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1. BEVEZETES

A 2-tiouracilrdl, mint nukleinsav bdzisanaldgrdol ré-
gbéta ismert, hogy erdteljesen gatolja a virusok szaporo-
désédt, viszont a hatédsmdédja még nem ismert. A hatdsmecha-
nizmusdt eddig fdleg virusfertdzdtt levél rendszeren vizs-
galtdk, amely rendszerben a virusok séaporodnak, de ezzel
egyidében terjednek is, ezért a kapott eredményekbdl nem
lehet vdlaszt kapni arra, hogy a 2-tiouracil a virusok
szaporoddsidt vagy terjedésiiket, esetleg mindkettdt gdtol-
ja=-e.

Ha meg akarjuk ismerni ennek a virusinhibitornak a
hatdsmédjét, akkor olyan rendszert kell valasztanunk,
amelyben ezt a két folyamatot, a virusszaporoddst és ter-
jedést, szét lehet valasztani.

EbbSl kiindulva jutottunk arra a kdvetkeztetésre,
hogy céljainknak a virussal szimultén fertdzott proto-
plaszt rendszer felel meg legjobban. Ezen rendszer fel-
haszné;éséval tanulményozni lehet a virusok egy-lépéses
szaporoddsi folyamatdt, s ezzel barmilyen virusinhibitor
- esetiinkben 2-tiouracil - virusszaporoddsra gyakorolt
hatasat is. |
Az igy kapott eredményekbdl kdvetkeztetést lehet levonni
a virusfertdzott levélben lejatszddé folyamatokra: neve-
zetesen - hogyan hét a 2-tiouracil a virusok szaporoda-

sédra az elsbdlegesen fertdzott sejtekben.



Kisérleteim soran eldszdr ezt a kisérleti mddszert
sajatitottam el és valdsitottam meg - hazdnkban elsd-
ként.

A j6l haszndlhatdé mddszer segitségével 'a tovabbiakban

vizsgaltam a 2-tiouracil hatdsat:

- a dohénymozéik virus-RNS szintézisre,

- a virusok képzddésére,

- a képzbdott virusok infektivitéséra,

- levél rendszerrel kombindlva - a virusok
terjedésére és

- Osszehasonlitottam a 2-tiouracilt tartal-
mazé €és a normal dohdnymozaik virus sta-

bilitéasat.

A munkam soridn felhaszndlt médszerek - a protoplaszt i-
z0ldlas, a kapott protoplasztok virussal torténd in vit-
ro fertbzése, az izotépos jeléléé, a nukleinsav kivonéas,
a gélelektroforézis, a jelolt nukleinsavakat tartalma-

z6 gélek szeletelése és a szeletek radioaktivitdsdnak
mérése, a protoplasztokbél t6rténd viruskivonds és tisz-
titds, a kivont virus infektiyitésénak tesztje, a fluo-
reszcens festés, a virusfertdzitt protoplasztok virus
koncentrdcid jénak méfése szeroldégiai mdédszerrel, a cukor-

gradiens centrifugalas - segitségével kapott adatok azt

mutatjdk, hogy a kbzismert virusinhibitor, a 2-tiouracil



a virusok szaporoddsat az elsbdlegesen fertbzott sejtek-
ben - ellentétben az irodalmi adatokkal - nem gdtolja.
A 2-tiouracil virus-terjedést gatld hatdsa valdsziniileg

1obb folyamat egyiittes hatdsaként jon 1létre.



2. IRODALMI ATTEKINTES

A magasabbrendii névényekben lejadtsz6dd virus-sza-
porodés mechanizmusdnak megértéséhez alapvetden sziiksé-

ges, hogy minél t&bb ismeretiink legyen a ndvényt alkotd

sejtek fertdzésérbl., A novényi virusfertézés sejtszintil
tanulmdnyozasdra azonban hosszu évekig nem allt a kuta-
t6 rendelkezésére megfeleld kisérleti rendszer. A virus-
fertézott intakt novény, szerv vagy szdvet rendszer vizs-
gélata nem vezet el a kiviant eredményhez, mivel ezekben

a rendszerekben:

- az inokulum altal kezdetben megfertdzitt
sejtek szama kevés,

- a virusok szaporodésa az egyes sejtekben
nem szimultan folyamat és

- a virusok nemcsak szaporodnak, hanem ter-

.

jednek is ezekben a rendszerekben.

A modern bakteridlis és allati viroldégidban mar évtize-
dekkel ezeldtt létrehoztak olyan rendszert, amely segit-
ségével a virusok egy-lépéses szaporodasi ciklusa nyo-
mon kévethetd /17/.

A ndvényi virolédgia teriiletén viszont csak a kdzel-

" multban, az 1960-as évek végén dolgozték ki a névényi



virusok egy-lépéses szaporodasi folyamaténak tanulményo-
zéasara alkalmas kisérleti rendszert /96/.

Nagyrészt ez indokolja, hogy a virusfliggé RNS-ek és
fehérjék szintézisével, a novényi virusok szaporoddsdval,
az elleniik hatdsosnak vélt virusinhibiforok hatdsmecha=-
nizmusaval kapcsolatban meglehetdsen kevés eredmény &ll
rendelkezésre.

Ahhoz, hogy ezen alapveté mddszertani problémat no-
vényi virusok esetében is meg lehessen oldani, a kisér-
leti rendszernek két alapvetd kovetelményt kell kielégi-
tenie:

>

- a novényi sejtek nagy szdzalékban szimultdn fer-
tézhetdk legyenek és
- a rendszer elkiilonililt sejtekbdl 411ljon, hogy sze-
kunder fert6z6dés lehetdsége a minimumra cstkken-
jen.
Nbvényi}kallusz—kulturék sem képesek ezeket az igényeket
kielégiteni /38/.
Novényi sejt-kulturdk esetében ezek a kbvetelmények meg-
valdésulnak ugyan, de a merev fal jelenléte miatt a sej-
tek fertézése igen nehézkes és rendkiviil kis hatasfoku
/38, 50, 56/.
Mivel a novényli virusok képtelengk athatolni a merev

sejtfalon, ezért a sejtek nagy hatdsfoku virus fertdzé-



séhez el kell tavolitani a sejtfalakat, s az igy kapott
protoplaszt rendszer alkalmazisa mar teljes egészében

A ndvényi protoplasztok izoldldsédra kétféle médszert
lehet alkalmazni: az 6sibb, a sejtfalak mechanikai elta-
~volitdsa: a plazmolizdlt sejtekbélymechanikai uton sza=
baditjédk ki a protoplasztokat. Ezzel a mddszerrel csak
nagyon kevés protoplaszt nyerheté, illetve a mezofil sz0=-
vetbd8l nem is kapunk protoplasztokat /12/. A megolddst az &
felismerés jelentette, hogy a noévényi sejtfalak kdnnye-
dén eltdvolithatdk sejtfalbontd enzimek segitségévela
A novényi protoplasztok gyors, enzimatikus izoldldsdt el-
s8ként Cocking /9/ valdsitotta meg 1960-ban. Ezzel a mdd-
szerrel lényegesen nagyobb szamban kaphatdk protoplasztok
a novény minden szovetébdl és az izoldlt protoplasziok
kevésbé sériiltek. Szintén Cocking proébdlkozott elsdként
az izoldlt protoplasztok virussal t6rténd szimultédn fer-
tézésével /10/, majd a médszer fokozatosan tokéletesedett
Aoki és Takebe /1/, Cocking és Pojnar /11/, Takebe és
Otsuki /96/ és Milhlbach és mts.-i /57/ dltal, - csak a
leglényegesebbeket felsorolva.

Az azdta eltelt iddszakban egyre halmozddnak az in-
' formdcidk a virusfertdzés ultrastrukturdjdra /66/, a sei-
tekben lejdtsz6dd virusfiiggd RNS-ek és fehérjék /88, 89,

90/ szintézisére vonatkozdan.



A dohény mezofil protoplasztok dohdnymozaik virus
/DMV/-RNS-sel valdé szimultdn fertdzésére Aoki és Takebe
/1/ dolgozott ki médszert, amit Sarkar és mts.-i mddo-
sitottak /91/, amellyel sokkal nagyobb hatdsfoku fertd-
zés érhetd el. A kdzelmultban, 1978-ban megvaldsitottdk
a protoplasztok kis molekulasulyu fert6zé RNS-sel, vi=-
roiddal vald sikeres fertdzését /57/, s ezzel megtdr-
tént az elsd 1épés a viroidok replikdcidjénak megismeré-
se felé is.

A novényi protoplaszt rendszer standard laboratdri-
umi eszkozzé vdlt a novényi virus kutatdsban, mivel szd-
mos olyan eldényds tulajdonsdggal rendelkezik, amelyek e-
gyetlen egy korabbi rendszernél sem alltak a kutatdk

rendelkezésére. Melyek ezek? /99/

- a protoplasztok virussal szimultdn fertdzhe-

t8k és ez szimultan virus replikécidt ered-
\ ményez,

- a merev fal hidnya miatt a fertézés hatdsfo-
ka nagy,

- a szekunder fert6zd8dés kizart: néhény szét-
eséd protoplasétbél szabadulhat ki virus a ko-
zegbe, de ezek képtelenek mas protoplasztot
megfertdzni a poli-L-ornitin hidnya miatt, a-
mi elengedhetetlenilil sziikséges az eredményes

virusfertdzés létrehozdsihoz,



- a kisérleti koriilmények pontosan ellenériz-

hetdk.

A felsorolt eldnydk miatt alkalmazhatd eredményesen a
protoplaszt rendszer a virus-gazda kapcsolat és a kii-
16nb62z6 virusinhibitorok hatdsmechanizmuséanak megisme-

résére,



2.1s Mennyivel nyujtott tdbbet a ndvényi protoplaszi

-

rendszer a virus-gazda kapcsolat vizsgalatakor

mint az intakt levél rendszer?

Kozel 10 év telt el a magasabbrendi ndévényekbdl tor-
ténd protoplaszt izolalasi mdédszer kidolgozésa dta. Az
eltelt id8szakban nagyon sokat valtozott, fejléddtt ez
a technika, emellett kidolgozték az izoldlt ndovényi pro-
toplasztok virussal torténd szimultidn fertdzését. Ezen

Lt a ku-
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médszerek bevezetésével nagyszeril lehetldség ny
tatdk eldtt a virusszaporodds, a virus-gazda kapcsolat,
illetve a kiilonbozd virusinhibitorok hatdsmechanizmusd-
nak a tanulmanyozisira. Az igy adodott lehetbéségek elle-
nére az elmult éviizedben nem sok uj eredményt hozott a
protoplaszt rendszer haszndlata. Jorészt csak azokat a
kisérleteket ismételték meg, amelyeket mér levél rend-
szer felhasznaldsdval elvégeztek. Elenyészé az olyan e-
redmények szama, amelyeket nem ismerhettek volna meg a
kutatdk ezen rendszer hasznalata nélkil.
Melyek voltak ezek?

Nicotiana tabacum cv. XantAL nc. protoplasztokban a
" dohénymozaik virus fertézésre bekdvetkezd nekrotikus va-
lasz hidnya /67/. Ennek a dohén& fajtdnak a levelei hor-

doznak egy ugynevezett N-gént, amely hatdsdra a levele-



ken nekrotikus 1ézidk képzdédnek a virus fertdzésre, a
fertézott sejtek elhaldsa kovetkeztében. Ugyanennek a
dohdny fajtdnak a leveleibél izoldlt protoplasztokban
a virus kitinden szaporodik, maguk a protoplasztok is
ugyanolyan mértékben életképesek mint é kontrol proto-
plasztok, amelyekbdl hidnyzik az N-gén. Az a varatlan
eredmény, hogy protoplaszt &llapotban az N-gén nem mi-

odik, azt sugallja, hogy az N=-gén miikddésének manifesz-

b
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séhoz bizonyos tipusu sejt-sejt kolcsonhatés szilk-
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éges. Bzt a magyardzatot aldtédmasztjdk azok az eredmé-

9]

nyek, amelyek azt mutatjdk, hogy a nekrotikus 1lézidk
képzése leveleken sem t0riénik meg, ha a levelekben a
sejt-sejt kapcsolatokat - tulajdonképpen a plazmodezmi-

at - szétroncsoljédk a szovet plazmolizdlasaval /32/.

w
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Az N-gén kifejezb8désével kapcsolatos sejt-sejt kdlcson-
hatésra vonatkozdan az ismeretek még nagyon hidnyosak.

A virussal teljesen telitett dohanylevél sejtekben
- protoplaszt izolalds utén - ujra elindul a virus szin-
tézis /20/. Ha Nicotiana tabacum cv. Xanthi levelet do-
hdnymozaik virussal fertézink, egy 1d6 utdn az Osszes sejt
telitddik utdédvirussal és a virusszintézis leall. Az i-
lyen dohdny levelekben vannak ugynevezett "zo6ld szigetek",
ahol kevés virus van jelen. A virussal telitett levél-
szovetbél izoldlt protoplasztokban viszont a virus sza-

porodas ujra elindul, és élénk virus szintézis figyelhetd
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meg a "zold szigetek" részbél‘izolélt‘protoplasztokban
is. A kapott eredmények azt mutatjdk, hogy valamilyen
szabalyozd mechanizmus, ami milkodik szovetszinten és
korlétoiza a virus-szaporodast, nem miikodik sejtszinten;

Bizonyos paradicsom ndvények dohanymozaik virussal
szembeni rezisztencia génje'protoplaszt dallapotban nem
mikodik. Az ezt a gént hordozd protoplasztok ugyanolyan
mértékben fertdzhetbk dohdnymozaik virussal, mint az
érzékeny paradicsom fajtdkbdl szdrmazdak /55/. A proto-
plaszt rendszer felhaszndlasdval lehetdség nyilt a viru-
sok gazdaspecifikussdgdnak tanulményozdsdra is.

A dohanymozaik virus termoszenzitiv mutdnsa jél sza-
porodik protoplasztokban még azon a hémérsékleten is, a-
melyen levélben madr alig szaporodik /61/.

Az immunofluoreszcens technikaval végzett vizsgalatok
azt mutatjék, hogy ha a virusfertdzott leveleket a nem
megengedett hémérsékleten tartjak, a virusszaporodas az
elsddlegesen fert8z6dott sejtekre korladtozdédik, s ez azt
mutatja, hogy a mutdcid abban a virusgénben van, amely a
virusok terjedését kontrolalja a levélszdvetben.

Mivel a protoplaszt rendszer teljesen elkiiloniult,
egymastél szeparilt sejtekbl8l &1l, ez olyan rendszert ad,
amely valdban < folyamatok sejt-szintjét reprezentdlja.
Ez teszi lehetdévé, hogy tanulményozzuk példdul két no-

vényi virus interakciéjat.
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A ndvények tobb mint egy virussal valdé fertdzittsége
nem ritka a természetben, de az esetek tobbségében nem
vilédgos, hogy a két kuléﬁbbzé virus ugyanazt a sejtet,
vagy ugyanabban az idében két kiilonbozé sejtet fertdz-e.
A protoplasztok immunofluoreszcens médszerrel vald vizs-
galata egyértelmiien mutatja, hogy két rokon virus fer-
tézheti ugyanazt a sejtet, és két tavoli rokonsdgban 4l-
16 virus szaporodhat ugyanabban a sejtben /71/. Dohdny
protoplasztokat sikeriilt nagy hatasfokkal fertézni két,
k6zeli rokonsdgban 4116 dohdnymozaik virus tdrzzsel is
157
Ezek a kisérletek ellentmondanak annak a korabbi elkép-
lésnek, ami szerint egy sejtet csak égy.virus.részecs-
ke fertdzhet. Ugyanannak a sejtnek kétféle virussal vald
szimultéan fert8zése esetében az utddvirusok burokprotein-
je kevert fehérjékbél a1l /73/.
Az olyan protoplasztok fertdzése dohdnymozaik virussal,
amelfek korabban mar egy rokon torzzsel fertézbtfek vol=-
tak, nem volt sikeres /70, 72/. |
Ilyen és hasonld kisérletekkel kozelebb lehet jutni a
rokon virusok okozta interferencia jelenség megértéséhesz,
A kOzismert vifusinhibitor, a 2-tiouracilvnem gatol-
ja a virusok szaporodédsidt az elsddlegesen virusfertdzott
sejtekben /4/. Szamos kutatécéoport levél rendszeren vég-

zett kisérletek eredményeként azt kapta, hogy a 2-tioura=-



cil erdteljesen gatolja a virus-RNS szintézist és a vi-
rusképzédést /13, 25, 27, 49/.

A protoplaszt rendszer felhaszndlésaval kapott eredménye-
ink azt mutatjék, hogy a 2-tiouracil a virusok RNS szinté-

zisét és a virusképzddést nem gatolja az elsédlegesen vi-

rusfertézott sejtekben.

A protoplasztoknak a ntévényi viroldgidban torténd hasz-
ndlhatdésdgdval kapcsolatban felvetddik az a kérdés, hogy:
lehet-e kovetkeztetéseket levonni a protoplaézt rendsze-
ren végzett kisérletek eredményeibdél a ndvényi sejtekben
lejatszddd folyamatokra.

A protoplasztok a ndvényi sejtek szokatlan formadi, a-
melyek természetes koriilmények kdzt nem fordulnak eld. A
novényi viroldégiédban a protoplaszt rendszer alapvetden
haszndlatos a virusfertdzés sejtszintii folyamatainak ta-
nulmdnyozdsara azzal a megszoritdssal, hogy a virusszapo-
rodés ﬁrotoplasztokban is ugyanugy jatszdédik le, mint az
intakt levél éejtjeiben. Ez a feltevés tobbé-kevésbé he=-
lyes, de vannak bizonyitékok arra vonatkozdan, hogy a pro-
toplasztok anyagcseréje bizonyos szempontddl killonbdzik a
levél sejtjeiétdl.

Bgyrészt: az izoldlt dohany mezofil protoplasztokban je-
lentésen emelkedik az RN-4z szintézis /44/ és a protoplaszt

izo0ldlés sordn megvaltozik a poliriboszdémék mennyisége és



profilja /87/. Ezeknek a yéltozééoknak egyrészét a pro-
toplasztokat koriilvevd hiperozmétikus kSzeg hatésanak
tekintik /44/.
Mésrészt: az izolalt ndvényi protoplaszfok teljesen nor-
mélisnak tinnek ultrastruktura /97/ és anyagcsere szem=-
pontjabdl /88/.
Egyes megfigyelések szerint a protoplasztok an&agqseré-
jét befolydsolhatja a sejtfal hidnya is /43/.

 Még tovéﬁbi vizsgdlatok sziikségesek azonban, hogy
pontosan jellemezni lehessen az izoldlt novényi proto-

plasztok anyagcseréjét.

2.2 A protoplaszt izoldléasi folyamat és az eredeti mdod-

szer mdodositasai

A magasabbrendi novények esetében a protoplaszt izo-
1414s folyamatdnak két klasszikus médszerét dolgoztak ki:
a két-1lépéses /95/ és az egy-lépéses /75/ izoldlasi folya-
matot. A jelenleg legszélesebb korben alkalmazott proto-

laszt készitési médszerek Takebe és mts.-i /95/ dltal

el

idolgozott enzimatikus eljdrason alapulnak. Maga a proto-

b

plaszt izoldldsi folyamat két 1lépésre bonthatd:
- A felhaszndlt novényi szovet killondlld sejtekre vald

szétbontdsa, dltaldban a Rhizopus speciesek altal



termelt pektindz /macerozim/ felhasznidldsaval.
- Az iz0l41t sejtek sejtfaldnak leemésztése a Tricho-
derma viridae &ltal termelt cellulédzzal,
Az eredeti két-1lépéses izoldlédsi folyamat médbsitéséval
létrehoztdk az egy-lépéses eljarast, amelyben a novényi
szbvetbélra két enzim /pektindz és celluldz/ keverékével
kezelve kozvetlenil nyernhetdk a protoplasztok /39,65,75,76/.
Az egy-lépéses iz0ldlési médszer sokkal egyszeriibb az eld-
zénél, de az igy kapott protoplasztok heterogének, a szi-
vacsos és a paliszad parenchima sejtjeit is tartalmazzik.
Mihlbach és mts.-1i, az dltaluk kidolgozott mdédszerben. /57/
a fokozatos plazmolizist alkalmaztdk protoplasztok nyeré-
sére, s ezzel az eljadrdssal nagyobb szamu, stabilabd pro-
toplasztok izoldlhatdk, mint a kordbbiakkal.
Legelterjedtebben a dohédny levelek mezofil szovetébdl
izoldlnak protoplasztokat a virusfertdzés és a virusszapo-
rodds mechanizmusdnak tanulményozdsdhoz. EbbSl a szbvetbdl
kénnyﬁ nagy szamu, ép protoplasztot nyerni, a kapott pro-

toplasztok tobb virussal eredményesen fertdézhetdk és ben-

s

nilkk a virusszaporodds is megfeleld mér

’

eki.

Megfeleld szamu, ép protoplasztok nyerését nagyon sok.
tényezd befolydsolja: a felhaszndlt ndvények fizioldgiai
dllapota, kora; a levelek pozicidja; az ontozés; a fény
viszonyok; a protoplaszt iz01414s némérséklete; a rdzatds

sebessége; az ozmotikum mindsége és koncentracidja; az al-
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3

kalmazott enzimprepardtum szennyezettsége /95, 104/.

A protoplaszt izoldlds mintegy 10 éves torténetében
a dohény mellett szémos més novény eseiében is kidolgoz-‘
tdk a protoplasztok nyerésének optimalis koriilményeit.

Az izoldlt protoplasztokat a legtdbb esetben Aoki és
Takebe /1/ dltal Osszedllitott tdpoldatban, vagy annak ki-
csit moédositott vdltozatdban inkubdljdk. Ez a tapkozeg
szamos nemorganikus sét, auxint, citokinint és antibioti=-
kumot tartalmaz. A protoplasztok ebben a kozegben tbb na-
pig életben maradnak és kezdenek osztdédni. A protoplaszto=-
kat az inkubdlds soran optimdlis hémérsékleten és fény vi-

szonyok kozt tartjak.

2.3 Az izoldlt protoplasztok virussal torténd fertdzése

Ai iz0l1d4lt novényi protoplasztok virussal vald szi-
multdn fertdzését 1969-ben két kutatdécsoport dolgozta ki:
Cocking és mts.-i /11/ paradicsom, Takebe és mts.-i /96/
dohdny protoplasztokat fertdztek sikeresen dohénymozaik.
virussal /DMV/. Az eredetileg DMV-sal torténd fertbzésre
kidolgozott médszer mds virusndl is haszndlhatdénak bizo-
nyult, igy ma mar t6bbd mint'tié novényfaj protoplasztjai

fertdznetdk mintegy 17 kiilonb6zé novényi virussal /100/.
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A Takebe és Otsuki altal kidolgozott protoplaszt fer-
tézési médszer /96/ kulcsszerepii 1épése egy nagy moleku-
lasulyu polikation hozzgdaddsa a virus inokulum oldathoz.
Ez a polikation a poli-L-ornitin /PLO/, amely bdzikus a-
minosavakbol 4116 linedris polimer., A fertdzési folyamat
fontos lépése a PLO és a virus részécskék tiz perces eld-
inkubdlédsa a fertdz8 oldatban. Ezen inkubdlds idején a
PLO kapcsolddik a negativ toltésii részecskékhez és virus-
PLO komplex képz8dik /98/. Mds kisérletekbél ismert, hogy
a PLO a virussal vald el8inkubaléas idején aggregatumot ké-
Pez, s‘ez az aggregdtum PLO-t, virust és puffer molekuld-
kat is tartalmaz /47/. Az igy képzddstt aggregdtumok a
protoplasztokkal vald inkubdlds soran hozzdtapadnak a memb-
ranhoz és bejuttatjdk a virust a protbplasztokba J4T L
A fertézés utolsd lépéseként a nem adszorbedlddott virus
részecskéket el kell tavolitani a kdzeghbdl és végil az in-
kubicids oldatba tett protoplasztokban lejdtszédik a vi-
russzaporodas.

A Takebe és Otsuki /96/ altal kidolgozott protoplaszt
fertdzési médszert‘Motoyoshi és mts.-1i oly médon médosi-
tottdk /54/, hogy a lecentrifugdlt protoplasztokat kdzvet-
leniil a virus-PLO komplexet tartalmazd oldatban szuszpen-
ddlték, anelyett, hogy eldészgdr mannit oldatban vették vol-

na fel, majd 1l:1 ardnyban fertdzd oldatot adtak volna hozzd.
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Okuno és Furusawa rozsnokmozaik virussal valdé ferté-
zésre dolgozott ki médszert, amely szerint a fert8zés ha-
tésfokdt igen megnovelhetjilk, ha a fert6zd oldat ozmoti-
kus nyomédsat kozvetleniil a fertdzés elétt és alatt meg-

emeljiik . /63/.

2.4 A protoplaszt fert8zés hatdsfokét befolydsold ténye=-

20K

A protoplaszt fertdzés hatéasfoka logaritmikus Ossze-
fliggést mutat az alkalmazott virusinokulum virus koncent-
racidjaval /52, 96/. A fertdzotté valt protoplasztok ari-
nya a mintéban filigg az alkalmazott virus preparidtum spe-
cifikus infektivitdsdtél is.

A PLO jelenléte elengedhetetleniil sziikséges a proio=-
plasztok DMV-sal /96/, uborkamozaik virussal /68/, burgo-
nya X-virussal /69/ és tehénborsd klorotikus foltossédg vi=-
russal /51/ vald nagy hatdsfoku fertézéséhez. Az eldbb
felsorolt virusok mindegyikének savas izoelektromos pont-
ja van, igy az inokuldlds pH-jdn tobbé-kevésbé negativ
toltésiiek. A PLO egyik szerepe feltehetden az, hogy semle-
gesiti vagy pozitivva véltoztatja a virusok negativ tolté-

sét, igy eldsegiti a virusok adszorpcidjét az ugyangéak“%ﬁ%h
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negativ t0ltésii protoplaszt membranhoz /31/. Valészinii,
hogy a PLO nemcsak a virus adszorpcidban, hanem a virusok
protoplasztokba vald bejuttatasaban is szerepet jatszik/98/.
Vannak olyan virusok, a borsd enéciéslmozaik virus /52/

és a rozsnokmozaik virus /28, 53, 63/, amelyekkel PLO a-
dagolds nélkiil is megfeleld hatdsfokkal lehet fertézni a
protoplasztokat. Ezek a virusok magasabb izoelektromos
ponttal rendelkeznek, igy a fertdzés pH-jén.pozitiv t61té~-
siiek. Megfeleldé hatdsfoku virusfert8zést kapunk abban az
esetben is, ha a protoplasztok membrénja.relativen kis ne-
gativ toltéssel rendelkezik /58/.

Mas polikation, példaul a poli-L-lizin és poli-L-hisztidin
is fokozza a virusfertdzés hatédsfokdt, csak kevésbé kife-
jezetten, mint a PLO /54/. A PLO molekulasulya szintén be-
folyésolja a virusfert8zés eredményességét: a 90 000 mo-
lekulasulyu PLO kevésbé hatasos, mint az altalanosan hasz-
nédlt 130 000 molekulasulyu /98/.

A éakebe és mts.-i 41tal haszndlt citrdt puffer /96/
helYett Kubo és mts.-i foszfiat puffert /42/ alkalmaztak
dohdny mezofil protoplasztok dohdny rattle virussal vald
szimultdn fertdzéséhez, mivel igy magasabb fertdzési szd-
zalékot kaptak, de foszfdt puffer felhaszndldsa esetén a
virus fertdzottség hatdsfokdt befolyasolja a fertdzd puf-
ferben 1évd8 protoplasztok koncehtréciéja is /48, 92/. Ha=-
sonld jelenséget taldlt Takebe és Otsuki is DMV-sal kap-

csolatban /99/.
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A protoplaszt fertdzés sikerességét befolydsolhatja
még a novény kora és a felhaszndlt levelek pozicidja is
/54/ .

Az 1969-ben kidolgozott protoplaszt fertézési médszer
a modositédsok hatdasdra egyre tokéletesedett és ennek ered-
ményeként a protoplasztok 80-90%-2 szimultidn fertdzhetd
virussal. A protoplasztok fertd8zottségi szidzalékédnak meg-
dllapitdsdra a leggyorsabb és legpontosabb mddszer a vi-

- rus-antitesthez kotott fluoreszcein izotiociandttal /FITC/
torténé protoplaszt festés. A fertdzés utdn 24 Srdval mar

elvégezhnetd, kiértékelheté a festés.

2.5 A virusok bejutdsa a protoplasztokba

A virusfertdzott protoplasztokbdl késziilt metszetek
elektfonmikroszképos vizsgdlatai alapjdn a kutatdk egyré-
sze ugy véli, hogy a novényi virusok endocitozissal jut-
nak be a protoplasztokba /11, 100/. Més laboratdériumban
a kisérleti eredmények alapjén arra a kovetkeztetésre
jutottak, hogy a virusok a poli-L-ornitin okozta sériilé-
seken 4t hatolnak be a protoplasztokba /7, 40/. Ez az utdb-
bi elképzelés viszont nem ad magyardzatot arra, hogy

vannak virusok, amelyek poli-L-ornitin /PLO/ adagolés



nélkiil is képesek fertdzni a protoplasztokat. Okuno és
FPurusawa endocitozist jelzd strukturat figyelt meg arpa
protoplasztok rozsnokmozaik virussal vald fertdzésekor,
a mint ismeretes ez a virus PLO hozziaddsa nélkiil is fer-
t6z /63/. A fertdzés hatdsfokit igen ﬁegnbvelte ebben a
rendszerben a rendszer ozmotikus nyomasanak megemelése
kozvetleniil a fertézés eldtt /62/. Ezek az eredmények nem
mondanak ellent az endocitozisos virus bejutds lehetdsé-
gének, mivel az ozmotikus sokk cstkkenti a turgort és ez
eldésegiti a sejtmembrén befilizédését.
Az izoldlt protoplasztokban lejdtszddd endocitozisos vi-
rus bejutds folyamatdt vildgosan alatémasztjak azok az
elektronmikroszképos kisérletek, amelyek polisztirén szem-
csék felvételédt mutatjik /94/.

Jelenleg azonban a kbézvetlen bizonyitékok még hidnyoz-
nak annak aldtdmasztdsdra, hogy a novényi virusok ténylege-

sen endocitozis utjén jutnak be a novényi sejtbe.

2.6 A protoplasztokban lejdtszd6dd virus replikdcid

Tiz évvel ezeldtt, 1969-ben dolgoztdk ki a proto-
plasztok virussal torténd fertézésének médszereét /S6/,
amely segitségével a protoplasztok tobb mint 90%-a szi-

multdn fertdzhetd virussal a rovid ideig tartd virus-
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kezelés alatt. Mivel a virusok megtapaddsa és bejutdsa a

protoplasztokba néhény perc alatt lejdtszddik, igy igen ki-
csi a szekunder fertdzdédés lehetdsége, tehdt a virusszapo-
rodéas szimultan folyamat protoplaszt rendszerben. A proto-
plaszt rendszer ezen tulajdonsdga teszi lehetbévé az egye-
di sejtekben lejatszodd virus sokszorozddds folyamatéanak
nyomonkdvetését.

Elséként a dohdnymozaik virus /DMV/ szaporoddsédt vizs-

val.

G
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galték protoplasztok alkalmaz
A DMV egy pozitiv szdlu RNS molekuldt és fehérjeburkot
tartalmaz, amely szémos fehérje molekuldbdél all. A virus-
RNS egyrészt templatként szolgél a fehérjeszintézishesz,
masrészt pedig irdnyitja a sajét replikacidjat.

A protoplasztok virussal vald fertézésekor a virus részecs-
kék megtapadnak a protoplasztok membranjén, majd bejutnak
azokba és a fertbézést kovetden rovid iddén belill elvesz-

tik fehérjeburkukat. A virus bejutdsdnak és a fehérjeburok
levetééének pOntoé mechanizmusa és helye azonban még tisz-
tédzatlan. A kisérleti eredmények szerint a virusfertdzott
protoplasztokban néhdny 6raval a virus fertdzés utan vi-
russpecifikus RNS-ek és fehérjék szintézise kezdbdik meg
/2, T4, 88, 89, 90/. Hasonld eredményeket kaptak virusfer-
t626tt levél rendszeren végzett kisérletek eredményeként

is /%6, 80, 81, 82, 83, 84, 85/.
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A virusfertdzést kovetden lejadtszoddé RNS és protein szin-
tézis helye kiilonbozik, azaz: a virusfiiggd RNS-ek szinté-
zisének helye a sejtmagban, a virusfiiggd fehérjéké pedig
a citoplazmdban lokalizdlhatd /2, 6, 83, 88, 89/. A sej-

,

tekben a virus-RNS szintézise a fertdzés utani negyedik
‘oraban mar kimutathatd és a fertézéé kezdeti szakaszaban
szabad RNS-ként, vagy fehérjével részben boritottan hal-
mozédnak fel a sejtekben /2, 82, 88/, majd a késébbiekben
szintézisiik mértéke exponencidlisséd vdlik. Képzddésiik i-
dégorbéje szerint haromféle virusfiiggd RNS mutathatd ki

a2 virusfertdzott protoplasztokban és virusfertdzott levél
sejtekben: a replikativ forma, a replikativ intermedier
és a tulajdonképpeni virus-RNS. Az elsdé két forma a virus-
RNS képzddés intermedierje. A virus-RNS megsokszorozddisa
egy RNS-fiiggd RNS-polimerédz segitségével valdsul meg, a-
mely a gazda ndvény enzime /86/. Ezt az enzimet egészsé-
ges dohdny levelekben is kimutattdk, viszont szintézisé-
nek mértéke a virusfertdézott szdvetekben sokszorosa a
kontrolban talalhatéénak. Feltételezhetden a DMV-RNS nem
kédolja a replikécidjahoz szilkséges teljes enzimet, de
nem kizdrt, hogy valamelyik alegységét kdédolja, vagy egy
6lyan faktor%, amely hatdsdra megsokszorozdédik a gazda
RNSQfﬁggé RNS-polimerdz szintézisének a mértéke.

A fertdzés késdbbi szakaszdban indul be a virusfiliggé pro-

tein szintézise, amely sordn a burokfehérjén kivil kétsy,
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nagy molekulasulyu fehérje is képzddik. Ezek a fehérjék
elkiiloniilten olvasédnak le a DMV-RNS-rdl, és a szintézi-
siik mértéke is kiilonbozdé /6, 19, 74, 82, 88, 89, 90/.

A nagy molekulasulyu viruskodolt fehérjék szintézise'
korébban kezdddik, mint a burokfehdérjéé, de ezen utébbi
szintézisének sebessége joval nagyobb az elézdékénél. A
két nagy molekulasulyu fehérjének a virus replikdcidban
bet6ltott szerepét azonban még nem sikeriilt tisztdzni.

A virusszaporodids késd8bbi szakaszéban, amikor a burokfe=-
héxrj

J

képzbdése intenzivvé vdlik, megkezdbdik a virus-

()

RNS és fehérje spontén osszekapcsoldddsa, amelj mechaniz-
musa mar elég jél ismert /21, 22/ és létrejdnnek az utdd-
virusok.
A protoplasztonként képzddott virus mennyisége
0,5 = 9,5 x 106 virﬁs/protoplaszt értéknek
adédott /2, 37/. .
A levél szovet vizsgdlatakor kapott érték:
0,5 .= 2,5 % 106 virus/sejt /79, 105/.
A levél rendszeren végzett kisérleti eredmények azt mu-
tatjék, hogy a lokdllézids dohdnylevél szovetében keve-
sebb virus képzddik, mint a2 szisztemikus gazddéban a
fert8zott sejtek elhaldsa miatt, ami megakaddlyozza a
folyamatos vifﬁészintézist-/lOS/. Lokd11éziés gazdano-
vénybdl izoldlt protoplasztokkai végzett kisérletek ered-

ményei viszont azt mutatjdk, hogy bennilk ugyanolyan sebes-
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gséggel és ugyanannyi virus képzddik /67/, mint a sziszie=
mikus gazddbdl izoldlt protoplasziokban, tehdt az aktiv
virusszintézis nem okozza a sejt elhalését. A hiperszen-
zitiv dohény novényekben a sejtek elpusztuldsdért mds fo-
lyamatok feleldsek /41/.

A kapott eredmények azt mutatjik, hogy a nekrotikus va-

lasz létrejottéhez sejt-sejt kapcsolat szilkséges /67/.

A 2-tiouracil /2-TU/ évtizedek 6ta erbteljes virusin-
hibitorként ismert. Mar 1951-ben ismertté valt Commoner
és Mercer altal /13/, hogy ez az uracil analdg gatolja
a dohénymozaik virus szaporodasét. Az azdta eltelt idd-
szakban szamos kutatécsoport /5, 14, 23, 24, 25, 26, 27,
29, 34, 35, 59, 60/ *foglalkozott a 2-TU vizsgdlataval,
igy sok részeredmény ismertté is valt, viszont a hatdsme-
chanizmusdt médig sem tisztédztik.

Kisérleti eredmények alapjidn ismeretes, hogy a 2-TU
beépiil a dohdnymozaik virus RNS-be /DMV-RNS/ /24, 26, 46,
78/ és a ds DMV-RNS=be /77/. Eméllett gédtolja a 32p bedpii-
16sét a DMV-RNS-be /25, 49/ és a ds DNMV-RNS-be /77/.
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T6ob kutatdécsoport muynkdja nyoman ismertté valt, hogy a
2-TU-lal kezelt levelekddél kivont virus-RNS-eknek és ma-
guknak a virusoknak is jelentés része - az Osszvirus meny-
nyiség 50-80%-a - nem fertézdképes /24,/26, 27/. A 2-TU-t
tartalmazd DMV-RNS ié kevésbé infektiv, mint a kontrol
DMV-RNS, viszont az infektivitds kiillonbség nem olyan nagy
mint amit a virus részecskék vizsgélatakor taldltak /24/.
Mésrészt megfigyelték, hogy az infektivitéds kiilonbség
jéval kisebb a 2-TU-DMV éc a DMV kozt, ha tisztitott vi-
rus preparatumokat vizsgélnak tisztitatlan helyett /24/,
illetve az infektivitési tesztitel mért virushozam csdk-
kenés jéval nagyobb, mint amit elektronmikroszkdépos szi-
moldssal vagy szeroldgiai mddszerrel kaptak /24/.
A jelenleg rendelkezésre 4116 adatok alapjén ezekre a
jelenségekre a magyardzat nem ismert.
A defektiv v1rus részecskék képzése mellett a 2-TU-lal
kezelt 'dohdny levelekben szintetizalddott Osszvirus meny-
\
nyiség is kevesebb, mint a kontrolé /14, 25, 27/.
Commoner és mts.-i 1952-ben /14/, Francki és mts.-i 1959-
ben /23/ megdllapitottdk, hogy a 2-TU-t tartalmazd és a
normdl DMV ko6z0tt nincs kiilonbség elektroforetikus mobi-"
litdsban és elektronmikroszképos méretben. Commoner és
mts.-i /13/ 4ltal v4lt ismertté, hogy a 2-TU igen alacsony
koncentrdcidban is hatdsos /10 wg/ml/ s ez a gdtlé hatds

kétszeres uracil mennyiséggel visszafordithatd.
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Ugyanez a kutatdécsoport végzett kisérleteket arra vonat-
kozdan, hogy a 2-7U fizikailag inakti#élja—e a virust.

A kapott eredmények azt mutatjak, hogy nem.

Ralph és mts.-i /78/, Dawson és Schlegel /15, 16/ eredmé-
nyei szerint a virusszaporodas korai 1lépése 2-TU érzékeny.
Dawson és Schlegel ugynevezett szinkron novények felhasznd-
lasaval ezt az id8szakot a fertézés utédni 12 Srdban, Meyer
és mts.-i /49/ pedig 24 OSréban jeldlték meg. Francki /25/
eredményei szerint a virusszaporodés'akkor nagyon érzékeny
a 2-TU-os kezelésre, amikor a levelek virus koncentracidja
nagyon alacsony. A legnagyobb gatlast a fertézéssel egyidé-
ben kapta. Meyer és mts.-i /49/ kisérletei alapjén a DMV~
RNS szintézis akkor a legérzékenyebb a 2-TU-os kezelésre,
amikor a virus-RNS szintézis a legintenzivebb.

Francki és Matthews /27/ dltal k6z6lt eredmények alapjéan,
ha a virus mennyisége a felére csdkken a 2-TU-lal kezelt
mintébén a kontrolhoz képest, a virus-RNS Osszuracil tar-
talmanak 10%-& 2-TU. Matthews eredményei szerint ez az ér-
ték 3,5% /46/. Szeroldgiai mdédszert 1965-ben Jeener /35/
alkalmézotf a 2-TU=-t tartalmazdé és a kontrol virusok vizs-
gadlatéra. A kapott eredmények azt mutatjak, hbgy a 2=-TU-t
tartalmazdé DMV-nak szeroldgiailag mdédosult proteinje van:
a 2=-TU jelenlétében képzdédott virusok 30-50%-a nem képes
az antitesttel kapcéolé@ni, ami.a DMV burokfehérjében be=-

kovetkezett aminosav valtozas kovetkezménye.
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sanis megfigyelése /5/: a 2-TU virusszapo=-
roddst gatld hatdsdnak a mértéke szdridst mutat a levelek
fizioldgiai allapotédnak megfelelden, és ha a 2-TU-t kihagy-
jédk a tapoldatbdél, a virusszaporodas normédlis médon zajlik
le. | |

A 2-TU virusszaporoddst gdtld hatasat eddig fdleg in-
takt novényi rendszeren vizsgdltdk, infektivitasi teszt
/1%, 14, 16, 24, 27/ segitségével és az Osszvirus mennyi-
ség meghatdrozdsaval /14, 25, 46/.

- ’,

Az intakt ndvényi rendszer felhaszndldsdnak azonban vannak
korldtai ezen jelensédg vizsgdlatakor. Ebben a rendszerben
a virusok nemcsak szaporodnak hanem terjednek is. A ren-
delkezésre 4116 eredménvekbdl tehdt nem kaphatunk vilaszt
arra vonatkozdan, hogy a 2-TU magdt a virusszaporodist, . a
virusterjedést vagy mindkettdt gatolja-e.

szimultén fert8zdtt protoplaszt rendszer felhaszndlésa =
2-TU hatdsinak tisztdzdsa soran. Protoplaszt rendszer al-
kalmazdsa esetén kiilonvdlasztva vizsgdlhatd a 2-TU hatdsa
a virus-RNS szintézisre, a virusképzlbdésre és a virusok
terjedésére.

DMV-sal szimultdn fertézdtt protoplaszt rendszer segitségé-
vel vizsgdltuk a 2-TU hatdsdt a virusképzbdéssel, majd
levél rendszerrel kombindlva a virusterjedéssel kapcso-

latban /4/. Az igy kapott eredmények azt mutatjdk, hogy
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a 2=TU sem a virus-RNS szintézist, sem a virusképzddést

nem gdtolja az elsddlegesen fertdzttt sejtekben.



3. ANYAGOK ES MODSZEREK

3.1 Nicotiana tabacum cv. Xanthi

Nicotiana tabacum cv. Xanthi novények iiveghdzban nevelt
hat-nyolc hetes példanyainak szépen kifejl8dott kozépss

%

iatalabb le-

bz

léasra,

JON

leveleit hasznéltam protoplaszt izol
velek alkalmazésa esetén a protoplaszt izoldlds kdnnyebb,
de az igy kapott protoplasztok tdrékenyek, nehezen élik
tul a virusfertdzés és az inkubilds folyamatdt. Az iddsebb

levelekb8l izoldlt protoplasztok Bzintén instabilak.

3.2 Protoplaszt izoldlds /57/

\

A kisérletekhez szﬁkséges‘protoplasztokat Nicotiana taba-
cum cv. Xanthi ndvények leveleinek mezofil szlvetébll izo-
laltam.

A gondosan kivalasztott dohdny leveleket sterileztem
70%-63 alkoholban, 4%-os hypoban és steril desztilldlt
vizben térténd mosdssal. A sterilezett leveleket 1-2 mm.

széles csikokra szeleteltem iiveglapon, 0,4M mannit oldatban.
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A tovabbiakban a fokozatos plazmolizis elvét kévetve, a
szeleteket 0,5M mannitban gyijtottem Ossze és a mintédkat
infiltrdltam. A nyomdskiilonbség lassu kiegyenlitése utan

a kis levélszeletek lesiillyednek az oldat aljéra. Az in-
filtrdlds befejezése utan 30 percig plazmolizadltam a sze-
leteket 0,5M mannit oldatban, 30°C-0s vizfiirdén enyhén ri-
zatva /25-50 ford./perc/; majd a mannit oldatot macerozim
enzimoldatra cseréltem, amely 0,7M mannitot, 0,5% macero-
zimet és 0,5% kdlium-dextran-szulfédtot tartalmazott és

pH 5,8 volt. A 40 percig tartd inkubdlds idején az enzim
elbontja a sejteket Osszetartd pektint. Az enzimes kezelést
30°C-0s vizfiirddn enyhén rizatva végeztem el. A macerozim
enzimoldat ledntése utédn a mintdkat celluldz enzimmel ke-
zeltem, amely 0,7M mannitot és 1% celluldzt tartalmazott
és a pH-ja szintén 5,8. Az enzim a 2-2,5 Orés inkubélés
idején /32°C-os vizfirdon enyhén razatva/ leemésztette a
sejtfalakat és a protoplasztok szabaddd vdltak, amelyeket
- 0,7M mannit oldattal mostam ki az enzimoldatbdl. Alacsony
fordulatszdmu centrifugdldssal /50-100g,2perc/ a proto-
plasztok elkiildniiltek a sejtfal maradvidnyoktél, a szét-

esett protoplasztoktdl és a tormeléktdl.
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3.3 Az izolalt protoplasztok fertdzése DMV-sal /62, 96/

Az izo0ldlt dohdny protoplasztok virussal vald szimul-

tdn fertézéséhez a dohdnymozaik virus /DMV/ OM tiérzsét

0]

hasznaltam fel.
A DMV-sal toriéné fertbzéshez az optimélis protoplaszt
koncentriacié 100 000-150 000 protoplaszt/ml.

A lekerekedett, ép protoplasztokat kicentrifugdltam a
0,7M mannit oldatbdl és fertbzd8 oldatba tettem vissza,
amely 0,01M pH 6,7 KH

PO, puffert, 0,78M mannitot, 1 pg/ml

2774
PLO-t és 1 ug/ml DMV-t tartalmazott.
A fertézdoldatot a fertdzés megkezdése eldétt 10 perccel
Ossze kell mérni, mivel a sikeres fertdzés létrejottéhez
a PLO és a DMV 10 perces eldinkubélésa elengedhetetlenil
sziikséges. Az igy eldkészitett kdzegben a virusfertdzés
10 perc alatt lejdtszdédik. Az inokulélds utdn a nem ad-
szorbedlddott virus részecskéket és a PLO-t CaClz-os mosd-
val tdvolitottam el a mintdkbdl, amely Osszetétele:

0,7M mannit és'5 x 107 M CaCl,
Bz az‘oldat stabilizdlja a protoplasztok membranjat, A vi-

rusfertdz6tt protoplasztokat inkubdcids kdzegbe helyeztem.
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3.4 A protoplasztok inkubdldsa /1/

Az inkubélashoz a2z optimdlis protoplasztvkoncentrécié

100 0C0-200 00C protoplaszt/ml. Az inkubdcidés kdzeg pH-

ja 5,8, és szamos nemorganikus sét, auxint és antibioti-
kumot tartalmaz. Ebben a kdzegben a protoplasztok tobb
napig életképesek. Az inkubdlds idején a hdémérséklet 25°C,

a fény erdssége pedig 1500 lux volt.

3.5 22D 4e151és

Az inkubdcids médiumban 1évl egészséges és DMV fertdzott

.

protoplasztokat hordozomentes 32P—ral /50 pCi/ml/, 6 dra/
jeldltem. A jeldolés utén a fel nem vett izotdpot kimostam

a mintédkbdél CaCl,-os mosdval, majd kivontam az egyes min-

2
$4kbd6l a nukleinsavakat.

32

3.6 A protoplasztok dltal felvett P mennyiségének

meghatarozasa

Az izotdéppal jelolt protoplasziokat lecentrifugdltam,
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tObbsz0r mostam 0,7M mannit oldattal, ismét lecentrifugdl-
tam és 10 percig protoplaszt 1izd1lé pufferrel kezeltem,

amely 0,02M glicint, 0,001 M NaHPO,-t, 0,06M NaCl-t,

4
1% Na-dodecilszulfatot, 2% 2-merkaptoetanoclt és 2% Nonidet
P 40-1 tartalmazott. A mintdkbdl sziirdpapir korongokra
cseppentettem, beszéritottam, kiivettdba helyeztem és to-

luolos szcintillédcids elegyben mériem a mintdk .radioakti-

vitasat,

. B e 2 . ’ sz ' 4 A J
3.7 A nukleinsavakba beéplilt > P mennyiségenek meghata-

rozasa

Az izotdppal jelolt protoplasztokat lecentrifugdltam,

32P

t0bbsz0r mostam 0,7M mannit oldattal a fel nem vett
eltdvolitdsa cé1j4bél, majd ismét lecentrifugdltam és
protoplaszt 1izdld puffert adtam hozzd amivel 10 percig
kezeltem. A mintakbdl sziir8papir korongokra cseppentettem,
beszdritottam, majd korongonként 5 ml 5%-os triklorecet-

savval /+0,2% Na 07/ 6x10 percig mostam. Ezutan kétszer

LT
96%=-0s alkohollal, majd 1l:1 aranyu alkohol:éter eleggyel,
véglil éterrel mostam és beszidritottam. A beszaritds utén
mérdkiivettdkba raktam és szcintilldcids elegyben mértem a

mintdk radioaktivitdsit Nuclear Chicago folyadék-szcintilla-

¢cids spektrométerrel,



3.8 Fenol=krezolos nukleinsav kivonds /33/

A kivonds minden 1épését hiités /4°C/ mellett kell végezni
a novényi ribonukledzok aktivitdsénak lecstkkentése miatt.
A lecentrifugdlt protoplasztokat kiﬁoné pufferben homoge-
nizdltam, amely 0,5M TRIS-HC1l puffert, 10% tris-izo-pro-
lpiinaftalinszulfonsav Na-séjat, 0,5M NaCl-t, p-aminoszali-

P iy 7

cilsav Na-sojat és vizet tartalmazott. A homogenizédtumhoz
ekvivalens mennyiségben fenol-krezol elegyet adtam, amely
80% fenolt, 10% m-krezolt, 0,1% OH-quinolint és 10% vizet
tartalmazott. A fenolozéds utén a vizes fdzisbdél 96%=-os al-
kohollal kicsaptam a nukleinsavakat, majd 70%-os alkohol-
lal t&bbszdr atmostam a fenol nyomok eltdvolitdsa céljdbdl.

A tiszta nukleinsavakat elektroforetikus pufferben felvet-

tem és poliakrilamid gélen megfuttattan.

3.9 Poliakrilamid gélelektroforézis /15/

A kisérletekhez 2,4%-os poliakrilamid gélt készitettem,

amely akrilamidot, bis-akrilamidot, elektroforetikus puf-
fert, vizet, tetrametiletiléndiamint és /NH,/,S,0g-t tar-
talmazott. Az elektroforetikus pufferben TRIS=HC1l, puffer

haH2P04 X 20,0 és EpTA volt. A futtatdshoz az elektrofore-
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tikus puffert 0tszbrisére higitottam. A kész géleket az
anyag felrétegezése eldtt eldéfuttattam /5mA/csd,30-40perc/,
majd a nukleinsav mintdkat rarétegeztem a gélek tetejére.
Az optimdlis térfogat 30 m1, 1-1,5 OD26O/optikai denzitas/
egység. A mintdk felvitelét ribonukledz mentes cukor hozzi-
adésa segitette eld8. A géleken a mintédkat négy 6rén a4t fut-
tattam /5mA/cs8/, majd a megfuttatott géleket kivettem a
csdvekbb8l és desztillalt. vizben aztattam a szennyezddések
eltéavolitdsa céljabdl. Joyce-Loebl Chromescan mikrodenzito-
méter segitségével felrajzoitam a megfuttatott nukleinsa-

vak optikai denzitds profiljat.

3,10 A gélek szeletelése és a szeletek radioaktivitédsanak

mérése

\
A megfuttatott géleket, amelyek tartalmaztdk a radioaktiv
izotdppal jeldlt nukleinsavakat, az eredeti hosszukra fa-
gyasztottam szdrazjéggel és 1 mm-es darabokra szeleteltem.
Az‘egyés szeleteket sziirépapir korongokra helyeztem, De-
ézéritottém, a szaradas utén mérékﬁvettékba raktam, majd
mértem a gélszeletek radioaktivitdsdt toluolos szcintillé-
ciés elegyben Nuclear Chicago folyadék-szcintilldcidés spekt-
\;ohéteren. A kapott eredményeket grafikonon ébrézoltamwégk

Osszehasonlitottam a mintdk optikai denzitds profiljaval.
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3.11 Viruskivonas protoplasztokbdl /22, 30/

\

A lecentrifugédlt, dohdnymozaik virussal fertdz6tt proto-
plasztokat homogenizdaltam 0,1M pH 7,25 Na=-pirofoszfat puf-
ferben. A centrifugalds utédn /10 000 rpm, 10 perc/ kapott
feliiluszé butanolos kezeléseutan a virust polietiléngli-
kolos médszerrel kicsaptam a mintékbél. A t6bbszori poli=-
etilénglikolos tisztitds utén kapott viruspreparatumokat
0,1M Na-pirofoszféat /pH 7,25/ pufferbenvoldottam ﬁissza.
Az egyes mintdk virus mennyiségét a 260 nm-nél mért opti-
kai denzitds értékbll szamoltam a kdvetkezd képlet segit-

ségével:

A26O X higitas
ol UL R SSRATor P
DMV mg/ml
92k
Apgog = @ 260 nm-nél mért fényabszorpcid

3.12 A kivont virusminta vizsgdlata cukorgradiens centri-

fugdléssal

A kisérletekhez 10-35%-os linearis cukorgradienst készi-

tettem. SW 27 rotorral /24 000 rpm, 2,5 6ra/ Beckman ulira-
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centrifugadn centrifugdltam a mintdkat. Minden csé tetejére

5 optikai denzitds egységnyi virus preparatumot rétegeztem.

3.1% A kivont virusminta bioldgiai tesztje /69/

A bioldgiai teszt kivitelezéséhez Nicotiana tabacum cv,
Xanthi nc. novényeket haszndltam, amelyek a virusfertd-
zésre 1lokallézid képzéssel valaszolnak. Az infektivitdsi
~teszt segitségével mérhetjilk egyrészt: ismeretlen virus
koncentracidju minta virus mennyiségét, masrészt: ismert
koncentracidéju mintéban a virusok fertézdképességét.

Egy adott viruspreparatum virus koncentracidjanak
meghatarozédsa: Az ismeretlen virus koncentracidju mintéa-
bdl meghatdrozott térfogatot kifertéztem Nicotiana tabacum
cv. Xanthi nc. novények leveleinek egyik felére, a masik
félre adott koncentrdcidju virusminta meghatdrozott tér-
fogata keriilt. Két-hdrom nap mulva, a kontrol félen kép-‘
z6d6tt lokdllézidk szamédbdél a higitéds figyelembe vételé-
vel; kiszdmithaté a vizsgdlt virusminta virus koncentracidja.

Ismert koncentracidju virus mintdban a virusok infek-
tivitdsdnak meghatdrozdsa: Az azonos koncentracidra be-
allitott vizsgdlt virusminta és kontrol virus prepardtum

meghatarozott térfogatat Nicotiana tabacum cv. Xanthi nc.
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dohdny ndvények fél-fél leveleire kifertéztem, majd két-
hdrom nap mulva a fél-leveleken képz4dott lokdllézidk le-
szémolasaval megkaptam, hogy a vizsgdlt virusmintdban 1é-
v6é virus részecskék hany szdzaléka fertézéképés; Kisérle-
teimben a 2-TU-t tartalmazd és a normdl DMV infektivitdsidt

hasonlitottam Ossze.,

3.14 A protoplasztok fertdzottségi szdzalékdnak megallapi-

tdsa fluoreszcens festéssel /64/

A médszer nagy eldnye, hogy 24 6ridval a protoplasztok vi-
russal torténé fertlzése utan mar megtudhatjuk, hogy a fer-
t8zés sikeres volt-e vagy sem. Az eljdras gyorsan elvégez-
hetd, nagy specifikussdga miatt pontos eredmények kapha-
ték, de csak annyi informdcidét nyerhetiink, hogy a vizsgdlt
protoplaszt mintdban mennyi protoplaszt valt fertézotté.

A médszer meanyiségi kiértékelésre nem alkalmas.

A mddszer leirasa:

Vékohy tdrgylemezt bekentem Mayer albuminnal, amely 1:1
ardnyban tojésfehérje és glicérin keveréke; ezutén ra-
cseppentettem a 24 érdig inkubdlt DMV fertdz¥tt protoplasz=-
tokbél par cseppet, majd a protoplasztoknak a lemezhez va-

16 tapaddsa utdn hajszdritdval gyorsan beszaritottam a
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a mintékat. Kontrolként egészséges protoplasztokat vizs-
galtam. Ezutén a lemezeket 5-10 percig mostam etanollal

a klorofillek extrahdldsa miatt. A kdvetkezd 1épés a min-
tdkban 1év8 mannit és alkonol eltévolitésa. Ehhez a miive-
'1ethez foszfat puffert haszndltanm, aﬁely 0,01M foszfat
puffert és 0,85% NaCl-t tartalmazott és pH 7,0 volt.
Ezutan a mintékhoz nyulban termeltetett antitestet /anti-
DMV-IgG/ adtam és egy éran &t 37°C-on inkubaltam, amely
idé alatt az antitest kapcsolddott a- protoplasztokban 1é-
vé antigénekhez., Az egy Ora elteltével a nem kot8dott IgG-t
foszfidt pufferrel mostam ki a mintdkbdél /20 perc keverés
mellett/, majd a mintdkhoz fluoreszcein-izotiociandthoz
k6t6tt anti-nyul-IgG-t /anti-nyul-IgG-FITé/ adtam és ujabbd
egy 6rén 4t 37°C-os termosztétbén inkubdltam a mintdket,
amely idé alatt az anti-nyul-IgG-FITC és a nyulban termel-
tetett anti-DMV-IgG kapcsolddott egymdssal. A nem kot6dott
anti-nyul-IgG-FITC komplexet foszfdt pufferes mosdssal ta-
volitattam el a mintakbol.

Az igy elkészitett preparatumokat 1 rész glicerin és 9 rész
foszfdt puffer keverékével befedtem, majd a fedSlemez ra-
nelvezése utdn fluoreszcens mikroszkdppal vizsgaltam.

4 virusfertdzott protoplasztok zolden fluoreszkaltak, mig
az egészségesek pirosas sziniiek voltak.

A virusfertdzott és az Osszes protoplaszt leszamoldsival
megkaptam, hogy a vizsgalt virusfertdzdtt protoplasztok

hédny szézaléka volt valdban virusfertézott.
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3.15 Virus koncentréacié mérés szeroldgiai médszerrel /103/

Mig a fluoreszcens festéssel kapott eredmények csak mind-
ségi kiértékelést tesznek lehetdvé, addig az enzimhez kap-
csolt antitest szeroldgiai mddszer /Enzyme-linked immuno-
sorbent assay, ELISA/ segitségével kapott adatok mennyi-
ségi kiértékelésre is méddt adnak: a mddszerrel nagy pon-
tbsséggal meghatarozhatjuk a vizsgdlt minta virus koncent-
racidojat.

Ezen szeroldégiai médszer eldnyei:/8/

- alkalmas nagyon alacsony virus koncentridcid kimu-
tatdasdra /lO-lOOvng/ml/,
- latens, muld tilneteket okozd virusokndl is eredmé-
nyes,
- nagy a specifikussaga,
- lehetséges nagyszamu minta vizsgalatot egyidejiien
eiﬁégezni, |
- mindségi és mennyiségi meghatdrozésokra is alkalmas,
- a kOzeli rokonsagban 4116 virusok is j6l elkiilonit-
| hetdk a segitségével és
- a mddszer érzékenysége fliggetlen az antigén-antitest
ranytol. ‘
Az enzimhez kapcsolt antitest séerolégiai modszert eldszor

emberi és dllati virusok specifikus kimutatdsdra dolgozta
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ki két kutatocsoport /18, 102/, majd a&tdolgoztdk novényi
virusok detektdldsara /93, 103/, amely esetben a "dupla
antitest szendvics" valtozat bizonyult a legmegfeleldbb-
nek.

A mddszer lénvege:

a virusspecifikus IgG /antitest/ hozzdkdtése a

mikrotitrdldé laphoz /érzékenyités/,

a virust tartalmazé minta hozzdadésa,

a virusspecifikus IgG-enzim konjugdtum hozzdadasa,

az enzimszubsztrat hozzdadésa és

az enzimreakcid ledllitdsa.

A hidrolizdlt szubsztrdt szinintenzitdsdnak fotometrids
mérésével a virus koncentricid meghatdarozhatd. Mivel a
szinintenzitds ardnyos a vizsgdlt minta virus koncentra-
ciéjéval, ezért kalibrdcids gdrbe segitségével a virus
koncentrdcié pontosan megkaphato.

A vizsgédlatoknoz széles korben haszndlt enzim az alkali-
kus foszfatdz, melynek a szubsztratja a p-nitrofenilfosz-
fdt /szintelen/. A termék a p-nitrofenol /sdrga/ 405 nm-

nél mérhetd stabil vegylilet.

" médszer leirdsa: /93/
A reakcid kivitelezéséhez a 96 lukas Dinotech-féle poli=-

sztirolbdl késziilt mikrotitrdld lapokat haszndltam.

- érzdkenyités: a virusspecifikus IgG megfeleldé hi-

gitédsaibol NaZCOB/NaHCO pH 9,6 pufferben 200 pl-t

3
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mértem be lukanként, s egy éjszakan at hiitészekrény-
ben /4°C-on/ 411lni hagytam. Ez id8 alatt az IgG k&tdé-
dstt a polisztirol lemez faldhoz.

- mosés, hdromszor egymds utan pH 7,4 foszféat pufferrel,

melynek Osszetétele:

NaCl 8,08
KH,PO, 0,2g
NaQHPO4 P& 12H20 2,98
KC1 0,28
Tween 20 0,5ml
NaN3 0,28

desztilldalt vizzel 1000 ml=-re
- a pH 7,4 foszfat pufferben /+1% polivinil-pirrolidin/

1év8 vizsgédlt virus preparitum megfeleld higitdsanak

bemérése. A mikrotitrdld lemezt ezutdn két ériara ned-
veskamrdban 30°C-o0s termosztdtba helyeztem, amely idé
élatt a mintdban 1évd virus részecskék kapcsolddtak a
lemez faldhoz mar koradbban kétédott anti-DMV-IgG-hez

- mosas

- az antitest-enzim konjugatum hozziaaddsa: az 1% poli-

vinil-pirrolidint tartalmazdé pH 7,4 foszfat pufferben
1év3 konjugdtum megfeleld higitédsét bemértem a mikro-
titrdld lap lukaiba és a lemezeket nedveskamréban

30°C~-0s termosztdtba tettem két érdra, amely idé alatt
az anti-DMV-IgG-enzim komplex kapcsolddott a lemez fa-

ldhoz mar korabban kotddott DMV részecskékhez.
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- mosas

- a7 enzimszubsztridt hozzaaddsa: a 10%-os dietanolamin

pufferben oldott p-nitrofenil—foszfdatbdl /1 mg/ml/
megfeleld mennyiséget bemértem;a mikrotitrédld lemez

1ukéiba és a lemezeket nedveskamriban 30°C-0s ter-

mosztatba tettem médsfél 6réré, hogy az enzim-reakcid

végbemenjen.
A dietanolamin puffer Usszetétele: pH 9,8

C,Hy, N0,

desztilldlt vizzel 1000 ml-re

97 ml

pH bedllitds 1 n HCl-lel

- az enzimreakcid ledllitdsa: az enzimreakcidt lukan-

ként 50 pl 3M-os NaOH-dal &llitottam le.

A szinintenzitds a virus koncentrdcid fiiggvénye, ezért
kalibrdcids gbrbe segitségével pontosan megkaphatd a vizs-
gdlt mintdk virus koncentridciéja. A szinintenzitdst 405 nm-

nél mértilkk spektrofotométerrel.

3.16 Az enzimhez kapcsolt antitest szeroldgiai mddszerrel

Osszefliged eljdrdsok
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valens mennyiségben Freud adjuvanssal homogenizdltam
és nyulban intramuszkuldrisan oltottam. Az oltdst ko-
vetd mésodik héten vettem le a vért.

az antiszérum titerének meghatiérozdsa mikroprecipie~

tin teszttel: /101/ a tiszta DMV preparatum egy meg-

adott higitdsat kiilonbtzd antiszérum higitdsokkal
mértem /139,138 v 132038/

Petri csészéken viztaszitd réteget képeztem, majd a
virus preparatum és a kontrolok /a virus higitédshoz
hasznédlt puffer, a szérum higitashoz hasznalt puffer,
novényi fehérje 1/10 higitdsban és normdl szérum/ ki-
cseppentése kovetkezett. Ezutén mind a mintdhoz /DMV/,
mind a kontrolokhoz kiilonbozd higitasu antiszérumot
cseppentettem. A cseppeket paraffin olajjal lefedtem
a parolgas megakaddlyozasa miatt. Termosztétba he-
lyeztem /37°C, 2 éra/, majd binokuldris sztereomik-
roszképpal 20-szoros nagyitédsndl értékeltem a szero-
iégiai reakciokat.

az antitest /IegG/ tisztitdsa: 2 ml antiszérumhoz hoz-

zdadtam 18 ml desztillalt vizet és 200 ml telitett
ammonium szul%étot, majd 1 0rat szobahdémérsékleten
inkubdltam és a csapadékot lecentrifugdltam /8000
ford/perc, 10 perc/ és feloldottam 0,1M pH 7,5 fosz~-
£4t pufferben. A kapott fehérje oldatot 0,1M pH 7,5

foszfat pufferrel szemben egy éjszakan at dializaltam.
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Sephadex G 200 oszlopon a mintéaban 1évé albumint és
az immunoglobulinokat elvalasztottam és spektrofoto4
méterrel 280 nm-nél mértem a kapott immunoglobulin
koncentracidjat, amelyet a mikrotitrélé lemezek ér-
zékenyitésére és enzimmel vald kapcsoldsra hasznidl-
tam a tovabbiakban.

DEAE Sephadex G 200 oszlopon a fehérjék elvalasztdsa:

1 g Sephadex G 200-t annyi desztillélt vizben szusz-
pendédltam amennyit felvett, majd sziirdtolcsérben iile-
pitettem és a vizes fazist leontottem. Ezutdn 0,5M
NaOH~-dal mostam lugos pH-ig, desztilldlt vizzel pH
7,0-ig, 0,1N foszforsavval savas pH-ig, desztillidlt
vizzel pH 7,0-ig, 0,01M foszfat pufferrel pH 6,5-ig
és a vizes féazist leszivattam.

Az igy ekvilibrdlt oszlopra felvittem a részben tisz-
titott szérumot, s egy 6rat allni hagytam 4OC—on,
majd a szérum dtszivatdsa utdn megkaptam a tisztitott

immunoglobulinokat.

a tisztitott IgG kapcsolasa az enzimmel: enzimként

a Sigma éltal‘forgalomba hozott alkalikus foszfataz
VII. tipusdt haszndltam. Az enzim glutdraldehid jelen-
1étében irreverzibilisen kapcsolddik az IgG-hez.

A lecentrifugdlt enzim preparatumhoz hozzdadtam agz
elbékészitett IgG-t és foszfédt pufferrel /0,1M, pH 7,5/

szemben dializdltam egy éjszakan a4t. A dializis utéan
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0,2% végkoncentracidéban glutdaraldehidet adtam hozza
" és szobahdmérsékleten két drat 41lni hagytam /sar-
gult és csapadék képzbdstt/, majd 0,05M pH 8 TRIS
pufferrel szemben egy éjszakén_ét.dializéltam.

Az enzim-IgG komplex mennyiségét megmértem és fény-
t31 védve + 4°C-on tdroltam. | .

-2z IgG és a konjugatum optimélis ddézisénak megilla-

pitdsa: az antiszérum tisztitott IgG frakcidjanak
kiilonbdzd higitasait felvittem a polisztirolbél ké-
szlilt Dinotech-féle mikrotitrald lemezre. Megallapi-
tottam azt a higitési pontot, amelynél még elegendd
IgG kétéddjt le a lemez feliiletéhez ahhoz, hogy az
alacsony koncentracidban jelenlévd virus még bizto-
‘san kimutathatd legyen. Az enzim-virusspecifikus

IgG konjugdtumot is tobb higitdsban vizsgdltam.
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4. EREDMENYEK ES KOVETKEZTETESEK

4,1 A 2-tiouracil hatdsa a DMV szaporoddsira

4,1.1 A 2-tiouracil hatdsa a DMV-RNS szintézisre

A 10 pg/ml 2-tiouracillal kezelt és kezeletlen DMV-sal
fertbz6tt protoplasztokat 24 Srén &t 25°C-on és 1500 lux
fényintenzitdson inkubdltam. A fertdzés utan 18-24 dra

k6264t 50 pCi/ml 22

P-ral jeldltem a vizsgdlt mintdkat.

" Az izotdépos jeldlés utan a protoplasztokbdl kivontam a
nukleinsavakat, poliakrilamid gélen megfuttattam és a nuk-
leinsavak optikai elnyelés profiljat felrajzoltam. Ezutén
‘a.géleket felszeleteltem, az egyes szeletek radioaktivita-
sdt lemértem és az eredményeket grafikonon abrdzolva Ossze-
hasonlitottam az optikai elnyelés profilokkal /1l.2.3. &bra/.
Az oﬁtikai denzitds profil esetében a vizszintes tengelyen
a nukleinsavak vandorldsi téavolsdgat, a fliggélegesen pe-
dig a relativ abszorpcidét dbrazoltam. A 32p beépiilési gor-
be esetében a vizszintes tengelyen a szeletek szamat, a
"liggblegesen pedig a belités/perc-et rajzoltam fel.
Tisztitott hideg DMV-RNS-t futtattam egy paralel gélen,
hogy pontosan agzonositani tudjam a DMV-RNS helyét a géle-

ken. Ez a 1épés sziikséges volt, mivel az egészséges és a

24 érdig inkubdlt DMV fertdzdtt protoplasztokbil
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kivont nukleinsavak optikai elnyelés profilja hasonld.
Ennek az az oka, hogy 24 o6ra alatt a DMV-RNS még nem sza-
porodik fel oly mértékben a mintdkban, hogy optikai den-
zitds alapon is biztonsdggal kimutathatd legyen, de az
eredmények 52p beéplilési gdrve alapjén kiértékelhetdk.

A gélelektroforézis megkezdése elétt a DNS-t kiemésztettem
a mintdkbdél, hogy ne zavarja a kisérletek kiértékelését,
mivel ebben a futtatd rendszerben a DNS és a DMV-RNS vi=-
szonylag kdzel fut egyméashoz.

A 2-tiouracillal kezelt és kezeletlen egészséges pro-
toplasztokbdl kivont nukleinsavak optikai denzitids és 32P
beéplilési gorbéje teljesen megegyezik.

Ha a 2-TU=-lal kezelt és a kezeletlen DMV-fertdzott

protoplasztokbél kivont nukleinsavak 32

P beéplilési gbrbé-
it Osszehasonlitjuk, azt figyelhetjiik meg, hogy lényeges
kiilonbség nincs a DMV-RNS szintézis sebességében a két
minta kézt /2.3.4bra/.

A kapatt'kisérleti eredmények azt mutatjék, hogy a 2-TU a
DMV-RNS szintézist az elsldlegesen virusfert8zott sejtek-
ben - ellentétben az irodalmi adatokkal - nem gatolja szi-
multidn fertdzott protoplaszt rendszer felhaszndldsa esetén,
a fertdzés utdn kozvetleniil alkalmazva sem.

Bgyértelmiibbé vdlik a 2-TU gdatld hatééénak a hidnya, ha
tsszehasonlitjuk a 2-TU-lal kezelt és kezeletlen proto=

plasztokbdl kivont nukleinsavak 32? beépililési gorbéje
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segitségével a DMV-RNS és a gazda 255 TRNS girbe alatti

teriiletét a kezelt és a kontrol mintdk esetében /l.tabl./.
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1. abra

Az egészséges protoplasztokbdél kivont nukleinsavak op-

tikai denzitds és 22P beépiilési profilja
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A 2-tiouracillal kezelt DMV-sal fertdzott protoplasztokbdl
kivont nukleinsavak optikai denzitds és 325 pe-

épilés profilja
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) DMV-RNS
kisérlet %, hatas /%/
gorbe alatti terilet
- 2=TU + 2=TU
No.1l L 117 107 /| - 8,6
No.2 101 104 + 2,9
No.3 1315 L1LE - 2y&
atlag: 11350 107,6 - 3,1
XAz adatok mg-ban vannak megadva. A 32?

258 rRNS-be vald beépililésének értéke

egységnyi minden mintéban.
1. tébléazat
A hdrom kisérlet eredményét atlagolva kozel 3% kiildnb-

ség volt kimérhet8 a DMV-RNS szintézis sebességében a ke-

zelt és a kontrol minta Osszehasonlitédsakor.

4.1.,2 A 2=TU hatdsa a virusképzddésre

Kisérleteim tovadbbi részében meghatdroztam a 2-TU-lal
kezelt és a kezeletlen protoplasztokban képzdddtt virusok
koncentridcidéjdt szeroldgiai médszerrel /ELISA/, majd a ke-
zelt 68 a kontrol mintdkbdl kivont virus mennyiségét mér-
tem optikai denzitéds alapon és szamoltam elektronmikrosz-

kép segitségével.
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A szeroldgiai médszerrel kapott eredményeket atlagolva a

2. tdblazat tartalmazza.

2405
minték DMV /mng/ml/
inkubdléds ideje /h/
0 24
'novényi fehérje| 0,101 0,055 -
- 2=-TU L+ 0,299 1,440 50
i+ 2=TU 0,259 0,850 10

2. tédblazat

A 2. tdbldzat eredményei azt mutatjdk, hogy a 2-TU-lal
kezelt virusfertdzott ﬁrotoplasztokban 80%-kal kevesebbd

ép virus képzdédik, mint a kontrolban.

Ismeretes azonban Jeener 1965-ben kapott eredménye /35/,
amely szerint a 2-TU-t tartalmazé DMV-RNS-nek szeroldgiai-
lag mdédosult proteinje van, s ez az anti-DMV-IgG-vel nem
képes kotddni, mivel a DMV-RNS transzldcidja sordn hibés
amindsav épiil be a virus burokfenhérjébe, s ez megvaltoz-

tatja a virus részecske antitestkdté helyeit.
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Mivel egyértelmiien nem lehetett elddnteni, hogy a ka=-
pott eredmények esetében melyik ténnyel dllunk szemben,
elvégeztem a kovetkezd kisérletet: azonos koncentricidra
bedllitott 2-TU-t tartalmazd és normél DMV prepardtumot
vizsgéltam.szerolégiai médszerrel. A kapott eredményeket

atlagolva a 3. tablazat tartalmazza;

minta OD26O/m1 ’ A405 DMV /ug/ml/
- 2-10 | 0,45 1,53 55
+ 2=TU 0,45 0,5% 6

3. tablazat

A 3. tédblédzat eredményeinek ismeretében egyértelmiien meg-

dllapithatjuk: az azonos koncentricidju 2-TU-t tartalmazd

és normdl DMV-t a szeroldgiai mdédszer nem mérte azonosnak.
Mivel a szeroldgiai mddszerrel kapott adatok nem mutat-

jék egyértelmilen, hogy a 2-TU-lal kezelt és a kezeletlen

mintédban azonos mennyiségii virus képzddik-e vagy sem, igy

a rendelkezésre 4116 eredményekbdl nem lehet kSvetkeztetést

levonni a 2-TU virusképzddésre gyakorolt hatdsaval kapcso-

latban.
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A tovébbiakban a kezelt és a kontrol mintikbdél virust von-
tam ki, optikai denzitds alapon mértem a kivont prepardtum
virus koncentricidéjat és elektronmikroszkdéppal széamoltam
a virus részecskék szamat. A 2-TU—lal kezelt és a kontrol
virusfertézott protoplasztokbdl torténdé virus kivonds ered-

ményét a 4. tablazat tartalmazza.

kisérlet kivont virus
/OD26O/m1/

NO. l - 2"'TU ) > 0,45

No. 2 = 2=TU 0,40

+ 2=TU 0,34

NO. 3 L Z’TU . 0’42

_ + 2=TU . 0,43

l&‘
SiTage; = 2=IU 4 0,42
+ 2=TU 0,40

4, tidblazat

A virus kivondsok eredményeinek megfelelden a kivonhatd

virus mennyisége a 2-TU-lal kezelt mintdban megegyezik a

) : :
kontroléval. A kapott eredﬂények alédtamasztésdra a kivont
§ |
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virus prepardtumokban elektronmikroszkdp segitségével szi-
moltuk a virus részecskék szidmidt. A virus részecskék sza-
mat a két mintédban latex szemcsék hozzdaddsival vonatkoz-
tattuk azonos térfogatra /3/. ’

A kapott eredmények szerint a 2-TU ayDMV—RNS szintézisét

és magdt a virusképzédést sem gatolja jelentds mértékben
szimultan fertézdtt protoplaszt rendszer felhaszndldsa ese-
tén, amely rendszer az elsddlegesen virusfert8zdtt sejtek-

ben lejdtsz6dé folyamatokat reprezentialja.

A 2-TU virusinhibitor vizsgédlataval kapcsolatban fel-
meriltek a kovetkezdé kérdések:

- meg lehet-e fertdézni a 2-TU-lal telitett levelek-
b8l szarmazd pfotoplasztokat?

- hogyan alakul a virusszintézis a 2-TU-lal telitett
protoplasztokban, amikor fdéleg 2-TU &1l rendelkezés-

1 re a virusszaporodashoz uracil helyett?

Eien kérdések felvetddésének oka az, hogy nem szimul-
tan fertdzott levél rendszer felhaszndldsa esetén megalla-
pitottédk, hogy a virusszaporodds korai lépése 2-TU érzé-
keny /16, 49/. Ez az idészak Meyer és mts.-i /49/ adatai
alapjén a fertézés utani 24 drdig tart, tehdt a 2-TU akkor
fejti ki a legnagyobb gdtld hatdst a virusszaporodédsra,
ha a fertdzést kovetd 24 dran beliil adagoljidk. Dawson és

Schlegel /16/ "szinkron" fertézdtt levél rendszer felhasz-~
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ndldsdval kapott eredmények alapjdn a fertdzés utdni 12
6rdt jelolte meg a virus replikdcid 2-TU érzékeny perid-
dusanak., Az dltalunk haszndlt szimultdn fertdzdtt proto-
plaszt rendszer alkalmazdsakor kapott eredmények pedig
azt mutatjék, hogy a 2-TU nincs gétié hatdssal a virus -
szaporoddsra az elsbdlegesen virusfertdzitt sejtekben.
A felsorolték alapjan a kovetkezd tendencia figyelhetd
meg: minél szimultdnabb virusszaporodast lehetdvé tevd
kisérleti rendszert alkalmazunk, anndl Jobban rovidil a
virusszaporodds 2-TU érzékeny periddusa.
Elképzelhetd, hogy teljesen szimultén.fertézbtt protoplaszt
~rendszer felhaszndlasakor is gatolja a 2-TU a virus repli-
kéciét, csak ez a 2-TU érzékeny idbszak olyan rdvid, hogy
hidba adagoltam a virusinhibitort a virusfertdzés utdn O
6raban, hatdsat nem tudta kifejteni, mivel a protoplasz-
tok nagy uracil raktdrral rendelkeznek és elég hosszu idé
sziikséges ahhoz, hogy az uracil egyrésze 2-TU-ra cseréldd-
jbn;\Mire g - kicserélddés megtorténik, a protoplasztokban
mar annyira felszaporodik a virus, hogy a 2-TU nem tudja
gatld hatdsat kifejteni.

Annak eldontésére, hogy ez a jelenség fenndll-e, el-
végeztem a kovetkezd kisérletet, amelyben Nicotiana taba-
cum cv. Xanthi leveleket usztattam tédpoldaton Z-TU jelen~

1étében és hidnydban 48 Srdt, majd protoplasztokat izoldl-
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tam a féllevelekbll és virussal szimultén fertéztem. Az

ily médon DMV-sal fertdzott protoplasztokat 2-TU-t tartal-

mazd és nem tartalmazd tépoldatban inkubdltam 24 6rat a vi-
russzaporodas érdekében, majd a mintékbél virust vontam ki.
Spektrofotométeren 260 nm-nél mértem a kivont preparsdtumok

virus koncentracidjat. A kapott eredmények atlagét az 5,

tdblazat tartalmazza.

levelek usztatasa + 2=TU . - 2=TU
/48 éra/ :

protoplaszt izola- _
1ds, fertbzés vi- + 2=TU |= 2=-TU| + 2-TU| - 2-TU
russal, inkubdlas
/24 déra/

7O;‘§;‘6’g?rﬁl}irus 0,465 | 0,485| 0,370 0,375

) 5. tablazat

Az 5. tdbldzat adatai azt mutatjdk, hogy a 2-TU-lal teli-
tett protoplasztokat is ugyanolyan hatésfokkai lehet fer-
t3zni, mint a kezeletleneket. A 2-TU~lal kezelt és a kont-
rol mintdkbdl kivonhatd virusmennyiségek kozdtt lényeges
kiilonbség nincs., Ezek a kisérletek szintén aldtdmasztjdk
azt az eredményt, hogy a 2-TU a virusok szaporoddsdt nem

gédtolja szimultén fertbzott protoplasztokban.



4,1.3 A 2-TU hatdsa a virusok infektivitdsdra

A viruskivondssal parhuzamosan teszteltem a kivont vi-

rusok fértézéképességét. A 2-TU-lal kezelt és a kontrol

mintédkbél kivont azonos koncentracidju mintdkkal elvégez-

tem a bioldgiai tesztet /fél-levél mddszer/. A specifikus

infektivitds kiszdmoldsa utdn a 2-TU hatasiara bekdvetkezd

infektivitds vesztés a 6. tdbldzatban ldthatd.

kisérlet kivont virus specifikus infektivitas
/OD26O/m1/ infektivitds | vesztés /%/
+ 2-TU 0,45 38
5.3 . = 2-I0 0,40 696,6 76,2
+ 2-TU 0,34 166,2
No.3, — 2-TU 0,42 351 30,6
‘\ + 2-TU 0,43 33’1
é.‘tlag: 85’5

6., tablazat

i : '
A fenti kisérletek eredményei alapjén dtlagban kdzel 85%-

nfektivitds csokkenést kaptam a 2-TU-t tartalmazd

virusok esetében a kontrolhoz viszonyitva,

tehdt a 2=-TU-t




e

tartalmazd virus prepardatumban a virus részecskék 85%-a
elvesztette azt a képességét, hogy levél rendszerben fer-

tdzni tudja a szomszédos sejteket.

4,2 A 2-TU hatdsa a virusok terjedésére

Ezékhez a kisérletekhez 1 mg/ml DMV-sal fertézott do-
hédny leveleket usztattam 2-T7U-t tartalmazd és nem tartal-
mazd téapoldaton 48 o6rdt, majd a mintdkbdél protoplasztot
izoldltam és tovabbi 24 ordig inkubdltam. A fluoreszcens
festés elvégzése utan a virusfertdézott protoplasztokat
megszamoltam a mintdkban. A kapott eredményeket a fertd-

z0ttségi szdzalédk kiszamoldsa utdn a 7. tdbldzat tartal-

mazza.
kisérlet virusfertdzott protoplasztok

ardnya a mintaban /%/
- 2=-TU + 2=TU

No. 1 50,7 20,35

No. 2 65,1 21,8

No. 3 5745 21,2

étlag: 57’7 2111 £

INCHCAYE 7. tablézat
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A tablazet eredms

mintékban kozel 63%-kal kevesebb protoplaszt volt fertd-

© Dy

e e

zott a kontrolhoz viszonyitva.

Hasonlé koriilmények k6zt virust is vontam ki a 2-7U-
lal kezelt és a kontrol virusfertézétf levelekbdl a 48 o-

ras usztatds utan.. A kapott adatokat a 8. tabldzat tartal-

nyei azt mutatjdk, hogy a 2-TU-la

mazza.
0D /ml

kisérlet 260

- 207 + 2-TU
No. 1 0,248 0,112
No. 2 0,360 0,157
No. % 0,264 0,156
atlag: 0,290 0,141

tidblizat

Az igy kapott eredmények aldtamasztjak a fluoreszcens
festéssel kapottakat: a 2-TU-lal kezelt virusfertdzott

levélfelekb8l 50-60%-kal kevesebb virust kaptam, mint a

kontrol felekbdl.
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Az altalunk kapott eredmények lédtszdlag ellentmondanak
az irodalombdl ismerteknek.

Francki /25/ és Meyer és mts.-i /49/ dltal kapétt adatok
szerint a 2-TU hatdsosan gétoija a virusok RNS szintézisét
és szaporodadsdt DMV-sal fertdzott dohdny levelekﬁen a fertd-
zés utan kbzvetlenﬁl.adagolva. De az altaluk kapott eredmé-
wvek alapjén - a kisérleti rendszer lényegébdl adéddan -
iem lehet eldonteni, hogy a 2-TU ténylegesen a virusok rep--
likécidjat akadédlyozza-e meg vagy a terjedésiiket gdtolja.

A kisérleteinkben haszndlt szimultdn fertd8zott proto-
plaszt rendszer alkalmas ennek elddntésére, aziltal, hogy
ebben a rendszerben a virusok terjedése kizart, csak a vizs-
gdlt virusinhibitor virus replikdcidra kifejtett hatdsa
vizsgdlhaté.

Az igy kapott eredmények szerint a 2-TU, 10 pg/ml kon-
centrdcidban alkalmazva, nem gatolja a virus-RNS siintézist
“5 a virusképzd8dést sem az elsddlegesen virusfertdzott sej-
tekbeﬁ. A 2-TU-nak azonban virusgdtld hatdsa van /14, 25, 49/,
ami egyedil azzal magyarézhatd, hogy valamilyen mdédon meg-
akaddalyozza a virusfertdzottség tovaterjedését.

A korabbi nem szimultéan fertdzdtt és az dltalunk hasz-
nalt szimultan fertdzott rendszéren kapott eredmények kozt
csak létszdélagos ellentmondds van,‘ami a két rendszer l1lé-

nyegét ismerve feloldhatd.
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A DMV-sal fertdzott levél rendszer alkalmazasa esetén
a levél kozel 107 sejtje kOziil csak 600-700-t tudunk meg-
férﬁézni, badrmennyire koriiltexintlen végezziik is el az
inokulédlést, ezért nagy a fertézetlen sejtek okozta hét-
tér. Az inkubdlas idején a virusfert8zott sejtekben fel-
szaporodik a virus és szabadon terjéd sejtrél-sejtre. Az
inkubdcids id8 végén nemcsak azokat a virus részecskéket
mutatjuk ki, amelyek az eredetileg megfertdzott sejtekben
képzbdnek, hanem azokat is, amelyek médsodlagos fertdzddés
utjén jonnek létre. Ha az elsddleges fertdzéssel egyidd-
ben 2-TU-lal kezeljilkk a leveleket, lényegesen kevesebb vi-
rust kKapunk, mint amit a kezeletlen mintdbdl vonunk ki.
Ha a 2-TU-o0s kezelést a fertdzés utdni 10. Oraban alkal-
mazzuk, lényegesen kisebb a gdtldé hatdsa, mint O drdban
adagolva /25/. Ez a jelenség azzal magyarazhatd, hogy a
fert8zés utan a sejtekben felszaporodott virusok szabadon
terjedhetnek a virusfertézott levélben a 2-TU-os kezelés
idejéig, igy lényegesen nagyobb virus koncentracidt ka=-
punk az inkubdcidé végén, mint a O Srdban 2-TU=lal kezelt
minta esetében. ‘

Ahogy a fent leirt adatok bizonyitjdk, a 2-TU nem gi-
tolja a virus-RNS szintézist és a virusképzédést sem az
elsédlegesen fertdzdtt sejtekben, amely sejteket kisérle-
teinkben a szimultén fertézbtt.protoplaszt rendszer repre-

zentdlt. A 2-TU, mint nukleinsav bdzisanaldg, beépil a
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DMV-RNS-be és hibds virus-RNS molekuldk képzddnek a hati-
séra /29/, ezért a képzddstt uj virus részecskék nem fer-
tézbképesek. Ez a feltevés egybeesik Francki és Matthews
/27/ 1962-ben kapott adataival. Ezzgi a hipotézissel ma-
gyardzhatdok a levél rendszeren kapott eredmények is.
Tehat a 2-TU-os kezelés hatdsdra nem fertdzdképes virus
részecskék képzddnek, s ezek levél rendszeren nem képesek
a szomszéd sejteket megfertdzni. Ennek kdvetkeztében eb-
ben a rendszerben csak az a létszdlagos eredmény kaphatd,
hogy a 2-TU a virus-RNS szintézist az elsddlegesen fertd-
z6tt sejtekben is gdtolja /49/.

Az dltalunk kapott eredmények alapjén a 2-TU gdtolja
a virusfertdzotiség tovaterjedését és ez a gdtld hatéds
valdszinii, hogy t6bb folyamat eredményeként jon létre a
virusfert6zott levél rendszerben. <

Egyrészt a 2-TU jelenlétében képzdddtt virus részecs-
kék 50-80%-kal kevésbé fertdzdéképesek, mint a kontrol,
mésrészt feltételezhetd, hogy a 2-TU valamilyen médon hat
a sejtmembrédn szerkezetére és ezdltal gidtolhatja vagy le-
lassithatja a virusok terjedését a virusfertfzott levelek-
ben.
Ezt a feltételezést aldtamasztjak azok a kisérleteink,
amelyek‘a 32p felvételét és beéplilését mutatjdk 2-TU-lal

kezelt és kezeletlen virusfertdzott protoplasztok.esetében.
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A 32? felvételét és beéplilését vizsgdltam az idé fliggvényé-

ben 2-TU-lal kezelt és kezeletlen egészséges és DMV-fertd-
z0tt protoplasztokban. Az inkubacidés médiumban 1év8 minté-
kat 32P_--ra1 jeldltem a fertdzés utdni O Srdban /25 pCi/ml/,
majd mindegyikbdl 2 drianként mintat Qettem. Az igy kivett
mintikban meghatdroztam a protoplasztok altal felvett és a
beépiilt 32p mennyiségét. A kapott eredményeket grafikonon
abriazoltam /4.5.6.7. dbra/.

A felrajzolt abrakrdél megdllapithatjuk, hogy lényeges kii-

32P felvételében és beéplilésében az egészsé-

32

1onbség nincs a

ges és a virusfertdzdtt protoplasztok kidzt. Mig a P fel-

vétele linearis a jeldlés utani 20. doraig, majd lassan te-

1itési értéket ér el /4. dbra/, addig a -2

P beéplilési gbr-
be a kezdeti lag periddus utén tobbé-kevésbé linearis a
jeldlés utdni 10-16 Sra kozott /5. dbra/. A 2-TU-lal kezelt
és kezeletlen egészséges és virusfertdzott protoplasztokkal
ett kisérletekbél kapott adatok azt mutatjak, hogy a
2-7U-lal kezelt protoplasztokban a jelSlést kovetden 18

32

6rdig a “°P felvétele gatolt /6. ébra/, ennek megfelelden

a 22p beépiilés szempontjédbdl linearis idészak nyolc Srival

eltolddik a kontrolhoz képest /7. abra/.
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Ezekb8l a kisérletekbdél lathatd, hogy a 2-TU valamilyen

modon hat a sejtmembrén szerkezetére. Feltételezhetd, hogy

)N

0

hasonld jelenség jadtszédik le a virusok terjedésének gétld-
sakor is 2-TU jelenlétében.

Ircdalmi adatok alapjan ismert, hogy 1O7virus képzddik
protoplasztonként. Ha 2-TU jelenlétében ennek a. 90%-a nem
fertdzdképes, akkor is egy millid ép virus képzddik a pro-
toplasztban, s ez elegenddé lenne a viruéterjedés biztosité-
sdhoz, mivel egy virus részecske is elegenddé a sikeres fer-
t8zés létrehozdsihoz. Ennek ellenére a 2-TU-lal kezelt le-
TEN bk, Eli-kad KrvEsb il pait ELt Fertortihs ) nine o e
rolban. . 7
A kisérleti eredmények alapjén indokolt annak feltételezése,
hogy a 2-TU befolyasolja a sejtmembrén szerkezetét és ez-
dltal gatolja vagy akaddlyozza a virusok éejtrél-sejtre
vald terjedését.

A 2-TUlhatésénak vizsgélatdaval kapcsolatban az iroda-
lomban felmeriilt egy probléma, amire a vdlasz mdig sem is-
mert: miért csdkken az infektivitas kildnbség a 2-TU-%
tartalmazd és a kontrol virus prepardtum kozott a virus-
tisztitds soran?

Ezzel kapcsolatban elvégeztem a kdvetkezd kisérletet: 2-T7U-t
tartalmazd és normal DMV-t ceﬂtrifugéltam /SW 27 rotor,
24000rpm, 2,5 éra/ tridesztilldlt vizzel, Na-pirofoszfat
/0,1M, pH 7,25/ és foszfit /0,01M, pH 8,5/ purferrel készi-
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tett 10-35%~0s linedris cukorgradiensen. A kapott eredmé-
nyek a 8.9.10. abran lathatodk.

A kapott gorbék alapjan megallapithatd: a tridesztil-
141t vizzel és foszfdt pufferrel készitett gradiensen fut-
tatotf virus profilja eltér a Na-piréfoszfét pufferrél ké=-
szitetten futtatottétdl. A Na-pirofbszfét puffer eldsegiti
a virus-RNS és fehérje'spontén ésszékapésolédését, igy
mind a 2-TU-t tartalmazd, mind a normdl DMV ebben a kozeg-
ben vdllal médositott egy csucsot ad.

A.tridesztillélt vizzel és foszfét pufferrel készitett gra-
diensen futtatott virusok profilja azt mutatja, hogy ezek-
sen a kdzegekben a virus részecskék tdrnek, és a Na-piro-
foszfét puffer kivételédvel minden mas kdzegben a 2-TU-t
tartalmazd virus torékenyebbnek bizonyul a kontrolndl.
Mivel a viruskivondsokat dltaldban tridesztilldlt vizes
vagy foszfat pufferes kozegben végzik, és a virust poli-
etilénglikollal vonjdk ki a vizes oldatbdél, igy az abrék
alapjén magyardzhaté a két minta kozti infektivités kiilonb-
ség csokkenése a tisztitéds sorin.

Mivel a 2-TU-t tartalmazdé mintédbdél a kivonds soran képzd-
dott kis fragmentumok nem nyerhetdk vissza polietiléngliko-
10os kezeléssel és a kivonds minden 1épésénél a 2 minta spe-
cifikus infektivitdsat hasonlitjdk Ossze, igy‘a 2-TU-t tar-

talmazd virusmintdban a kivonds sordn egyre novekszik az

€p virusok ardnya az ©sszeshez képest.
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Végeredményként a 2-TU-t tartalmazd virusmintdban az ép
virusok relativ mennyiségének ndvekedése okozhatja a két

virus preparatum kozti infektivitas kiilonbség cstkkenését.
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5. OSSZEFOGLALAS

A 2-tiouracil hatdsmdédjénak vizsgdlatara dondnymozaik
virussalbszimultén fertézott dohdny protoplaszt rendszert
alkalmaztam. Dohany protoplasztokban tanulmdnyoztam a 2-
tiouracil hatésat a dohdnymozaik virus-RNS szintézisre, a
virusképzdédésre, a képzd8dott virusok infektivitdsdra - le-
vél rendszerrel kombindlva - a virusok terjedésére és Ossze-
hasonlitottam a 2-tiouracilt . tartalmazd és a normil dohény-
mozaik virus stabilitdsdt.

A kisérletek eredményei azt mutatjék, hogyv a 2-tiouracil
nem gatolja sem a virus-RNS szintézist, sem a virﬁsképzéd’st
- ellentétben az irodalmi adatokkal - a virussal szimultén
fert6zott protoplasztokban a fertdzés utan kozvetleniil ada-
golva sem, és a 2-tiouracil jelenlétében képzddctt virusok
80%-a nem fertdzdképes. A virussal szimultan fertd8zott pro-
toplasit rendszer az elsddlegesen virusfertdzott sejtekben
lejétsz6d6 folyamatokat reprezentalja, kizdrva a virusok
sejtrél-sejtre torténd terjedését.

A virusfert6zott levél és protoplaszt rendszer segitségével
kapott adatok azt mutatjék, hogy a 2-tiouracillal kezelt
virusfertdzott levélben 60%-kal kevesebb sejt valik ferté-
zotté, mint a kontrolban.

A 2-tiouracilt tartalmazd és a normdl dohdnymozaik virus sta-
bilitdsdnak Osszehasonlitdsa azt mutatja, hogy a virustiszti-

tdshoz altaldnosan haszndlt tridesztillalt vizes vagy foszfit
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pufferes kdzegben a 2-tiouracilt tartalmazd dohanymozaik
virus torékenyebb a kontrolndl, igy a virustisztitds sorén
novekszik az ép virusok relativ mennyisége a 2-tiouracilt
tartalmazdé virusmintaban.

Részben az irodalmi adatok, részﬁen az itt leirt ki-
sérletek eredményei alapjan azt mondhatjuk, hogy a 2-tioura-
eil gatlo hatésa valdszini tobb folyamat eredményeként jon

létre: egyrészt, a 2-tiouracil hatdsdra képzddott virusok

(00)

50%-a nem fertdzdképes, masrészt, a 2-tiouracil valamilyen
médon hat a sejtmembran szerkezetére, s ezaltal gatolja,

akadalyozza a virusok terjedését a virusfertdzott levélben.
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