet6en befolyasolja a kisérletek eredményét,
ami jelzi a vegyi anyagoknak a fert6zési folyamatokra gyakorolt ellentétes hatasai kdzotti
érzékeny egyensulyt. Az, hogy a mesterségesen, killénb6zd utakon kivaltott ER stressz
képes volt a SAT fehérje hianyat ellensulyozni, megerdsiti, hogy kapcsolat all fenn az ER
stressz kialakulasa és a virus gyorsabb terjedése kozoétt, valamint arra enged
kovetkeztetni, hogy a SAT fehérje funkcidja nem korlatozodik kizardlag a CHOP
hatasanak befolyasolasara, moddositasara, hanem A&ltalanosabban kétédik az ER
stresszvalaszhoz.

Mivel a kisérleteink megmutattak, hogy az UV fény nem aktivalja sem az Xbp1,
sem a CHOP expressziojat (8/B abra), ezért alkalmas volt, hogy alternativ
stresszfaktorként bevonjuk a vizsgalatba. Korabbi eredmények alapjan ismert, hogy az
UV stressz segiti az adeno-asszocialt virusok (AAV) replikacidjat (Yakobson és mtsai.,
1987; Yakinoglu és mtsai.,, 1988). Mi azonban azt talaltuk, hogy hatasara nem
novekedett sem a vad tipust, sem a SAT PPV virusok képiaszama (9/B abra), sét
(valészinlleg a megndvekedett mutacios rata miatt) csokkent a fert6zdképes virusok
mennyisége (9/C abra). H-1PV vizsgalatakor Cornelis és mtsai. (1981) kaptak hasonlé
eredményeket. Ok sem tapasztaltak, hogy az UV stressznek szignifikans hatasa lenne a
virus replikacidjara, és az alkalmazott doézistol fllggbéen megndvekedett mutaciés ratat
mértek. Ez az eredmény alatamasztja, hogy a vegyszeres kezelésekkor tapasztalt
pozitiv hatasok specifikusan az ER stresszhez koéthetéek, nem pedig a sejt altalanos

stressz allapotanak a kdvetkezményei.
7.3 A SAT-DsRed és CHOP-DsRed fuziés fehérjék hatasa

A transzfektalt SAT expresszidjanak hatasa a PT sejtekre tamogatta azt az
elméletet, hogy a fehérje a PPV fert6zés soran befolyasolja a CHOP lokalizacidjat és az
ER stresszvalasz kimenetelét ugy, hogy fokozza a stresszhatas er6sségét, amely a
CHOP sejtmagi megjelenéséhez vezet és pro-apoptotikus, vagy mas utvonalak
aktivalasaval felgyorsitja a fert6zott sejtek pusztulasat.

A SAT expresszioja a virusfert6zéshez hasonlé morfoldgiai valtozdsokat okozott a

transzfektalt sejtek ER-jaban, valamint indukélta az apoptdzist (10. abra), viszont
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onmagaban nem tudta sem koézvetleniil aktivalni az Xbp1 és a CHOP expressziojat, sem
befolyasolni a CHOP sejten bellili lokalizaciojat (11. abra). Ezek alapjan feltételezhetd,
hogy a SAT hatasanak kialakulasahoz, mas virus fehérjék jelenlétére is sziikség van.
Ugyanakkor, a megdfigyelések szerint a plazmidrél expresszaloddé CHOP legtobbszor
(egyéb koérliiményektdl figgetlendl) a sejtmagba vandorol (Jauhiainen és mtsai., 2012),
valamint lehetséges, hogy a kisérletben a DsRed fuzios partner is befolyasolhatta a SAT
funkcionalis kolcsénhatasait. Viszont a SAT-DsRed konstrukcid funkcidképességét
alatdmasztja, hogy a kotranszfekcids kisérletekben a fuziés fehérje képes volt pétolni a
hianyz6 SAT hatasat (11/C abra).

A CHOP expresszidja és sejtmagi megjelenése nem tudta semlegesiteni a pSAT"
fert6z6 klonnal kialakul6 ,lassu terjedéses” fenotipust (11/C abra), ami arra utal, hogy a
fehérje Gnmagaban nem képes kivaltani azokat a transzkripcios valtozasokat, melyek az
ersebb lizishez és a virusok gyorsabb terjedéséhez vezetnek. Ez a medfigyelés
megerfésiti, hogy a SAT fehérjének nem kizarélagos funkciéja a CHOP expresszidjanak
stimulalasa.

Mivel az er6s ER stresszhatas képes helyettesiteni a SAT fehérjét, nagyon
valoszind, hogy a SAT ugy képes az ER-ban befolyasolni a fehérje-fehérje interakciokat,
hogy az er6s ingere az UPR-nek. Ez a folyamat a PERK-elF2a-ATF4-CHOP dtvonal
aktivalashoz vezet, amely utana tovabbi alternativ utvonalakat is bekapcsol. A CHOP
hatasa ezeknek a tovabbi Utvonalaknak/fehérjéknek a hatasaval kiegészilve, egylttesen
vezet a korabbi sejthalalhoz. A masik lehetéség, hogy a SAT az UPR mellett mas ER
stresszvalasz utvonalakat is aktival (pl. ER overload response: EOR, ER tultdltési
valasz), és ezek hatasai 6nmagukban, vagy egymassal kiegészilve vezetnek a korabbi

sejthalalhoz, a gyorsabb lizishez.

7.4 A pézsmaréce-eredetii sejtvonalak permisszivitasanak
vizsgalata

A virusok képiaszamat az atoltasi sorozat végén, a fertézott sejtek felliluszéjabal
allapitottuk meg. Mivel az eredeti szervhomogenizatumokban a viralis genom 10°-10°
db/ml képiaszamban volt jelen, ezért a tizedik atoltas utan (ahol minden atoltas egy 10x-
es higitasnak is megfelelt), a virusok replikaciojanak hianyaban mar nem lehetett volna
kimutatni.

A DHAV-1 fert6zéskor erds citopatogén hatast tapasztaltunk a sejteken, és itt
mértik a legmagasabb kopiaszamokat is (10%ml, amely harom nagysagrenddel
magasabb, mint a szervhomogenizatumban). 2012-ben kacsa embrionalis fibroblaszt

sejtekbdl kifejezetten a DHAV-1 termelésére kifejlesztettek egy sejtvonalat (Fu és mtsai.,
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2012). A fertézés utani 84. éraban 10%-10° TCID/ml mennyiségii virust tudtak kimutatni a
fellluszoéban, ami nehezen 6sszevetheté a mi eredményeinkkel, de nagyjabdél hasonlo
értéknek tekintheté.

Az alacsony multiplicitasu fertézés (MOI: 0,01) soran, az id6 elérehaladtaval, a
DHAV-1 képiaszama nagyon hasonldéan valtozott a sejtek fellluszéjaban, a fertézott
sejtvonal tipusatdl figgetlendl (12. abra). Tovabba, a fertézés (MOI: 0,01) 72. 6rajanal
kapott eredmények szinte megegyeztek az atoltdsi sorozat végén Kkapott
kopiaszamokkal, pedig a kiindulasi szervhomogenizatumok képiaszamai (4. tablazat)
alapjan, a fert6zéseknek ott legalabb egy koruli multiplicitasa volt. Mindez magyarazhatoé
azzal, hogy a DHAV-1 fert6zés esetében, a termel6dott virusok mennyisége viszonylag
fuggetlen a fert6zés koérldiményeitdl (alacsony vagy magas multiplicitas) és a fert6zott
AGE1 sejtek tipusatal.

A DuCV fert6zéskor soha nem tapasztaltunk citopatogén hatast, és a mért
képiaszamok is alacsonyak maradtak (nagyjabél 10°/ml), ezért annak ellenére, hogy a
virus replikalodott a sejtekben, ugy véljik, hogy az AGE1 sejtvonalak a DuCV fert6zés
szempontjabdl szemi-permisszivek. A DuCV kimutatasara kidolgoztak mar PCR (Chen
és mtsai., 2006), real-time PCR (Wan és mtsai., 2011) és ELISA (Liu és mtsai., 2010)
alapu mdédszereket, ugyanakkor az emlitett publikaciékban a szerz6k mind kitérnek arra,
hogy a diagnosztikai eljarasok szempontjabdl hatranyos, hogy jelenleg nem all
rendelkezésre olyan sejtvonal, mely segitségével a virus in vitro tanulmanyozhaté lenne.
Ezért ugy gondoljuk, hogy érdemes lenne tovabbi vizsgalatokat folytatni a permisszivitas
tisztazasa érdekében, mivel egy hasznalhatd, immortalizalt sejtvonal nem csak Uj
diagnosztikai eljarasokat tenne lehetévé, hanem a tovabbi kutatasokat is nagyban
segithetné.

A GHPV kopiaszamai viszonylag nagy szérast mutattak (10%-10°/ml), ami
Osszevetve azzal, hogy ennél a virusnal tapasztaltuk a legnagyobb eltérést a
szaporodasi gorbékben a sejtvonalak kézoétt (12. abra) arra utal, hogy a GHPV
érzékenyebb a gazdasejtek kozotti aprd, bioldgiai kilénbségekre, mint a tébbi vizsgalt
virus. Ugyanakkor a fertézéskor megjelené citopatogén hatasok jelenléte, vagy hianya
nem volt egyértelmliien kétheté egyik sejtvonalhoz sem, ez pedig a fert6zés egyéb
kérdiményeinek (multiplicitas, sejtek allapota) fontossagara utal. Gelfi és mtsai. (2010)
specidlisan a GHPV termelésére optimalizalt kéralmények kdzott, primer vese sejtek
felliluszdjaban 5x10'/ml-es kopiaszamot mértek. Mivel a pézsma réce természetes
kérilmények kozott ellenallé a GHPV okoztabetegséggel szemben (Guérin, 2008;
Corrand és mtsai., 2011), ezért szaporodasa az AGE1 sejtvonalakon elére vetiti az
expresszalt adenovirus gének szerepét a sejtvonalak permisszivitdsaban. Mivel a virust

korabban csak embrionalt tojasokban vagy elsddleges sejtekben sikerilt szaporitani
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(Guérin és mtsai., 2000; Bernath és mtsai., 2006), igy ezek az elsé immortalizalt
sejtvonalak, amelyek permisszivnek bizonyultak a GHPV fertézés szamara.

A GPV fertézés az 6sszes sejtvonalon citopatogén hatasok megjelenéséhez
vezetett. Mig a legmagasabb képiaszamokat a CS sejtvonalnal kaptuk, addig a
szaporodasi gorbék vizsgalata azt mutatta, hogy a CRplIX sejtek fellluszéjaban
ndvekszik leggyorsabban a viralis nukleinsav mennyisége (12. abra). Ugyanakkor a
szaporodasi gorbéket egy alacsony multiplicitasu fertézésnél (MOI: 0,01) hataroztuk
meg, mig az atoltdsok soran inkabb magas multiplicitast alkalmaztunk. Kénnyen
lehetséges (a PPV vizsgalatakor mi is tapasztaltuk), hogy a magas és alacsony
multiplicitasu fertézés szaporodasi gorbéje eltér egymastdl, legalabbis a CS sejtvonal
esetében.

Mivel GPV replikaciojat mar bizonyitottak adenovirus 5-tel transzformalt HEK
sejtekben (Malkinson és Winocour, 2005), varhato volt, hogy az adenovirus géneket
kifejez6 AGE1 sejtekben is képes lesz szaporodni. Malkinson és Winocour. (2005)
magas multiplicitassal fert6zték a sejteket, és a termel6dott virusok mennyisége kozel
azonos volt azzal, amit mi az alacsony multiplicitasu fertézés 72. érajaban mértink a CS
és a CR sejtek feluluszojaban.

Az eredmények azt mutattak, hogy a DuCV, a DHAV-1, a GHPV és a GPV képes
replikalddni az AGE1 sejtvonalakon. Az utébbi harom virus esetén IF festéssel igazolni
tudtuk a viralis fehérjék megjelenését is a fertézott sejtekben (13. abra). Ugy gondoljuk
tehat, hogy a fert6zés és a kornyezeti korilményektdl fliggetlenil, az AGEL sejtvonalak
permisszivek a DHAV-1, a GHPV és a GPV szamara. Ezzel szemben a DuCV esetében,
az IF festéssel tortént megerésités hianya és az alacsony kopiaszam miatt szemi-
permissziveknek tartjuk Oket. Az is lathato, hogy a termelédoétt GHPV és a GPV
optimalizalt kérilmények alkalmazasaval tehat magasabb képiaszamok is elérhetéek

lehetnek.

7.5 Az AGE1 sejtvonalak fogékonysaga a fert6zésre és a virusok

ciklusideje a CRplX sejtvonalon

A virusok ciklusidejét magas és alacsony multiplicitasu fertézések (MOI: 2 és 0,01)
kombinalt hasznalataval allapitottuk meg. Altalanosan megfigyelheté volt, hogy az
alacsony multiplicitasu fert6zéskor az elsé fert6zott sejteket két oraval késdbbi
idépontban tudtuk csak detektalni, mint a magas multiplicitdskor, ami ismételt igazolasa
annak, hogy a virusok mennyiségétdl fuggben eltér6 lehet a fert6zés lefolyasa.

Felvetddik tovabba az a lehet6ség is (kulondsen az 6nallé replikaciéra nem képes DNS
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virusoknal), hogy a sejtciklus megfelel6 fazisaban 1évé sejtek alacsonyabb aranya a
virusok mennyiségéhez képest is felelés lehetett a fert6zott sejtek késébbi
megjelenéséért.

Utébbit megerdsiti az is, hogy az RNS genomjat a sejt replikacios
mechanizmusaitdl flggetlendl lemasolni képes DHAV-1-nek volt a legrévidebb a
ciklusideje (10-14 dra), illetve a legmagasabb a fertézéképessége. A CRplX sejtvonalon
55 virus elégséges volt egy fert6zott sejt megjelenéséhez (14. abra), ami a
legalacsonyabb mért érték volt, bar nagy eltéréseket (hasonléan a szaporodasi gorbe
alakjahoz) nem észleltink a kilénboz6 sejtvonalak koézott. Osszefoglalva azt
mondhatjuk, hogy a DHAV-1 sejtciklustél figgetlen replikacioja, a gyorsabb ciklusideje
€s a magas fert6z6képessége, a szaporodasi gorbéjének a meredekséget (12. abra) és
a fellluszéban mért magasabb kopiaszamat (4. tablazat) is magyarazhatja.

A sajat polimeraz enzimmel nem rendelkez6 GHPV és GPV ciklusideje nagyon
hasonlo volt (12-16 6ra), viszont a GHPV esetében két oraval késébbre tolodott mind az
els6 fertd6zott sejtek, mind a masodlagosan fert6zott sejtek megjelenése (16. illetve 30.
ora). A két virus fert6z6képessége a CS és a CRplX sejtvonalon kézel azonos volt,
viszont a GHPV fert6zésre a CR sejtvonal bizonyult a legfogékonyabbnak. Ugyanakkor
éppen a CR sejtvonalon volt a legalacsonyabb a termel6doétt virusok mennyisége, ezért
mi a vizsgalt sejtvonalak koézil a GHPV szaporitasara is a CRplX-et tartjuk a
legalkalmasabbnak.

A fert6z6képességi vizsgalatoknal kapott eredményeket Ugy is értelmezhetjik, mint
annak a meghatarozasat, hogy az egyes sejtvonalak fertézésekor mennyi virus az IF
festés kimutatasi hatara. Igy az elvégzett kisérlet elegans bemutatasa annak, hogy a
real-time és az IF modszerek kozds hasznalataval nyert eredmények mind az
alapkutatas, mind a diagnosztika szamara értékesek lehetnek. Az altalunk alkalmazott
SYBR Green alapu real-time PCR mddszer érzékenysége (a kimutatasi hatar 24-154
képia kozott volt) fél-egy nagysagrenddel magasabb volt, mint az, amelyet az IF
festéssel el tudtunk érni. Ez a kuldnbség viszont még kifinomultabb PCR technikak (pl.
TagMan moddszer) hasznalataval (Zhang és mtsai., 2008; Blanchard és mtsai., 2014)
tovabb fokozhato.

Felmerul a kérdés, hogy az alapvetben human vakcinavirusok termeltetésére
kifejlesztett (Jordan és mtsai., 2009) AGE1 sejtvonalak, miért bizonyultak alkalmasnak a
DHAV-1, DuCV, GHPV és GPV szaporitasara? Mindharom sejtvonal stabilan
expresszalja a human adenovirus 5-bdl szarmazé E1A és E1B géneket, amelyekrdl mar
ismert, hogy képesek befolyasolni a gazdasejt génjeinek expressziés mintazatat és
eléidézik a sejtciklus elérehaladasat (Sears és Nevins, 2002). A DuCV, GHPV és GPV

kisméreti DNS virusok, melyek sajat DNS polimeraz hianyaban erdésen fuggenek az
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osztodo sejtek replikacios mechanizmusaitdl. Viszont dnmagaban az aktiv cellularis
replikaciés gépezet jelenléte nem képes megmagyarazni az AGE1 sejtvonalak
permisszivitasat, hiszen tdbb esetben primer sejtek vagy immortalizalt sejtvonalak (hiaba
voltak osztédd képesek) sem tamogattak az emlitett virusok szaporodasat.

A CR, CRplIX és CS sejtvonalak stabilan expresszaljak az E1A szabalyozo6
fehérjét, amelyrél korabbi vizsgalatok mar kimutattak, hogy modositja a fertézott sejtben
kialakuld antiviralis valaszt (Anderson és Fennie, 1987; Leonard és Sen, 1997). A CRpIX
sejtvonal, amely eredményeink alapjan a legalkalmasabb volt a vizsgalt virusok
szaporitasara, a IX jell fehérjét is kifejezi. Ismert, hogy a 1X-es adenovirus fehérje egy
tobbfunkciés protein, mely egyedll vagy az E1A fehérjével kbzdsen befolyasolja egyes
geének transzkripciojat (Lutz és mtsai., 1997), szabalyozza az apoptdzist (Quignon és
mtsai., 1998; Zhong és mtsai., 2000), mddositja az antiviralis folyamatokat (Chee és
mtsai., 2003) és indukalja a hésokk chaperone-ok mikodését (Jordan és mtsai., 2009).
Feltételezheté tehat, hogy az adenovirus fehériék befolydsa a velesziletett
immunrendszer és az antiviralis gének jelatviteli utvonalaira is hozzajarul a sejteknél
megfigyelt permisszivitashoz. Ezt megerésiti az a tobb esetben leirt megfigyelés, hogy
az RNS genomjat a gazdasejt DNS polimerazatol fliggetlenil lemasolé DHAV-1 vagy
influenza virus képes szaporodni adenovirus fehérjéket kifejezé sejtvonalakon (Gooding
és mtsai., 1991; Hashimoto és mtsai., 1991; White és mtsai., 1992; Debbas és White,
1993).
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8. Uj tudomanyos eredmények

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

2. Kimutattuk, hogy a PPV Kresse virussal fert6zott PT sejtekben, a SAT jelenlététél
fuggetlendl aktivalodik az ER stresszvalaszban szerepet jatszd Xbp1, illetve a SAT
hianyaban szignifikansan kevesebb fert6zott sejtben aktivalodik a sejthalal kivaltasaban
szerepet jatszé CHOP, és megvaltozik a sejten beluli lokalizacidja.

3. Az ER stresszvalasz kémiai anyagokkal (DDT, MG132, thapsigargin) valo
kivaltasaval igazoltuk, hogy az ER stressz kialakulasa a fert6zott sejtekben egydtt jar a
PPV Kresse virus gyorsabb terjedésével.

4. PT sejtekben expresszalt SAT vizsgalatakor arra a kévetkeztetésre jutottunk, hogy
a fehérje Gnmagaban nem képes sem az Xbp1, sem a CHOP fehérje transzkripcidjanak
aktivalasara, illetve a CHOP expresszioja és sejtmagi lokalizaciéja énmagaban 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 fert6zésre és szemi-
permisszivek a DUCV szamara.

6. Mindharom sejtvonalon meghataroztuk a DuCV, DHAV-1, GHPV és GPV
szaporodasi gorbéjét, és kimutattuk, hogy a DHAV-1 és GPV fert6zésre a CRplX, mig a
GHPV fert6zésre a CR sejtvonal a legfogékonyabb.
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