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Irodalmi attekintés

Bevezetés

A parvovirusok a legkisebb, legegyszerlibb allati virusok kozé tartoznak. A virion kizarélag
proteint és DNS-t tartalmaz, atmérdje mindossze 18—26 nm (innen a név is, parvo latinul kicsit
jelent). A kis méret és az egyszerl felépités ellenére — vagy €ppen emiatt — evollcios értelemben
a virus csalad rendkiviil sikeres. Parvovirusokat izolaltak — a halakat kivéve — a gerincesek
szinte minden osztalyabol, valamint szdmos rovarfajbdl és rakokbol is. Az emlésok kozott nem
egy faj — beleértve az embert is — gazdaként szogél tobb, evolucidsan tdvolesd parvovirus fajnak
is (pl. huméan B19 és human adeno asszocialt virusok). A parvovirusok gazdaspecifitasa fajtol
fiiggden valtozo, egytdl néhany rokon fajig terjed és Osszességében inkdbb sziiknek tekinthetd.
Példaul a huméan B19 parvovirus csak néhany féemldst fertéz, mig a kutya parvovirus (CPV)
csak a kutyaféléket, a sertés parvovirus (PPV) csak a hazi sertést és a vaddiszno6t fertdzi.

A parvovirusokat rendszertanilag két alcsaladba soroljak. A gerinceseket fertézdek
alkotjak a Parvovirinae alcsaladot, mig az izeltlabuakat fert6zéek a Densovirinae alcsaladot. A
Parvovirinae alcsalad tagjai tovabbi ot, filogenetikailag jol elkiilonitheté csoportot alkotnak,
melyek mindegyike egy genusznak felel meg (Tattersall 2005, Tattersall et al. 2005).

A dependovirus genusz ismert tagjainak tobbsége in. adeno asszocialt virus (AAV). Az AAV-k
kiilonleges csoportot alkotnak nemcsak a parvovirusok, de altalaban a virusok kozott is,
amennyiben szovettenyészetben nem képesek 6nallo replikaciora, és produktiv szaporodasukhoz
valmilyen mas, magban replikal6do, Gn. helper virus (Adenovirus, Herpeszvirus, Papilléma
virus) segitségére szorulnak. gy, mivel nemcsak a gazdasejtet parazitaljak hanem mas virusokat

is, kétszeres parazitanak tekinthetéek. Meg kell azonban jegyezni, hogy nincs egyértelmii



bizonyiték arra vonatkozdan, hogy természetes gazdaban is helper virussal valo koinfekciora
lenne sziikség az AAV szaporodéasahoz és egyaltalan nem zarhat6 ki az sem, hogy a természetes
gazda bizonyos szdveteiben az AAV-k o6nalldan replikdlodnak (Meyers et al. 2000).

A Densovirinae alcsalad filogenetikailag sokkal heterogénebb mint a Parvovirinae
alcsalad. Mig az utdbbit csupa monoszensz (az dsszes fehérje egy DNS szalrol irodik le) virus
alkotja addig a densovirusok kozott mind monoszensz, mind ambiszensz (a DNS mindkét
szalardl van transzlaciod) tagok talalhatéak. A virus csoport heterogenitasa megmutatkozik abban
is, hogy a négy genuszba sorolt faj mellett szamos, mindezidaig genuszba be nem sorolhato
tagot is tartalmaz (Tattersall 2005, Tattersall et al. 2005).

Tekintettel arra, hogy az izeltlabuak adjak a f6ldon €16 fajok 60-90%-at (az ismert
izeltlabu fajok szama kb. 800 000) és mindegyik potencialis parvovirus gazdaként tekinheto,
még ovatos becslés szerint is a parvovirus csalad tagjainak szama tobb tizezerre tehetd. Azonban
ezekbdl minddssze kb. 150 ismert valamilyen szinten a tudomany elétt, és csak mintegy 100-rol

van legalabb részleges szekvencia adat.

A virion és a virus proteinek

A virus tomege 4-6x10° dalton, melynek t5bb mint nyolcvan szdzalékat teszi ki fehérje, a
maradékért pedig az egyszalt DNS genom a felelds. A magas DNS:protein aranynak és a lipidek
hidnyanak koszonhetden a virionok uszoslrisége CsCl egyensulyi gradiensen viszonylag
magas, 1,39-1,42 g/cm3 koriil van.

A parvovirusok kapszidja proteaz és szerves olddszer rezisztens, tovabba rendkiviil ellenallo
mas kiils6 fizikai és kémiai hatasokkal szemben is. A virion stabil pH 3 és pH 10 kozott, és nem

inaktivalhat6 egy oras hokezeléssel 56 °C-on. (Berns 1991).



A virus kiils6 ikozaéder alaku burkat minden esetben 60 kapszomer ¢épiti fel.
Densovirusokban a kapszidban taldlhatd kiillonb6z0 méretii fehérjek (VP) szama — genusztol
fliggben — 2 és 5 kozott van, mig a gerincesek parvovirusaiban 2 vagy 3. Ezen fehérjék minden
parvovirus esetében egy olyan sorozatot alkotnak, amelyben az 6sszes protein leszarmaztathato
a leghosszabb amino-terminalis deléciojabol, vagy masképpen a legrovidebb amino-terminalis
extenzidjabol. Altalaban a legrovidebb transzlalt fehérje adja az osszes kapszid proteinek 85-
90%-at (major component, MACO), mig a hosszabb verzidk adjadk a maradékot (minor
components, MICO). A baculovirussal rovarsejtben expresszalt f6 virus alkotod fehérje altalaban
képes kapszidot formalni egyediil is (virus like particle (VLP)), ami immunologiailag és
szerkezetileg megegyezik vagy nagyon hasonl6 a nativ kapszidhoz (Saliki et al. 1992, Martinez
et al. 1992). Eppen ezért az ilyen részecskékkel immunizalt gazdak éltalaban védettek a
parvovirus fertdzéssel szemben. Azonban vannak kivételek, a B19 esetében a protektiv
ellenanyagok kivaltasahoz VP1-et és VP2-t is tartalmazé VLP-re volt sziikség. Valoszinileg
sztérikus gatlds az oka, hogy a leghosszabb kapszid fehérje egyediil nem képes kapszid
formalasra. A baktériumban expresszalt f6 komponens ugyancsak képtelen kapszidot alkotni,
feltehetden a megfeleld hajtogatddashoz sziikséges chaperon fehérjék hianyaban (Kajigaya et al.
1991).

A két alcsaladbol 6sszesen koriilbeliil 10-12 parvovirus szerkezete ismert (Tsao et al.
1991, Simpson et al. 1998). A nativ kapszidot a f6 virus alkotd fehérje és a MICO fehérjék ezzel
megegyez0 része képezi. A MICO fehérjék egyedi aminotermindlis extenzidjanak, valamint a
MACO fehérje — fajtol fiiggden — els6 20-40 aminosavanak szerkezete nem meghatarozhato
rontgen diffrakcioval, mivel ezek nem rendezett poziciot foglalnak el a kapszidban. Minden
esetben egy — mas virusok kapszidfehérjéiben is gyakran eléfordulé (Chelvanayagam et al.

1992) — 8 szalu béta hordo alkotja a fehérje vazat, és a béta szalakat 6sszekotd fehérje hurkok



képezik a virion kiilso €s belsd felszinét. Habar az alapvetd szerkezeti egységek azonosak a két
alcsalad tagjainak kapszid fehérjéi kozott, a parvovirus kapszid felszine sokkal tagoltabb mint a
densovirus kapszidé (1 abra). A kiilonbség kialakulasa — altalanosan elfogadott nézet szerint — a
torzsfejlodés soran a gerinceseknél megjelend ellenanyagok evolucidés nyomasanak
kovetkezménye lehet, mivel a tagolt felszin megnehezitheti vagy meg is akadadalyozhatja az
antitestek kotddését (Rossmann 1993).

Szamos, a virus biologiai tulajdonsagat alapvetden meghatarozo régidt azonositottak
kiilonb6zé parvovirusok kapszidjanak felszinén. A kétszeres szimmetria tengely korili
mélyedést alkotd aminosavak feleldsek a kutya parvovirus (CPV) kotddéséért a virus elsddleges
receptoraként szolgald fehérjével — a transzferin receptorral (TfR) — a hdromszoros szimmetria
tengely koriili kiemelkedést alkoté aminosavak feleldsek (Hueffer et al. 2003).

A gazda és szdvetspecifitas, valamint a virulencia megvaltozasat is a kapszidfehérjék hatarozzak
meg. A macska parvovirus (FPV) nem képes kutyat fertézni, azonban 1978-ban egy rendkiviil
virulens, FPV-b6l szarmazé 0j kutya parvovirus (CPV) okozott vilagméretii jarvanyt a
kutyafélék kozott. A CPV specifitasa mind in vivo, mind in vitro eltér az FPV-t6l, annak ellenére
hogy genomjuk kozott a kiilonbség minimalis, kevesebb mint 1%. Genom szegment cserék és
helyspecifikus mutaciok megmutattak, hogy a kevés genomialis kiilonbség koziil is minddssze
3-4 aminosav megvaltoztatdsa a kapszid felszinén elégséges a bioldgiai tulajdonsagok
megvaltozasahoz (Parrish 1999). Hasonl6an csekély a genomialis kiilonbség a sertés parvovirus
avirulens (NADL-2) és virulens (Kresse) torzsei kozott. A kodold régidkon beliil talalhatd 12
nukleotid kiilonbségbdl csak hat okoz aminosavcserét a VP proteineken, a tobbi csendes. A

kapszid fehérjén taldlhatdé mutaciok koziil minddssze kettd cseréje elégséges ahhoz, hogy az



amugy valtozatlan genomu Kresse-t avirulenssé, vagy az NADL-2-t virulenssé tegye (Bergeron
et al. 1996).

Nagyon kevés adat ismert a kiilonb6zé hossziisagh MICO fehérjék szerepérdl a
parvovirusok ¢letciklusaban. Egér parvovirusban (MVM) (Cotmore et al. 1999) és AAV2-ben a
VP1 fehérje aminotermindlis extenzidja a nativ kapszidon beliil (Kronenberg et al. 2005), mig a
B19 esetében kiviil helyezkedik el (Rosenfeld et al. 1992). A teljes B19 VPI1 fehérjét
reprezentald, atfedé peptidekkel allatokat immunizalva azt talaltdk, hogy a neutralizalo
ellenanyagokat kivalto linearis epitopok a VP1 egyedi N-terminalis részét folyamatosan, €és a
VP2 N-terminalis elsd 20-40 aminosavat képviselik (Saikawa et al., 1993). B19 fert6zésben
megbetegedett emberek vérének vizsgalata kimutatta hogy a rekonvaleszcens fazisban a VPI
egyedi N-termindlisa ellen termelt ellenanyagok szintje emelkedik, mig a VP2 ellenieké
csokken. A VPI1 nem jatszik szerepet a kapszid Osszedllasaban vagy a DNS pakolodasaban.
Hidnya (Tullis et al. 1993) vagy mutacidja (Hermonat et al. 1984) azonban a virus

fertozoképességének jelentds csokkenéséhez vagy elvesztéséhez vezet.

A fertozés korai fazisai

Kiilonb6zé parvovirusok mas-mas sejtfelszini molekulakhoz kotddnek ¢és hasznalnak
receptorként. A human B19 virus kizarolag eritrocita dssejtekben replikalddik, €s az eritrocita P
antigén, egy globozid szolgal elsddleges receptoraként (Brown et al. 1993). A CPV ¢és FPV
specifikusan kotédik szialinsavhoz, azonban a virusfert6zéshez elengedhetetlen a TfR jelenléte.
Az AAV2-r6l kimutattdk, hogy elsédleges receptora heparan-szulfat proteogliikan (HSPG),

azonban ez nem elégséges a fert6zéshez, hanem az egyes szdmu fibroblaszt novekedési faktor



receptorra (FGFR1) is sziikség van mint koreceptorra (Qing et al. 1999). Az AAV4 csak a2-3
kapcsolt szialinsavhoz mig az AAVS5S a2-3 é a2-6 kapcsolt szialinsavhoz is kotddik, és
mindezeken kiviil a PDGF receptort is képes hasznalni mint sajat receptort (Di Pasquale et al.
2003). Altalanossagban elmondhatd hogy az AAV-k evoluciojuk soran viszonylag nagy szamf,
kiilonbozé kémiai természetli receptor kotéséhez alkalmazkodtak, és receptor specifitasuk,
kapszid mutéacidokkal ¢és inszerciokkal viszonylag konnyen valtoztathatdo, ami megkdonnyiti
génterapids vektorokként vald hasznalatukat.

A parvovirusok sejtfelszini receptorokhoz kotédve valdsziniileg klatrin  burkos
endoszomakon keresztiil jutnak be a gazdasejtekbe, mivel a dinamin-2 egy dominans interferald
mutansanak expresszioja gatolta a CPV ¢és az AAV2 endocitozisat is. Mindkét virus infekciojat
blokkolni lehet lizoszomatrop agensekkel (NH4CI, bafilomycin), ami arra utal hogy az alacsony
pH-nak valamilyen szerepe van a késéi endoszomdkban vagy lizoszomakban a virus
aktivalasaban és a fertdzés kialakulasaban. A virus felvétel viszonylag gyors folyamat. A CPV a
sejtfelszinhez vald kotddés utan néhany oraval a perinukledris endoszomakban koncentralodik.
Az endoszomabol valo kiszabadulas mechanizmusa nem ismert, azonban az biztosnak t{inik,
hogy nem teljes lizis, mert nyomkovetésre hasznalt nagy molekulaji anyagok (pl. alfa-szarcin)
nagy része a fert6zott sejt endoszomajaban marad (Vihinen-Ranta et al. 2004). A kapszid mégis
nagy valasziniiséggel kilép a citoszolba, mert anti-CPV ellenanyagok citoplazmaba
injektalasaval a CPV infekciot blokkolni lehet (Vihinen-Ranta et al. 2002). Proteoszomak
szintén valamilyen szerepet jatszhatnak a fertdzés folyamatdban, mert proteoszoma inhibitorok
gatoljak az MVM infekcidjat. Ez a szerep még tisztazasra var; lehet direkt kimotripszin szer

vagy a kapszid ubikvitinaciojaval 6sszefliggd aktivitas.



Microtubulusok ¢és dinein transzportadlhatjdk a kapszidot a nuklearis poérusokhoz, mivel
nocodazol kezelés vagy anti-dinein ellenanyagok gatoljak a CPV infekcidjat, €s a CPV kapszid
koprecipitalodik a dineinnel, fertézott sejtekbdl. Ugy tinik, a nuklearis transzportért a VP1
fehérje amino-termnalisan 1évé nuklearis lokalizacids szignal felelds a CPV esetében, mert
valtozasok a szekvencidjaban vagy a régio elleni specifikus ellenanyagok injekciozasa a
citoplazmaba gatoljak a viralis fertdzést (Vihinen-Ranta et al. 2000).

Nincs adat arra vonatkozoan, hogy a parvovirus kapszid a sejtmagban szétesne és az
egyszalu DNS igy valna szabadda. A parvovirus kapszid rendkiviil ellenalld, integritasat igen
erds ho- és kémiai kezelések utan is megdrzi, azonban a viralis DNS 3’ vége olyan kezelésekkel
hozzaférhetové tehetd amelyektdl a kapszid nem dezintegralédik (Cotmore et al. 1999). A
szabad DNS vég a DNS polimeraz in vitro szubsztratja. Ezek az adatok azt sugalljak, hogy
létezhet olyan mechanizmus, amely a sejtfelszint6l a sejtmagig tartdé uton hasonldé modon

szabadda teszi a genom 3’ végét, ami templatként szolgalhat az in vivo DNS szintézishez is.

Az mRNS-ek és a proteinek keletkezése

A virdlis mRNS-ek a mar replikdlodo duplaszalu genomrol irodnak at. Az 6sszes eddig ismert
gerinces parvovirus két nagy kodold régiot hordoz. A két kodold régid azonos szalon, konvencio
szerint a plusz szalon, altaldban atfedésmentesen, vagy minimalis atfedéssel helyezkedik el. A
baloldali régié kodolja a replikacidhoz sziikséges nem strukturdlis proteineket (NS vagy Rep), a
jobboldali régi6 pedig a kapszid vagy mas néven viralis proteineket (VP). Az NSI helikaz
aktivitassal rendelkezik, kotddik a gazda és a virus DNS-€hez, kolcsonhatasban all gazda

fehérjekkel, apoptozist €s sejt lizist indukal (Sol et al. 1999).



A kiilonb6z6 virusfajoknal az alternativ splicing Utjan ¢és/vagy kiilonb6z6 promoterekrdl
keletkez6 NS és VP proteinek szama egymastol eltérd lehet. Példaul az AAV2 négy NS proteint
¢s harom VP proteint (Trempe et al. 1988), mig a PPV hiarom NS és két VP proteint kodol
(Bergeron et al., 1993). A promoterek szdma szintén fajonként eltérd, az AAV-2 példaul négy
promoterrel rendelkezik (Hermonat et al. 1999) mig a B19 csak eggyel (Blundell et al. 1987). A
PPV, csaktgy mint a parvovirus genusz minden tagja, két promoterrel rendelkezik. A P5-r6l
atirod6 mRNS-ek kodoljadk a harom NS proteint. Ezek az RNS-ek mind policisztronosak,
azonban az eukaridta RNS-ekre jellemzden csak az elsd cisztronok forditddnak le fehérjévé. A
P40 promoterrdl irédnak at a VP1 és VP2-t kodold6 mRNS-ek. A VP3 a virion érése soran, a mar
DNS-t tartalmazo kapszidon, a VP2 proteolitikus hasitasaval keletkezik (2. dbra).

A két nagy ORF-en kiviil kisebb ORF-eket is azonositottak néhany parvovirusban. A B19
parvovirusban példaul két kisméretii ORF talalhato. Egyik az NS, a masik a VP ORF-jének 3’
végével fed at. Mindkettordl bizonyitottak, hogy nagy mennyiségli poliadenilalt RNS irodik at
roluk, amelyekrol kis 7,5 és 11,5 KD méretli fehérjék forditodnak le (Luo et al. 1993, Fan et al.
2001). Az AAV2-ben szintén kimutattak egy viszonylag kisméretii ORF-et amely a 3922. és a
4388 (Hermonat 1999) nukleotidok kozott helyezkedik el és mRNS-sé irodik at. A parvovirusok
kozott sok tekintetben egyedinek szamitdé Aleutian disease virus (ADV) is tartalmaz két,
egymassal atfedd, rovid kodolo régiot a két nagy ORF-je kozott. Ezen ORF-ek funkcidja
kevéssé vagy egyaltalan nem ismert, sot még funkciojuk létezése sem altalanosan elfogadott a

tertilet minden kutatoja altal.



Célkitiizés

Az ismert szekvenciaju parvovirusok viszonylag nagy szama lehetdvé teszi, hogy dsszehasonlito
szekvencia analizist hasznalva tanulmanyozzuk genomjukat, és jobban megértsiik, hogyan
képesek kijatszani a gazda védelmi rendszerét, korlatozott kodolo kapacitasuk ellenére. Ez a
modszer alkalmas olyan kozds genetikai tulajdonsdgok feltdrdsdra, amelyek egyelen vagy
néhany virus kisérletes megfigyelése sordn sziikségszerlien rejtve maradnak, még az egyedi
virusukat legjobban ismerd kutatok szdmara is. PhD munkdm soran azt a célt tliztem ki, hogy
feltarjak a parvovirusokra jellemzd, még eddig fel nem ismert, kz0s genetikai bélyegeket,
megismerjem, hogy mely tulajdonsdgok jellemzik a parvovirusok egyes taxonjait, ¢és
kiilonboztetik meg ket masoktol. S6t tovabb menve ennél, megprobaltam feltarni, hogy néhany

evolucidsan konzervalt szekvencia milyen bioldgiai funkciot takar.
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Eredmények és megbeszélésiik

PLA2 domén parvovirusokban

21 gerinces parvovirus VP1 egyedi regidjanak (VPlup) protein szekvencia Osszehasonlitdsa
feltart egy kb. 80 aminosavra kiterjedd rendkiviil konzervalt szakaszt. A motivumot szinte
minden ismert gerinces parvovirus tartalmazza az egyetlen kivétel az Amdovirus genuszba sorolt
ADV. A 80 aminosavbdl kb. 20 teljes konzervaltsdgot mutatott, mig masik kb. 40 valmilyen
fizikokémiai tulajdonsagéban volt hasonld. A motivumon beliili teljesen konzervalt aminsavak
szama kozelitéleg annyi volt, mint a teljes hossziisagt VP2 fehérjén (kb. 700 aminosav)
talalhatd konzervalt aminosavak szdma. Noha az izeltlabliak parvovirusainak MACO fehérjéi
felismerhetd homologidt nem mutatnak a gerincesek parvovirusainak hasonld fehérjéivel, ez a
konzervalt szakasz szintén megtalalhatd szinte minden densovirus VPlup-jan a Brevidensovirus
genusz tagjainak kivételével.

Ez az evolucios mértékkel mérve viszonylag nagyfoku stabilitds azt sugallta, hogy ez a
szekvencia valamilyen fontos bioldgiai funkcidt kodol. Protein adatbankokban megprobaltunk
olyan fehérjéket taldlni, amelyeknek funkcidja ismert, valamilyen hasonlésdgot mutatnak ehhez
a szakaszhoz, és az ismert funkcid alapjan kovetkeztetni lehet a parvovirusokban homoldg rész
fukcigjara. Szigorti paraméterekkel végzett (stringent) keresések nem eredményeztek hasonlo
fehérjéket, a kevésbé specifikusak pedig tobbezer fehérjét, nagyon gyenge homologiaval.

A nagy szdmu indifferens protein kozott, azonban szazas nagysagrendben tiintek fel kiilonb6zd
eredetli, szekretalt foszfolipdz A2 enzimek (sPLA2-k). PLA2-k a foszfolipidek hidrolizisét
katalizaljak — a 2-acilészter (sn-2) pozicioban — lizofoszfolipiddé és szabad zsirsavva. A PLA2-k

olyan enzim szuperfamilidt alkotnak, amelynek tagjai kulcszerepet jatszanak kiilonbozo
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fiziologias ¢€s patoldgids folyamatokban, mint példaul a zsirbontas, membran anyagcsere,
szignaltranszdukcio, gyulladas €s autoimmun betegségek (Dennis 1997).

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

A parvovirusokban taldlhat6 konzervalt aminosavak némelyike pontosan megegyezett az
sPLA2-kben konzervalt a katalizisért felelés aminosavakkal, ami azt sugallta, hogy a parvovirus
VP1 foszfolipaz aktivitassal rendelkezhet. Ennek bizonyitasara Escherichia coli-ban
kifejeztettiik fuzids proteinként 3 kiilonbozd genuszbol szarmazd gerinces parvovirus (PPV,
B19, AAV2) és egy denzovirus (GmDNV) VP1 egyedi régidjat, majd megmértik PLA2
ativitdsukat. A méréshez a mixed micelles assay (Manjunath et al., 1994) modszerét
alkalmaztuk. Mind a négy protein katalitikusan aktivnak bizonyult, azonban jelentds
kiilonbségek mutatkoztak az enzim aktivitasok kozott. A PPV VPlup kozel harom
nagysagrenddel ((kcat/kM)app=(71.9v¥9.4)x10°M's™") volt aktivabb mint a BI19 VPlup
(2,5V0,2)x10°M's™") és kozel négy nagysagrenddel mint a GmDNV VPlup (0,470,03) x10*M
'sh). PPV VPlup elleni ellenanyag szignifikinsan gatolta annak aktivitasat, bizonyitva, hogy a

reakciod specifikus.
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A viralis PLA2 enzimatikus tulajdonsagai

A PPV VPI esetében a nuklearis lokalizacids szignalként szolgal6 elsé 10 aminosav delécidja a
kalcium kot6 hurok elétt 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 ko6td hurok el6tti szekvenciak
nincsenek hatassal a virus PLA2 aktivitasara. Azonban, tovabbi delécids konstrukciok enzim
aktivitdsanak mérésével a PPV esetében bizonyitottuk, hogy a konzervalt 80 aminosavas domén
magaban nem elégséges a maximalis enzimaktivitashoz. 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 koncentracid jelentdsen befolyasolta a foszfolipaz
aktivitast, az enzim optimuma a milimolaris intervallumban helyezkedik el és EDTA vagy
EGTA adasa a reakcid elegyhez a katalizis teljes gatlasdhoz 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 lehetévé tette, hogy a kapszid
fehérjekbol kozvetleniill mérjiink enzim aktivitast, és ezzel bizonyitsuk, hogy nem csak az
expresszalt VP1up de a nativ VP1 protein is rendelkezik PLLA2 aktivitassal. Mivel a PPV VPlup
¢s a rajta levd enzim a kapszidon beliil helyezkedik el az intakt virusban, ezért a tisztitott
virionbol nem lehetett PLA2 aktivitast mérni. Azonban a kapszidot hdvel vagy NaOH-val
denaturalva az enzim hozzaférhetévé valt és az expresszalt proteinhez hasonld specifikus

aktivitast mutatott, igazolva hogy a virion valoban rendelkezik PLA2 aktivitassal, amely
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valoszintlileg jol szabdlyozott és csak bizonyos koriilmények koézott, a VPlup kitettsége utan
nyilvanul meg.

Szamos sPLA2 szerkezete ismert, legtobbjiikk az un I/II-es szerkezeti csoportba, mig
néhany a Ill-as szerkezeti csoportba sorolhatdo (Dennis 1997). Mindkét csoport tagjai azonosan
négy f0 masodlagos szerkezeti elembdl épiilnek fel, harom alfa helixbdl és egy kalcium kotd
hurokbdl. Kozottiik a f6 kiillonbséget az in. membran kot6 helix pozicidja adja, amely az I/1I-es
csoportban az aminoterminalison a kalcium kot hurok eldtt, mig a IlI-as csoportban a karboxi-
terminalison a két katalitikus helix utdn helyezkedik el. A szekvencia dsszehasonlitdsok alapjan
a gerinces parvovirusok PLA2-je inkdbb a Ill-as csoporthoz mutatott szerkezeti hasonldsagot,
tehat a membran kot6 helix az enzim karboxi-terminalisan helyezkedik el.

Ezen szerkezeti modell alapjan megvizsgaltuk az enzimaktivitisban potencialisan
kritikus aminosavak szerepét. Ugyanakkor a PPV fert6z6 klonja lehetévé tette, hogy
tanulmanyozzuk a PLA2 aktivitas és a virus fert6zoképessége kozotti osszefliggést. Mindketto,
azaz az enzimaktivitas €s a virus fertdzoképessége is dramaian csokkent, amikor elmutaltattuk a
katalitikus centrum aminosavait (H41 ¢és D42). A predikcid alapjan a D63 megfelel az sPLA2-
ben a hisztidint polarizalé6 D99-nek. Helyettesitése alaninnal (D63A) vagy aszparaginnal (D63N)
szintén erOsen redukaltdk a virdlis fertézoképességet és a PLA2 aktivitast, ami a modell
helyességét tamasztotta ala. A P21 — amely konzervalt a VPLA2-k kalcium-ko6té hurokjaban de
sohasem fordul elé a szekretdlt foszfolipazokban — muticidja szintén csokkentette az
enzimaktivitast és a virus fert6zoképességét is. Az ismeretlen szerepli K88, amely a gerincesek
parvovirusaiban és a méh méreg Ill-as csoportu foszfolipazanak membran koté helixében
konzervalt, ugyancsak elengedhetetlennek tiinik, mivel mutacidja jelentésen csokkentette az
enzimaktivitdst. Osszességében elmondhatjuk, hogy a pontmutinsokban az enzimaktivitis

csokkenése egyenes aranyban allt a virus fertézoképességének csokkenésével (R2 = 0,898).
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Tetracaine és oleyloxyethylphosphorylcholine (OP) foszfolipaz inhibitorokat hasznaltunk annak
megerdsitésére, hogy a foszfolipaz aktivitds gatlasa a fertdzés csokkenésével jar. 34,6 uM

tetracaine és 13 uM OP felére csokkentette a 20 6ra utdn mért fertézott sejtek szamat.

A PLA2 szerepe a virus fertozésben

A vad tipusu ¢és a PLA2 mutans fert6z6 klon egyforma hatékonysaggal hoz 1étre érett,
nukleinsavat tartalmazo virusokat. Ez azt mutatja, hogy a PLA2 nem sziikséges a virus
replikaciojahoz és a DNS pakoldodasdhoz a virionba. Mivel az egyszalu parvovirus genom
konverzidja duplaszalivd normalis fertdzés soran a magban torténik, cellularis DNS
polimerazok segitségével, ezért a virdlis foszfolipaz valoszinlileg a fert6zés korai szakaszaban,
még a DNS magban val6 hozzaférhetdsége eldtt sziikséges.

A virus fert6zés két legkorabbi fazisa a receptor kotés €s a virus felvétele a sejbe. Annak
tisztdzasara, hogy a viralis foszfolipaz jatszik-e szerepet ezekben a folyamatokban, két PPV
mutanst jeldltiink S*° metioninnal és meghataroztuk sejthez valé kotédésiik és sejtbeli belépésiik
relativ hatékonysagat a vad tipushoz viszonyitva. Egyik vizsgalattal sem tudtunk megéllapitani
jelentds kiilonbséget a mutans és a vad virusok kozott. Hasonld eredményre jutottunk AAV2
PLA2™ pont ¢és delécios mutansokkal (7T6HD/AN és AXX) is kiilonb6z6 sejtvonalakon (A431 és
HeLa). Ezek az adatok egyértelmiien bizonyitottdk, hogy a foszfolipdz nem jatszik szerepet sem
a kotodésben, sem a virus felvételében.

Két oraval a belépés utan a vad tipustt PPV és a mutansok is a perinuklearis vezikulumokban
akkumulaldédnak. A virus részecskék minden esetben nagymértékben kolokalizaltak a LAMP-2
lizoszoéma/kés6i endoszoma markerrel. A kolokalizacié mértéke a vad tipus és a mutansok

esetében hasonld volt, ami arra utal, hogy a viralis foszfolipdz nem sziikséges a virus késoi
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endoszoma/lizoszéma kompartmentbe vald jutdsahoz sem, hanem valahol a késoi
endoszoma/lizoszéma ¢€s a nukleusz kézott 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 fertézés soran is a sejtbe
felvett fertdzoképes virionoknak csak kis része éri el a sejtmagot. Ezért a nagyobb szenzitivitas
érdekében S*° jeldlt vadtipust és PLA2- mutansok bejutdsat vizsgaltuk a nukleuszba. Nem
talaltunk szignifikdns kiillonbséget a vad virus és a mutansok kozott. A nukleuszban mért
radioaktivitdas mértéke minden esetben 0,5% alatt maradt és megegyezett a
laktatdehidrogenazzal mért citoszol szennyezés mértékével a nuklearis extraktban. Ami ujra
csak meger0sitette, hogy a sejtbe 1€pd viszonylag nagy mennyiségli virus fehérjéibdl, csak egy
nagyon kis — a jelenleg rendelkezésiinkre all6 technikdk 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
vadtipustt virus. Nyolc oraval a fert6zés kezdete utdn a virus DNS mindenesetben a
perinuklearis endoszoma/lizoszoma kompartmentben helyezkedett el. A DNS replikacié 12 o6ra
utan indult el a nukleuszban a vadtipust virus esetében. Az, hogy nem tudtunk replikaciot
detektalni a mutansok esetében kdzvetetten arra utal, hogy a DNS a PLA2- virusokbo6l nem volt
képes a nukleuszba penetrdlni és hogy a virdlis PLA2 nélkiilozhetetlen a virus DNS
transzferjéhez az endoszomalis kompartmentbdl a nukleuszba.

Annak eldontésére, hogy a viralis DNS és a viralis foszfolipdz ugyanazon a virus partikulumon
beliil helyezkedik-e el, komplementacios kisérleteket végeztiink. Sem a 10 feleslegben PLA2-
mutanshoz adott 0,4 uM kigy6 vagy méh méreg foszfolipaz, sem 1 uM E. coli expresszalt PPV

VPlup nem volt képes a mutans virus mentésére és nem emelte a fertdzott sejtek szamat. p-
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propiolakton kezelt DNS inaktivalt vadtipusu virus, aktiv foszfolipazzal, tizszeres foloslegben
adva szintén nem volt képes komplementalni a PLA2™ mutanst. Vad tipusit AAV2 szintén nem
volt képes komplementalni koinfekcid soran az 76HD/AN mutaciot hordozo, a LacZ gént
expresszalo rekombinans AAV-t. Mindezek azt tdmasztjak ald, hogy a vVPLA2 nem masodlagos
hirvivé utak aktivalasaval transz hat, hanem a viralis DNS-nek cisz helyzetben kell lennie a

virus kapszidon 1évé PLA2-vel a hatékony fertézéshez.

Alternativ ORF-ek parvovirusokban

A PLA2 domén egy olyan genetikai bélyeg, amely az egész Parvoviridae csaladra
altalanossagban jellemzd. Munkdm sordan azonban arra is kivancsi voltam, hogy mik azok a
genetikai tulajdonsdgok amelyek csak parvovirusok evoluciosan elkiiloniilt csoportjaira —
genuszokra — jellemzoek és egyértelmiien megkiilonboztetik 6ket mas csoportoktol.
A parvovirusok genom szervezddését tanulmanyozva feltlint, hogy kis méretli, a csoportra
specifikus ORF-ek talalhatéak minden genuszban. Az Erythroirus genuszban példaul egy ORF
atfed a VPlup régioval (2586-2831 nukleotid a V9 parvovirusban, Genbank azonosito:
NC 004295.1) a Dependovirus genuszban a VP2up-val és a VP3 5’ végével (2717-3340
nukleotid AAV2-ben, Genbank azonosito: AF043303.1).

Egy kis méretii ORF talalhat6 a Parvovirus genus tagjainak genomjaban is, amely atfed a
VP2 fehérje ORF-jének 5° végével. Az ORF 50-60 aminosavat kodol, egy ATG kodonnal
kezdédik, amely legtobbszor 4 nukleotiddal a VP2 startkodonja mogott helyezkedik el. Az
egyetlen kivétel a PPV, amelynél az ATG 7 nukleotiddal a VP2 inicidcios kodonja mdgott van.

Ezt a kis ORF-et SAT-nak (small alternatively translated protein) neveztiik el.
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A PPV SAT tulajdonsagai

A SAT fehérjék elsddleges szekvencidja nem kiilonosebben konzervalt, azonban kiilonb6zo
topoldgia predikciés programok membranproteinnek josoltdk oket. Minden SAT protein
egyetlen transzmembran a-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, fuzids konstrukciokat
készitettlink. GFP-t (green fluorescent protein) inszertdltunk a PPV infektiv klonjanak 5
sejtekbe transzfektaltuk. Mind az 5 konstrukcié, 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 0t konstrukcio, amelyekben a GFP-t a SAT leolvasasi keretébe inszertaltuk,
szintén GFP-re pozitivnak bizonyult, azonban a GFP sejten beliili eloszlasa a SAT fuzios partner
hosszatol fliggott. Abban a két konstrukcidban, amelyekben a GFP-t az a-helix elé¢ fuzionaltattuk
hasonl6 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 a nukleuszban ¢és a
konstrukciot készitettiink, ahol egy dupla FLAG markerrel helyettesitettiik a GFP-t a teljes

hosszisagu SAT proteinen. Ez a fehérje ugyanazt az eloszlast mutatta, mint a GFP-fuzids
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fehérje. Az, hogy a fehérje a citoplazmaban jellegzetes mintazatot mutatott, valamint a nuklearis
membranban is megtalalhatd volt, arra utalt, hogy a SAT az endoplazmatikus retikulum
(ER)/nukleéris membran rendszerben helyezkedik el. A FLAG-fuzios SAT teljes kolokalizacigja
a calreticulin ER/nuklearis 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 meghatarozé faktor a SAT lokalizacidjaban. Ennek tanulmanyozéasara
olyan konstrukcidkat 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 nukledris megjelenéséhez
vezetett, mig nagyobb mértékli cserék ¢és a delécid teljesen megvaltoztattdk a SAT
elhelyezkedését.

Eukariotakban altalaban az els6 AUG kodon inicidlja a transzlacidt, azonban sok kivétel
van e szabdly aldl (Kozak 1999). Egyike az ismert kivételeknek mikor két AUG csak néhany
nukleotid tavolsagra helyezkedik el egymastol (Kozak 1995). Ebben az esetben mindkettd
transzlaciés inicidtorként funkcionalhat. A SAT és a VP2 start kddjanak kozelsége (hét
nukleotid) arra utalt, hogy a két fehérje ugyanarrol a mRNS-rdl forditédik le. Ennek vizsgalatara
néhany GFP konstrukcid VP1 és VP2 mRNS-ét egy heterolog 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 immunprecipitacié utan Western blot-tal tanulmanyoztuk. Amikor a VP-
GFP fuziés konstrukci6 VP1 mRNS-ét expresszaltuk, egyetlen, a VP1 fazios fehérje
nagysaganak megfeleld csikot detektaltunk. Nem volt kimutathatdé GFP fuzios fehérje amikor a
GFP a SAT ORF-be volt inszertalva. Amikor a VP2 mRNS-t expresszaltuk mind a SAT, mind a

VP ORF-ekrdl leirodott GFP fuzios fehérje, bizonyitva, hogy a SAT valoban a VP2 mRNS-r6l
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crer

6l kb. 60% volt.

Héarom start kodon talalhato a SAT ORF-ben és két kiilonb6z6 méreti SAT fehérjét
azonositottunk a Western blot-on. Annak tanulmanyozasara, hogy vajon a két kiilonb6z6 méretii
SAT fehérje két kiilonb6zé AUG-rdl inicialodik, egyenként elmutéltuk a harom start kodont. Az
elsd start kodon mutéacioja mindkét csik elvesztéséhez vezetett, mig a masodik kettd mutacidja
semmilyen hatdssal nem volt a transzlaciora. Ez arra utal, hogy a két kiilonb6zé méretli SAT
fehérje egyetlen inicidciés kodonrol transzlalodik és a kiillonb6zé méret valdszinileg
poszttranszlacids modifikéacio eredménye.

Az N-terminalis régidja sem a VP2-nek, sem a SAT-nek nem kifejezetten konzervalt
parvovirusokban. Ennek ellenére a VP2 kodold szekvenciajanak elsd 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 cseréltik (M9), a
SAT transzlacidja nem valtozott, amikor azonban a szerint alaninra valtoztattuk (AGT-GCT
csere (M7)), dramaian csokkent a SAT transzlacioja, valosziniileg a VP2 optimalist igy jobban

kozelité Kozak szekvencidja miatt.

A SAT funkcidja

A SAT PPV ¢letciklusaban betoltott szerepének vizsgalatara mutans virusokat készitettiink, hat
helyen elmutaltattuk a PPV infektiv klonjat. Hairom mutdnsban a SAT szekvencidjaba stop
kodonokat vezettiink be (SAT 1-3), a negyedikben kiiitottiik a SAT start kodonjat (M11), a
maradék kettd pedig a fentebb emlitett szerin mutaciokat hordozta (M7, M9). A mutaciok koziil

csak M7 jart a VP2 aminosav szekvenciajanak valtozasaval (S2A). Mind a hat mutans ¢letképes

20



virust eredményezett, azt bizonyitva, hogy a SAT legaldbbis szdvettenyészetben nem
esszencialis. Nem volt jelentds kiilonbség a vad tipusu virus és a mutansok kozott a specifikus
infektivitasban (genom ekvivalens/fluoreszcens fokusz egység) vagy a virustorzsek
fert6zoképességében. Azonban, azok a mutansok amelyek nem vagy alul expresszaltdk a SAT
fehérjét, (SAT 1-3, M11, M7) kés6bb lizaltak a sejteket és sokkal lassabban terjedtek mint a vad
tipus, ami a novekedési gorbéjiikk elnyujtott lag-fazisdban is megmutatkozott. Alacsony
multiplicitast fert6zésnél a vad virus esetében 40 oraval a fertézés kezdete utan 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 végeztink. A PPV életciklusa kb. 20-24 6ra PT sejtekben. Vad
tipust infektiv klon transzfekcidja utdn negyven oOraval viszonylag nagy kiterjedésti fertézott
plakkok talalhatéak a szdvettenyészetben. Ezzel szemben a mutansok esetében ezek kiterjedése
sokkal kisebb csak néhany sejtre korlatozoédik. Amikor SAT mutans infektiv kloénokat
kotranszformaltunk SAT expresszal6é de VP deletalt konstrukcidkkal nagy kiterjedésti plakkokat
detektaltunk. Vagyis a vad tipusi SAT, transz szolgaltatva, komplementalni képes a mutans
virusok fenotipusat, ami egyértelmiien aldtdmasztja, hogy a lassu terjedés a SAT elvesztésének
kovetkezménye.

SAT az ER-ban helyezkedik el, nem kolokalizdl sem a viralis kapszid, sem az NS
fehérjékkel, és valdszinilileg egymagéban is toxikus a sejtekre, mivel nem voltunk képesek stabil
SAT expresszalo sejtvonalat létrehozni. Mindezek arra utalnak, hogy sejtlizisben és a virus
terjedésében betoltott szerepét az NS fehérjéktol fiiggetleniil egy mas molekuaris mechanizmus
altal — valoszintileg ER stressz véalaszt indukalva — fejti ki.

Osszefoglalasként elmondhat6, hogy a parvovirusok dsszehasonlité szekvencia és genom

elemzése egy 1j enzimatikus domén és egy eddig ismeretlen fehérje felismeréséhez vezetett. A
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PLA2 domén a virus csalad tagjainak nagy tobbségére, mig a SAT fehérje a parvovirus genusz
minden tagjara jellemz6. Mind az enzim aktivitdst, mind a fehérje 1étét kisérletesen
bizonyitottuk, biologiai funkcidjukat tanulmanyoztuk. A dolgozatban targyalt felfedezések és
kisérletek hozzajarulnak a parvovirusok jobb tudoményos megismeréséhez, €s jelentésen

befolyasoljak a teriileten jelenleg és jovoben folyd kutatasokat.
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Legfontosabb eredményeim és megallapitasaim

1. A parvovirusok tobbsége hordoz egy kb 80 aminosav hosszusagl konzervalt szakaszt a
2. A doménen taldlhato konzervalt aminosavak némelyike pontosan megegyezik a
szekretalt PLA2-kben konzervalt, a katalizisben szerepet jatszo aminosavakkal.

3. A PPV kapszidbol PLA2 aktivitds mérhetd. Kiilonb6zd, egymadstol evoliicidsan tavolesd
parvovirusok E. coli expresszalt VP1 egyedi régidja PLA2 aktivitast mutat, amely kalcium
fliggd.

4. A PLA2 enzimaktivitds nélkiilozhetetlen a hatékony virus fertézéshez. A katalizisben
aktivitést, és vele egyenesen ardnyosan a virus fert6z6 képességét is.

5. A PLA2 valahol a kés6i endoszomatél a nukleuszig vezetd uton hat.

6. Minden parvovirus genuszban, kis méretii a csoportra specifikus ORF-ek talalhatoak
terminalisat kodolo részre esik.

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

8. SAT ugyanarrél a mRNS-rdl irdédik le mint a VP2 és iniciacids kodonja a VP2 start
kodonja utdn hét nukleotiddal helyezkedik el. A proteint egy hidroféb helix az ER-ban
lokalizalja.

9. SAT szovettenyészetben nem eszencialis, de szerepet jatszik a virus kiszabaduldsédban a

sejtbdl. Hidnya jelentdsen lassitja a sejt lizist és a virus terjedését.
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Osszefoglalas

crer

feltart egy kb 80 aminosavra kiterjedd rendkiviil konzervalt szakaszt. A motivumot szinte
minden ismert gerinces parvovirus tartalmazza, az egyetlen kivétel az Amdovirus genusba sorolt
ADV. Noha az izeltlabtiak parvovirusainak f6 kapszidalkot6 fehérjéi felismerhetd homologiat
nem mutatnak a gerincesek parvovirusainak hasonlé fehérjéivel, ez a konzervalt szakasz szintén
megtalalhatd szinte minden Densovirus VPlup-jan a Brevidensovirus genusz tagjainak
kivételével.

Ez az evolucios mértékkel mérve viszonylag nagyfoku stabilitas arra utalt, hogy ennek a
szekvencianak valamilyen fontos biologiai szerepe lehet. Protein adatbankokbol szdzas
nagysdgrendben taldltunk szekretalt foszfolipdz A2 enzimeket (sPLA2) amelyek gyenge
homologiat mutattak ehhez a régidhoz.

A parvovirusokban taldlhatd konzervalt aminosavak némelyike pontosan megegyezett az
sPLA2-kben konzervalt, a katalizisért felelés aminosavakkal, ami azt sugallta hogy a parvovirus
VP1 foszfolipaz aktivitassal rendelkezhet. Ennek bizonyitasara Escherihia Coli-ban kifejeztettiik
fuzids proteinként 3 kiilonb6zd genuszbol szarmazd gerinces parvovirus (PPV, B19, AAV2) és
egy denzovirus (GmDNV) VP1 egyedi régiojat, majd megmértiik PLA2 ativitasukat. Mind a
négy protein katalitikusan aktivnak bizonyult. A PPV VPlup koézel harom 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 (0,470,03) x10*M's™).

A PPV esetében bizonyitottuk, hogy a konzervalt 80 aminosavas domén magaban nem elégséges

a maximalis enzimaktivitdishoz. Ehhez a karboxi-terminalison még egy kb 30 aminosavas
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extenzidra van sziikség. A PPV kapszidot hével vagy NaOH-val denaturdlva a PLA2 domén
hozzéaférhetdvé valt és szintén PLA2 aktivitast mutatott.

Az enzimaktivitas €s a virus fertdzoképessége is dramaian csokkentek amikor
elmutaltattuk a katalitikus centrum aminosavjait (H41, D42 és D63). A PPV pontmutansokban
az enzimaktivitas csokkenése egyenes aranyban allt a virus fertézéképességének csokkenésével
(R = 0.898). Tetracain és OP foszfolipaz inhibitorok szintén jelentésen gatoltik a virus
fertozést.

S¥-tel jel5lt virusokkal és immunohisztokémiai kisérletekkel bizonyitottuk hogy a viralis
foszfolipaz nem sziikséges sem a PPV, sem az AAV2 endocitozisadhoz, hanem valahol a késo6i
endoszoma/lizoszoma és a mag kozotti uton hat. Komplementacids kisérletek igazoltak, hogy a
PLA2 nem masodlagos hirvivé utak aktivalasaval transz hat, hanem a viralis DNS-nek cisz
helyzetben kell lennie a virus kapszidon 1évé PLA2-vel a hatékony fertézéshez.

A PLA2 domén tobbé-kevésbé az egész Parvoviridae csaladra jellemz6. Azonban a
genuszokon beliil olyan genetikai bélyegek talalhatdéak, amelyek kizarolag csak az adott
csoportra jellemzéek. Egy kis méretli ORF talalhaté a Parvovirus genus tagjainak genomjaban,
amely atfed a VP2 fehérje ORF-jének 5° végével. Ezt a kis ORF-et SAT-nak neveztiik el. A
SAT fehérj¢k elsddleges szekvencidja nem kiilonosebben konzervalt, azonban kiilonb6zd
topologia predikcids programok membranproteineknek josoltak dket.

Fuziés konstrukciokkal a GFP-t és FLAG-et a SAT leolvasési keretébe inszertalva
bizonyitottuk, hogy a PPV SAT valoban keletkezik ¢s az ER-ban lokalizalodik. Mutdciokkal és
deléciokkal bizonyitottuk, hogy a hidroféb a-helix a meghatdrozé faktor a SAT
lokalizaciojaban.

Heterolog promoter szabalyozasa alatt pPCDNA3.1 eukaridta expresszios vektorban fejeztettiik ki

a PPV VP1 és VP2 mRNS-ét és a termékeket Western blot-on tanulmanyozva igazoltuk, hogy a

25



SAT a VP2 mRNS-16l irodik le. A SAT ¢és a VP2 termelddésének ardnya a VP2 mRNS-rdl kb.
60% volt.

Héarom start kodon talalhato a SAT ORF-ben és két kiilonb6z6 méreti SAT fehérjét
azonositottunk a Western blot-on. Annak tanulmanyozasara, hogy vajon a két kiilonb6z6 méretii
SAT fehérje két kiillonbozé AUG-r6l inicidlodik, egyenként elmutaltuk a harom start kodont.
Mig az els6 ATG kodon mutacidja mindkét csik elvesztéséhez vezetett, addig a masik kettd
megvaltoztatasa semmilyen hatdssal nem volt a transzlacidra. Ez arra utal, hogy a két kiilonb6z6
méretli SAT fehérje egyetlen inicidaciés kodonrdl transzlalodik és a kiilonbozd méret
valdsziniileg poszttranszlaciés modifikacié eredménye.

A SAT PPV ¢letciklusaban betoltott szerepének vizsgalatira olyan mutdns virusokat
készitettiink, amelyek nem, vagy csokkentett mértékben expresszaltdk a SAT-ot. Ezek a
mutansok késobb lizaltak a sejteket és sokkal lassabban terjedtek mint a vad tipus. Annak
igazolasara, hogy a lassu fenotipus valoban a SAT elvesztése miatt alakul ki, komplementacios
kisérletet végeztiink. A vad tipustt SAT trans szolgaltatva komplementalta a mutans virusok
fenotipusat, ami egyértelmiien aldtdmasztja, hogy a lassu terjedés a SAT hidnyanak
kovetkezménye.

Osszefoglalasként elmondhat6, hogy a parvovirusok dsszehasonlitd 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 jellemz6. Mind az enzim aktivitast, mind a fehérje 1étét kisérletesen

bizonyitottuk, bioldgiai funkcidjukat tanulmanyoztuk. Az enzimaktivitas eszencialis a virus
fertdzéshez, mig a SAT a sejtlizist és a virus terjedést segiti eld. A dolgozatban targyalt
felfedezések és kisérletek hozzéjarulnak a parvovirusok jobb tudomanyos megismeréséhez, és

jelentésen befolyasoljak a teriileten jelenleg és jovoben folyd kutatasokat.
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Summary

Sequence analysis of 21 Pavovirinae members revealed that they contain a 80 aminoacid
conservative region in their VP1up. This domain also can be found on Densovirinae’s VP1ups
even though they have no homology to the Parvovirinae members in their major capsid
component. This remarkable stability suggested that this region can be responsible for some kind
of biological function.

Searching of protein databanks resulted hundreds of secreted phospholipase A2 (sPLA2)
with weak homology to the region. However, the catalytically important amino acids in sPLA2
matched some of the conservative amino acids of the VP1up, which suggested that the parvoviral
VPI might have a PLA2 activity. Four VP1lup polypeptides of parvoviruses (PPV, GmDNYV,
AAV and B19) from distant genera were expressed in order to demonstrate PLA2 activity. All
the four had PLA2 activity though with remarkable differences. PPV VPlup showed almost
three order higher activity ((keat/kM)app=(71.9¥9.4)x10°M's™")  than BI19 VPlup
(2,50,2)x10°M's™") and almost four order higher than GmDNV VP1up (0,4v0,03) x10*M's™).

The core 80 amino acid domain did not show optimal activity, and an additional 30
amino acids outside of the conserved domain had a large impact on the PPV VPlup catalytic
efficiency. Mutations in the catalytic amino acids reduced both the enzyme activity and the viral
infectivity in a directly proportional manner (R* = 0.898). PLA2 inhibitors also inhibited the
viral infection. Experiments with S35 and immunhystochemically labeled viruses proved that the
viral PLA2 is not necessary for the binding or the entry into the cell, but act somewhere between
the late endosome/lysosome and the nucleus. Complementation experiments showed that active

viral PLA2 and infectious DNA are required in Cis to obtain infection.
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The PLA2 domain more or less a common genetic characteristics of the Parvoviridae family,
however exclusive genetical features can be found in every genus. Genome analysis revealed a
small, conserved alternative ORF overlapping the amino-terminal portion of the VP2 ORF of all
members of the Parvovirus genus. We designated this ORF as small alternatively translated
protein (SAT)-ORF.

The primary sequence of SAT proteins is not particularly conserved. However, all SAT
proteins were predicted by different topology prediction programs to be membrane proteins.
Insertion of GFP and FLAG into the SAT ORF demonstrated that PPV SAT protein is de facto
translated from the ORF and is localised in the ER.

Mutations and deletions confirmed that a hydrophobic a-helix is the main determining
factor of the confinement of SAT in the ER. Separate expression of the VP1 and VP2 mRNA of
PPV fusion constructs under a heterolog promoter proved that SAT is translated from the VP2
mRNA. The ratio of the alternative translation of SAT was around 60% of the VP2 proteins.

Three methionines can be found in the PPV SAT-ORF and two different versions of SAT
can be distinguished on the Western blot. These three methionines were mutated to investigate
whether the SAT proteins are initiated at different AUGs. Mutation of the second and third AUG
did not have any visible effect. However, mutation of the first AUG completely eliminated all
protein translation from the SAT frame. This suggested that the multiple bands might be the
result of posttranslational modifications rather then multiple initiations.

To investigate the role of SAT in the PPV life cycle, mutant viruses were created by
introducing mutations which reduced or abolished SAT expression. These mutants lized the cells
later and spread slower than the wild type virus. Complementation experiments were done to test

whether the “slow-spreading” phenotype of the SAT- mutants was really due to the loss of the
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SAT. The SAT supplied in trans could complement the phenotype of the mutant virus
demonstrating that the impaired spreading is the consequence of the loss of SAT.

The comparative sequence and genome analysis of the parvoviruses led to the discovery
of a novel enzymatic domain and a novel protein among these viruses. The PLA2 is
characteristic for almost the whole virus family while the SAT protein is an exclusive feature of
the Parvovirus genus. The enzyme activity, the existence of SAT and their biological
significance was proven experimentally. The viral PLA2 is essential for the productive virus
infection, while the SAT facilitates the cell lysis and viral spreading. The discoveries and
experiments discussed in this thesis contribute to the better understanding of the parvoviruses

and have a high impact on the present and future research on the field.
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