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PLA2 domén parvovirusokban

21 gerinces parvovirus VP1 egyedi regiéjanak (VPlup) protein szekvencia
Osszehasonlitasa feltart egy kb. 80 aminosavra kiterjed6 rendkiviil konzervalt
szakaszt. A motivumot szinte minden ismert gerinces parvovirus tartalmazza
az egyetlen kivétel az Amdovirus genuszba sorolt ADV. A 80 aminosavbol kb.
20 teljes konzervaltsagot mutatott, mig masik kb. 40 valmilyen fizikokémiai
tulajdonsadgaban volt hasonldé. A motivumon belilli teljesen konzervalt
aminsavak szama kozelitéleg annyi volt, mint a teljes hossziisagti VP2 fehérjén
(kb. 700 aminosav) talalhaté konzervalt aminosavak szama. Noha az
izeltldbuak parvovirusainak MACO fehérjéi felismerhetd homologiat nem
mutatnak a gerincesek parvovirusainak hasonld fehérjéivel, ez a konzervalt
szakasz szintén megtalalhaté szinte minden densovirus VPlup-jan a
Brevidensovirus genusz tagjainak kivételével.

Ez az evolucidés mértékkel mérve viszonylag nagyfoku stabilitas azt

sugallta, hogy ez a szekvencia valamilyen fontos bioldgiai funkciot kodol.
Protein adatbankokban megprobaltunk olyan fehérjéket talalni, amelyeknek
funkciodja ismert, valamilyen hasonlosagot mutatnak ehhez a szakaszhoz, és az
ismert funkci6 alapjan kovetkeztetni lehet a parvovirusokban homolog rész
fukcigjara. Szigoru paraméterekkel végzett (stringent) keresések nem
eredményeztek hasonld fehérjéket, a kevésbé specifikusak pedig tobbezer
fehérjét, nagyon gyenge homologiaval.
A nagy szamu indifferens protein kozott, azonban szézas nagysagrendben
tintek fel kiilonb6z6 eredetli, szekretalt foszfolipaz A2 enzimek (sPLA2-k).
PLA2-k a foszfolipidek hidrolizisét katalizaljak — a 2-acilészter (sn-2)
pozicidban — lizofoszfolipiddé és szabad zsirsavva. A PLA2-k olyan enzim
szuperfamiliat alkotnak, amelynek tagjai kulcszerepet jatszanak kiilonb6zo
fiziologias és patologias folyamatokban, mint példaul a zsirbontds, membran
anyagcsere, szignaltranszdukcio, gyulladas és autoimmun betegségek (Dennis
1997).

A szekretalt foszfolipdzok minden esetben 3-7 diszulfid kotést
tartalmaznak, és nagyfoki homoldgiat mutatnak egymashoz. Katalitikus
mechanizmusuk viszonylag jol ismert: egy disztalis aszparaginsav (D99) altal
polarizalt hisztidin (H48) deprotonal egy viz molekulat, amely hidrolizalja a
foszfolipid-észtert. A tranzicids allapot stabilizalasaban fontos szerepet jatszik
még egy Ca2+ atom amelyet egy proximalis aszparaginsav (D49) B-karboxil
csoportja és az tn. kalcium ko6t hurok harom masik aminosavanak (Y28, G30,
and G32) karbonil oxigénje egyiitt koordinativ kotéssel pozicional (Dijkstra et
al. 1981).

A parvovirusokban talalhaté konzervalt aminosavak némelyike
pontosan megegyezett az sPLA2-kben konzervalt a Kkatalizisért felelGs



aminosavakkal, ami azt sugallta, hogy a parvovirus VP1 foszfolipaz
aktivitassal rendelkezhet. Ennek bizonyitasara Escherichia coli-ban
kifejeztettiik fazios proteinként 3 kiilonbozé genuszbdl szarmazd gerinces
parvovirus (PPV, B19, AAV2) és egy denzovirus (GmDNV) VPI egyedi
assay (Manjunath et al., 1994) modszerét alkalmaztuk. Mind a négy protein
katalitikusan aktivnak bizonyult, azonban jelentds kiillonbségek mutatkoztak az
enzim aktivitasok kozott. A PPV VPlup kozel hiarom nagysagrenddel
((kcat/kM)app=(71.9¥9.4)x10°M™'s™") volt aktivabb mint a B19 VPlup
(2,5V0,2)x10"M's™") és kozel négy nagysagrenddel mint a GmDNV VPlup
(0,4v0,03) x10°M's™). PPV VPlup elleni ellenanyag szignifikansan gatolta
annak aktivitasat, bizonyitva, hogy a reakci6 specifikus.

A viralis PLA2 enzimatikus tulajdonsagai

A PPV VP1 esetében a nuklearis lokalizacios szignalként szolgalo elsé 10
aminosav delécioja a kalcium koté hurok eldtt minimalis PLA2 aktivitas
vesztéssel jart. Hasonld eredményt kaptunk az AAV2 VPlup-val is mikor egy
indiferens peptidet (L14) inszertaltunk a kalcium koté hurok elé. Ezek az
adatok azt tamasztjak ala, hogy a konzervalt kalcium k&té hurok eldtti
szekvenciak nincsenek hatdssal a virus PLA2 aktivitasara. Azonban, tovabbi
delécios konstrukciok enzim aktivitdsanak mérésével a PPV esetében
bizonyitottuk, hogy a konzervalt 80 aminosavas domén magaban nem
elégséges a maximalis enzimaktivitdshoz. Ehhez a karboxi-terminalison még
egy kb 30 aminosavas extenziora van sziikség, mivel ennek elvesztése kb.
szazszoros aktivitas csokkenéshez vezet.

Amint az varhato volt a kalcium koncentracio jelentésen befolyasolta
a foszfolipaz aktivitast, az enzim optimuma a milimolaris intervallumban
helyezkedik el és EDTA vagy EGTA adasa a reakci6 elegyhez a katalizis teljes
gatlasahoz vezet. A PPV PLA2 enzim pH optimuma pH(8) koriil van. A B19
és a PPV PLA2 nem mutattak jelentds szubsztrat preferenciat, mivel nem volt
szignifikans kiilonbség a zwitter-ionos foszfatidil-kolinon és foszfatidil-
etanolaminon vagy az anionos foszfatidil-inozitolon mért aktivitasok kozott.

A PPV VPlup kivételesen nagy PLA2 aktivitasa lehetové tette, hogy
a kapszid fehérjékbol kozvetleniil mérjink enzim aktivitast, és ezzel
bizonyitsuk, hogy nem csak az expresszalt VP1lup de a nativ VP1 protein is
rendelkezik PLA2 aktivitassal. Mivel a PPV VPlup és a rajta levo enzim a
kapszidon beliil helyezkedik el az intakt virusban, ezért a tisztitott virionbol
nem lehetett PLA2 aktivitast mérni. Azonban a kapszidot hével vagy NaOH-
val denaturdlva az enzim hozzaférhetové valt és az expresszalt proteinhez
hasonlo specifikus aktivitast mutatott, igazolva hogy a virion valéban



rendelkezik PLA2 aktivitdssal, amely valosziniileg jol szabalyozott és csak
bizonyos koriilmények kozott, a VP 1up kitettsége utan nyilvanul meg.

Szamos sPLA2 szerkezete ismert, legtobbjiik az un I/II-es szerkezeti
csoportba, mig néhany a Ill-as szerkezeti csoportba sorolhaté (Dennis 1997).
Mindkét csoport tagjai azonosan négy f6 masodlagos szerkezeti elembdl
épiilnek fel, harom alfa helixbdl és egy kalcium koté hurokbol. Kozottiik a £6
kiilonbséget az un. membran kotd helix pozicidja adja, amely az I/Il-es
csoportban az aminotermindlison a kalcium kotd hurok eldtt, mig a Ill-as
csoportban a karboxi-terminalison a két katalitikus helix utan helyezkedik el.
A szekvencia Osszehasonlitasok alapjan a gerinces parvovirusok PLA2-je
inkabb a Ill-as csoporthoz mutatott szerkezeti hasonlosagot, tehat a membran
koto helix az enzim karboxi-terminalisan helyezkedik el.

Ezen szerkezeti modell alapjan megvizsgaltuk az enzimaktivitasban

potencialisan kritikus aminosavak szerepét. Ugyanakkor a PPV fert6z6 klonja
lehetéve tette, hogy tanulméanyozzuk a PLA2 aktivitds és a virus
fert6zoképessége kozotti dsszefiiggést. Mindkettd, azaz az enzimaktivitas €s a
virus fertézoképessége is dramaian csokkent, amikor elmutaltattuk a
katalitikus centrum aminosavait (H41 és D42). A predikci6é alapjan a D63
megfelel az sPLA2-ben a hisztidint polarizald6 D99-nek. Helyettesitése
alaninnal (D63A) vagy aszparaginnal (D63N) szintén erdsen redukaltak a
virdlis fert6z6képességet és a PLA2 aktivitast, ami a modell helyességét
tamasztotta ald. A P21 — amely konzervalt a VPLA2-k kalcium-kotd
hurokjaban de sohasem fordul el a szekretalt foszfolipazokban — mutacidja
szintén csokkentette az enzimaktivitast és a virus fertézoképességét is. Az
ismeretlen szerepli K88, amely a gerincesek parvovirusaiban és a méh méreg
IlI-as csoportll foszfolipazanak membran koté helixében konzervalt,
ugyancsak elengedhetetlennek tiinik, mivel mutacidja jelentdésen csokkentette
az enzimaktivitast. Osszességében elmondhatjuk, hogy a pontmutansokban az
enzimaktivitas csokkenése egyenes aranyban allt a virus fertozoképességének
csokkenésével (R2 = 0,898).
Tetracaine €s oleyloxyethylphosphorylcholine (OP) foszfolipaz inhibitorokat
hasznaltunk annak megerdsitésére, hogy a foszfolipdz aktivitas gatlasa a
fert6zés csokkenésével jar. 34,6 pM tetracaine és 13 uM OP felére
csokkentette a 20 ora utan mért fert6zott sejtek szamat.

A PLA2 szerepe a virus fertézésben
A vad tipust és a PLA2 mutans fert6z6 klon egyforma hatékonysaggal hoz
létre érett, nukleinsavat tartalmazé virusokat. Ez azt mutatja, hogy a PLA2
nem sziikséges a virus replikacidjahoz és a DNS pakolédasdhoz a virionba.
Mivel az egyszalli parvovirus genom konverzidja duplaszalivda normalis



fert6zés soran a magban torténik, cellularis DNS polimerazok segitségével,
ezért a viralis foszfolipaz valdsziniileg a fert6zés korai szakaszaban, még a
DNS magban val6 hozzaférhet6sége elott sziikséges.

A virus fertézés két legkorabbi fazisa a receptor kotés és a virus

felvétele a sejbe. Annak tisztdzasara, hogy a virdlis foszfolipadz jatszik-e
szerepet ezekben a folyamatokban, két PPV muténst jeloltink S* metioninnal
és meghataroztuk sejthez valé kotédésiik és sejtbeli belépésiik relativ
hatékonysagat a vad tipushoz viszonyitva. Egyik vizsgalattal sem tudtunk
megallapitani jelentds kiilonbséget a mutans és a vad virusok koézott. Hasonld
eredményre jutottunk AAV2 PLA2™ pont és delécios mutansokkal (76HD/AN
és AXX) is kiilonbozé sejtvonalakon (A431 és Hela). Ezek az adatok
egyértelmiien bizonyitottak, hogy a foszfolipdz nem jatszik szerepet sem a
ko6tédésben, sem a virus felvételében.
Két oraval a belépés utan a vad tipust PPV és a mutansok is a perinuklearis
vezikulumokban akkumulalodnak. A virus részecskék minden esetben
nagymértékben kolokalizaltak a LAMP-2 lizoszoma/kés6i endoszoma
markerrel. A kolokalizacié mértéke a vad tipus és a mutansok esetében hasonlo
volt, ami arra utal, hogy a virdlis foszfolipaz nem sziikséges a virus késoi
endoszoma/lizoszéma kompartmentbe vald jutasahoz sem, hanem valahol a
kés6i endoszoma/lizoszoma €s a nukleusz kozott hat.

Az a tény, hogy kb. 1000 virus partikulum kell a PPV fert6zéshez
vamint a LAMP-2-vel végzett kolokalizacios kisérletek arra utaltak, hogy még
vadtipusu fertdzés soran is a sejtbe felvett fertzoképes virionoknak csak kis
része éri el a sejtmagot. Ezért a nagyobb szenzitivitds érdekében S*° jelslt
vadtipust és PLA2- mutansok bejutasat vizsgaltuk a nukleuszba. Nem
talaltunk szignifikans kiilonbséget a vad virus és a mutansok kozott. A
nukleuszban mért radioaktivitas mértéke minden esetben 0,5% alatt maradt és
megegyezett a laktatdehidrogendzzal mért citoszol szennyezés mértékével a
nuklearis extraktban. Ami Ujra csak megerdsitette, hogy a sejtbe 1épd
viszonylag nagy mennyiségli virus fehérjéibdl, csak egy nagyon kis — a
jelenleg rendelkezésiinkre allo technikak detekcios limitje alatti — mennyiség,
ha egyaltalan valami, jut el a nukleuszig.

In situ DNS hibridizacios kisérleteket végeztiink annak eldontésére,
hogy vajon PLA2™ mutans virusok képesek-e ugyanolyan hatékonysaggal
eljuttatni a DNS-iiket a sejtmagba, mint a vadtipust virus. Nyolc 6raval a
fert6zés kezdete utdn a virus DNS mindenesetben a perinuklearis
endoszoma/lizoszoma kompartmentben helyezkedett el. A DNS replikacio 12
ora utan indult el a nukleuszban a vadtipusu virus esetében. Az, hogy nem
tudtunk replikaciot detektalni a mutansok esetében kozvetetten arra utal, hogy
a DNS a PLA2- virusokbol nem volt képes a nukleuszba penetralni és hogy a



viralis PLA2 nélkiilozhetetlen a virus DNS transzferjéhez az endoszomalis
kompartmentbdl a nukleuszba.

Annak eldontésére, hogy a viralis DNS ¢és a viralis foszfolipaz ugyanazon a
virus partikulumon beliil helyezkedik-e el, komplementacios kisérleteket
végeztiink. Sem a 10* feleslegben PLA2- mutanshoz adott 0,4 uM kigyé vagy
méh méreg foszfolipaz, sem 1 pM E. coli expresszalt PPV VP1lup nem volt
képes a mutans virus mentésére és nem emelte a fertdzott sejtek szamat. -
propiolakton kezelt DNS inaktivalt vadtipusu virus, aktiv foszfolipazzal,
tizszeres foloslegben adva szintén nem volt képes komplementalni a PLA2™
mutanst. Vad tipusa AAV2 szintén nem volt képes komplementalni koinfekcid
soran az 76HD/AN mutaciot hordozo, a LacZ gént expresszald rekombinéns
AAV-t. Mindezek azt tamasztjak ala, hogy a vPLA2 nem masodlagos hirvivé
utak aktivalasaval transz hat, hanem a viralis DNS-nek cisz helyzetben kell
lennie a virus kapszidon 1évé PLA2-vel a hatékony fert6zéshez.

Alternativ ORF-ek parvovirusokban

A PLA2 domén egy olyan genetikai bélyeg, amely az egész Parvoviridae
csaladra altalanossagban jellemz6. Munkdm sordn azonban arra is kivancsi
voltam, hogy mik azok a genetikai tulajdonsagok amelyek csak parvovirusok
evoluciodsan elkiiloniilt csoportjaira — genuszokra — jellemzoek és egyértelmiien
megkiilonboztetik 6ket mas csoportoktol.

A parvovirusok genom szervezddését tanulmanyozva feltiint, hogy kis méretd,
a csoportra specifikus ORF-¢k talalhatbak minden genuszban. Az Erythroirus
genuszban példaul egy ORF atfed a VP1up régioval (2586-2831 nukleotid a
V9 parvovirusban, Genbank azonositd: NC 004295.1) a Dependovirus
genuszban a VP2up-val és a VP3 5 végével (2717-3340 nukleotid AAV2-ben,
Genbank azonosit6: AF043303.1).

Egy kis méreti ORF taldlhato a Parvovirus genus tagjainak
genomjaban is, amely atfed a VP2 fehérje ORF-jének 5’ végével. Az ORF 50-
60 aminosavat kodol, egy ATG kodonnal kezdddik, amely legtobbszor 4
nukleotiddal a VP2 startkodonja mogott helyezkedik el. Az egyetlen kivétel a
PPV, amelynél az ATG 7 nukleotiddal a VP2 iniciacids kodonja mogott van.
Ezt a kis ORF-et SAT-nak (small alternatively translated protein) neveztiik el.

A PPV SAT tulajdonsagai
A SAT fehérjék elsddleges szekvencidja nem kiilondsebben konzervalt,
azonban kiilonb6z6 topologia predikciés programok membranproteinnek
josoltak Oket. Minden SAT protein egyetlen transzmembran o-helixet
tartalmaz nagyjabol ugyanabban a pozicidban.



Annak bizonyitasara, hogy a fehérje 1étezik, E. coli-ban expresszaltuk
a PPV SAT ORF-jét és allatokat immunizaltunk vele. Azonban nem voltunk
képesek specifikus ellenanyagot eldallitani a fehérje ellen. Habar ez csalodast
keltd esemény, de nem ritka a kis hidrofob fehérjék esetében.

Ezért annak demonstralasara, hogy a fehérje valoban leirodik, fizios
konstrukciokat készitettiink. GFP-t (green fluorescent protein) inszertaltunk a
keretbe, és a 15 kiilonboz6 konstrukciot PT sejtekbe transzfektaltuk. Mind az 5
konstrukcid, amelyben a GFP a VP leolvasasi kerethez volt fuzionaltatva, GFP
pozitiv sejteket eredményezett. GFP-t lehetett detektalni a nukleuszban és a
citoplazmaban is.

Az az 6t konstrukcio, amelyekben a GFP-t a SAT leolvasasi keretébe

inszertaltuk, szintén GFP-re pozitivnak bizonyult, azonban a GFP sejten beliili
eloszlasa a SAT f0zids partner hosszatol fiiggott. Abban a két konstrukcidban,
amelyekben a GFP-t az a-helix elé fuzionaltattuk hasonlé eloszlast kaptunk,
mint a VP proteinhez fuzionalt GFP esetében.
A masik harom esetben, amikor a GFP-t a hidroféb helix utan inszertaltuk, a
GFP-t csak a citoplazmaban és a nuklearis membranban tudtuk detektalni, mig
lokalizacié nem mitermék, egy masik konstrukciot készitettiink, ahol egy
dupla FLAG markerrel helyettesitettiik a GFP-t a teljes hosszusagii SAT
proteinen. Ez a fehérje ugyanazt az eloszlast mutatta, mint a GFP-fizios
fehérje. Az, hogy a fehérje a citoplazmaban jellegzetes mintazatot mutatott,
valamint a nukledris membranban is megtalalhaté volt, arra utalt, hogy a SAT
az endoplazmatikus retikulum (ER)/nuklearis membran rendszerben
helyezkedik el. A FLAG-fuziés SAT teljes kolokalizacioja a calreticulin
ER/nukleéris membran markerrel, megerdsitette ezt a feltételezésiinket.

Az, hogy a rovid, a-helix csonkolt SAT valtozatok nem az ER-ban
helyezkedek el, azt sugallta hogy ez a helix a meghatarozo faktor a SAT
lokalizacigjaban. Ennek tanulmanyozasara olyan konstrukciokat készitettiink
ahol részlegesen vagy teljesen megvaltoztattuk a helix aminosav sorrendjét a
VP aminosav szekvenciajat valtozatlanul hagyva, valamint kideletaltuk a teljes
helixet. Mar 5 aminosav csere is kis mennyiségli SAT fehérje nuklearis
megjelenéséhez vezetett, mig nagyobb mértékii cserék és a delécid teljesen
megvaltoztattak a SAT elhelyezkedését.

Eukariotakban altalaban az els6 AUG kodon inicidlja a transzlaciot,
azonban sok kivétel van e szabaly alol (Kozak 1999). Egyike az ismert
kivételeknek mikor két AUG csak néhany nukleotid tavolsagra helyezkedik el
egymastol (Kozak 1995). Ebben az esetben mindkettd transzlacios
iniciatorként funkcionalhat. A SAT és a VP2 start kodjanak kozelsége (hét



nukleotid) arra utalt, hogy a két fehérje ugyanarrél a mRNS-r6l forditodik le.
Ennek vizsgalatara néhany GFP konstrukcid6 VP1 és VP2 mRNS-ét egy
heteroldg promoter szabalyozasa alatt pCDNA3.1 eukaridta expresszios
vektorban fejeztettiik ki. Ezekben a konstrukciokban a GFP-t vagy a SAT,
vagy a VP ORF-hez fuzionaltattuk. A konstrukciokat PT sejtbe transzfektaltuk
és a GFP fuzios fehérjéket immunprecipitdcio utdn Western blot-tal
tanulmanyoztuk. Amikor a VP-GFP fuziés konstrukci6 VPl mRNS-ét
expresszaltuk, egyetlen, a VP1 fuziés fehérje nagysdganak megfeleld csikot
detektaltunk. Nem volt kimutathaté GFP fuzios fehérje amikor a GFP a SAT
ORF-be volt inszertdlva. Amikor a VP2 mRNS-t expresszaltuk mind a SAT,
mind a VP ORF-ekrdl leirddott GFP fuzids fehérje, bizonyitva, hogy a SAT
valdéban a VP2 mRNS-rél irddik le. Denzitometrias mérés alapjan a SAT és a
VP2 transzlacidjanak aranya a VP2 mRNS-r61 kb. 60% volt.

Harom start kodon talalhaté a SAT ORF-ben és két kiilonbdz6 méretii
SAT fehérjét azonositottunk a Western blot-on. Annak tanulmanyozésara,
hogy vajon a két kiillonb6zo méretli SAT fehérje két kiilonbozé AUG-rél
inicialodik, egyenként elmutaltuk a harom start kodont. Az elsd start kodon
mutécidja mindkét csik elvesztéséhez vezetett, mig a masodik kettd mutacidja
semmilyen hatdssal nem volt a transzlaciora. Ez arra utal, hogy a két
kiilonboz6 méretii SAT fehérje egyetlen iniciacios kodonrdl transzlalodik és a
kiilonbdz6 méret valdsziniileg poszttranszlacios modifikacié eredménye.

Az N-termindlis régidja sem a VP2-nek, sem a SAT-nek nem
kifejezetten konzervalt parvovirusokban. Ennek ellenére a VP2 kodolo
szekvencidjanak els6 nyolc nukleotidja majdnem teljesen konzervalt
(ATGAGTG/AA), és egy teljesen konzervalt szerint eredményez a VP2
masodik aminosavanak helyén. Amikor a szerin kodonjat AGT-r61 TCA-ra
cseréltiik (M9), a SAT transzlacidja nem valtozott, amikor azonban a szerint
alaninra valtoztattuk (AGT-GCT csere (M7)), dramaian csdkkent a SAT
transzlacioja, valoszinilleg a VP2 optimalist igy jobban kozelitd Kozak
szekvenciaja miatt.

A SAT funkcidja
A SAT PPV életciklusaban betdltott szerepének vizsgalatara mutans virusokat
készitettiink, hat helyen elmutaltattuk a PPV infektiv klonjat. Harom
mutansban a SAT szekvencidjaba stop kodonokat vezettiink be (SAT 1-3), a
negyedikben kiiitottilk a SAT start kodonjat (M11), a maradék kett6 pedig a
fentebb emlitett szerin mutaciokat hordozta (M7, M9). A mutaciok koziil csak
M7 jart a VP2 aminosav szekvencidjanak valtozasaval (S2A). Mind a hat
muténs életképes virust eredményezett, azt bizonyitva, hogy a SAT legalabbis
szovettenyészetben nem esszencialis. Nem volt jelentds kiilonbség a vad tipusa



virus €s a mutansok kozott a specifikus infektivitisban (genom
ekvivalens/fluoreszcens fokusz egység) vagy a virustorzsek
fert6z6képességében. Azonban, azok a mutansok amelyek nem vagy alul
expresszaltak a SAT fehérjét, (SAT 1-3, M11, M7) késobb lizaltak a sejteket
¢és sokkal lassabban terjedtek mint a vad tipus, ami a ndvekedési gorbéjiik
elnyujtott lag-fazisaban is megmutatkozott. Alacsony multiplicitasu fertézésnél
a vad virus esetében 40 oraval a fert6zés kezdete utdan 99%-a a sejteknek mar
fert6zotté valt, mig a mutansok esetében ez kb. 10% maradt.

Annak igazoldsara hogy a lassu fenotipus valéban a SAT elvesztése
miatt alakul ki komplementacios kisérletet végeztiink. A PPV életciklusa kb.
20-24 ora PT sejtekben. Vad tipusu infektiv klon transzfekcidja utan negyven
oraval viszonylag nagy kiterjedésii fertézott plakkok taldlhatoak a
szovettenyészetben. Ezzel szemben a mutansok esetében ezek kiterjedése
sokkal kisebb csak néhany sejtre korlatozodik. Amikor SAT mutéans infektiv
klonokat kotranszformaltunk SAT expresszaloé de VP deletalt konstrukciokkal
nagy kiterjedésti plakkokat detektaltunk. Vagyis a vad tipusua SAT, transz
szolgaltatva, komplementalni képes a mutans virusok fenotipusat, ami
egyértelmien alatdmasztja, hogy a lassi terjedés a SAT elvesztésének
kovetkezménye.

SAT az ER-ban helyezkedik el, nem kolokalizal sem a viralis kapszid,
sem az NS fehérjékkel, és valdszinlileg egymagaban is toxikus a sejtekre,
mivel nem voltunk képesek stabil SAT expresszald sejtvonalat 1étrehozni.
Mindezek arra utalnak, hogy sejtlizisben és a virus terjedésében betdltott
szerepét az NS fehérjéktol fliggetleniil egy mas molekuaris mechanizmus altal
— valoszintileg ER stressz valaszt indukalva — fejti ki.

Osszefoglalasként elmondhaté, hogy a parvovirusok 6sszehasonlito
szekvencia és genom elemzése egy Uj enzimatikus domén és egy eddig
ismeretlen fehérje felismeréséhez vezetett. A PLA2 domén a virus csalad
tagjainak nagy tobbségére, mig a SAT fehérje a parvovirus genusz minden
tagjara jellemzd. Mind az enzim aktivitast, mind a fehérje 1étét kisérletesen
bizonyitottuk, biologiai funkcidjukat tanulmanyoztuk. A dolgozatban targyalt
felfedezések és kisérletek hozzajarulnak a parvovirusok jobb tudomanyos
megismeréséhez, és jelentdsen befolyasoljak a teriileten jelenleg és jovében
folyo kutatasokat.



Legfontosabb eredményeim és megallapitasaim

1. A parvovirusok tobbsége hordoz egy kb 80 aminosav hosszisagu
konzervalt szakaszt a VP1 egyedi régidjaban.

2. A doménen talalhaté konzervalt aminosavak némelyike pontosan
megegyezik a szekretalt PLA2-kben konzervalt, a katalizisben szerepet
jatsz6é aminosavakkal.

3. A PPV kapszidbdl PLA2 aktivitas mérhetd. Kiilonboz6, egymastol
evolicidsan tivolesé parvovirusok E. coli expresszalt VP1 egyedi
régidja PLA2 aktivitast mutat, amely kalcium fiiggg.

4. A PLA2 enzimaktivitds nélkiilozhetetlen a hatékony virus
fert6zéshez. A katalizisben fontos aminosavak mutacidja a PPV VP1
egyenesen aranyosan a virus fert6z6 képességét is.

5. A PLA?2 valahol a kés6i endoszomatol a nukleuszig vezetd tton hat.
6. Minden parvovirus genuszban, kis méretli a csoportra specifikus
ORF-ek talalhatdak amelyek atfednek VP kodolo régidjaval. A
parvovirus genuszban ez az ORF a VP2 amino-termindlisat kodold
részre esik.

7. PPV-ben egy kis 69 aminosav hosszisagu fehérje irddik le errdl az
ORF-r6l, amit SAT-nek neveztiink el.

8. SAT ugyanarrol a mRNS-r6l irodik le mint a VP2 és iniciacios
kodonja a VP2 start kodonja utan hét nukleotiddal helyezkedik el. A
proteint egy hidrofob helix az ER-ban lokalizalja.

9. SAT szovettenyészetben nem eszencialis, de szerepet jatszik a virus
kiszabadulasaban a sejtb6l. Hianya jelentGsen lassitja a sejt lizist és a
virus terjedését.





