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1. BEVEZETES ES IRODALMI ATTEKINTES

1.1. A parvovirusok rendszertana

A parvovirusok a legkisebb dllati virusok kozé tartoznak, genomjuk kb. 4500-
6000 bazis hosszisdgi egyszali linedris DNS, mindkét végén palindrom szekvencidval.
A virionok burok nélkiiliek, ikozaéder alakidak, atmérGjik 18-26 nm, hdkezelés és
zsirolddszerek hatdsira sem veszitik el fertozoképességiiket (Berns, 1990). A virus DNS
replikdcidja és a virionok Osszeépiilése a sejtmagban jatszodik le. A parvovirusok
életciklusa a kodolt informacid szikossége miatt rendkiviili mértékben fligg a normélis
sejtfunkcioktol. Parvovirusokat izoldltak mar gerinces és gerinctelen &llatokbdl,
valamint ezek szOvettenyészeteibol egyarant. Mai tuddsunk szerint a Parvoviridae az
egyetlen olyan magban replikdlodé viruscsaldad, amelynek tagjai gerinceseket €s
gerincteleneket egyarant fert6znek.

A parvovirusok ma is hivatalosan érvényben 1év6 rendszertandt 1984-ben fogadta
el az ICTV (International Committee for Taxonomy of Viruses). Ebben a virusokat
hdrom genusra osztottdk a gazdaspecificitds, a replikdcid, €s a nukleinsav pakoldddsa
szerint.

A Parvovirus genus tagjai gerinceseket fertéznek, ondlldan replikdlédnak (nem
igényelnek helper virust), a genom két végén a palindromdk kiilonbéznek egymdstol
(4n. ,B” tipusi genomjuk van), és a virionok tobb mint 90%-dba a negativ szdl
pakoldédik. Ide tartozik tobbek kozott a sertés parvovirus (PPV), a kutya parvovirus

(CPV), és az egér parvovirus (MVM).



A Dependovirus genus tagjai szintén gerinceseket fert6znek, 6ndllo replikédciora
nem képesek, a szaporoddshoz valamilyen sejtmagban szaporodd helper virust
(adenovirust vagy herpesvirust) igényelnek (Carter, 1990), a genom két végén terminal
repeat (ITR) taldlhaté (,,A” tipusi genomok), a virionokba 50-50%-ban pakolédik a
pozitiv és negativ szdl. Ebbe a genusba kiilonb6z6 humdn és madar eredetd tn. ,adeno
associated” virusok tartoznak, pl. a Human Adeno Associated Virus 2 (AAV-2).

A Densovirus genus tagjai gerincteleneket fertéznek, ondlléan replikdlodnak,
genomjukat ITR-ek hatdroljdk, a pozitiv és negativ szdl egyenld mennyiségben
pakolédik a virionba. A genus tagjai pl. a Bombyx mori és a Junonia coenia
parvovirusa (BmDNV, és JcDNV).

1984 6ta szamos olyan tényre deriilt fény, amely sziikségessé teszi az ICTV
osztalyozdsdnak revizidjat. Kiderilt, hogy Iléteznek olyan oOndlléan replikdl6do
parvovirusok — mint pl. a humén patogén B19 vagy a humén sejtvonalbdl izoldlt Lulll
— amelyekbe azonos mennyiségben pakolddik a pozitiv és negativ szdl. Rdaddsul a B19
virus ITR-eket hordoz a Dependovirus és Densovirus genus tagjaihoz hasonloan (Deiss
et al.,1990), mig a Lulll esetében — az eddig ismert parvovirusok koziil egyediiliként
— annak ellenére, hogy mindkét szdl pakolddik (Diffot et al., 1989), egymaéstdl eltérd
palindromdkat taldltak a genom két végén és nem ITR-eket. A B19 fehérjeszinten
kozelebb 4ll a Dependovirus genusba tartozd AAV-2-hoz, mint a Parvovirus genus
barmely tagjdhoz (Chapman és Rossman, 1993). A szarvasmarha parvovirusa (BPV)
genomorganizdcidjaban, a genom hosszdban, valamint fehérjeszinten is nagyon
kiillonbozik a Parvovirus genus eddig szekvendlt tagjaitél (Chen et al., 1986). Tovabba,
a Densovirus genuson beliili kiilonbségek legaldbb olyan nagyok, mint két kilonb6z6

genusba tartozd parvovirus kozott (Tijssen et al., 1990). Ugyanakkor az is ismertté



vélt, hogy a Dependovirus genus tagjai bizonyos koriilmények kozott 6nélld replikéciora

is képesek (Yakobson et al., 1987).

1.2. A parvovirusok genomorganizacidja

A mai napig koriilbelil 20 kiilonb6z6 eredetdi parvovirus genom teljes
szekvencidjat ismerjik. Ezek ismeretében a parvovirusok genomjardl elmondhato, hogy
a kis méreten és az egyszalu pakolddason kiviil a legjellemz8bb és legéltalanosabb
k6z6s tulajdonsdg a linedris genom két végén taldlhaté inkomplett palindrom
szekvencia. A termindlis palindromédkon beliil az egyszali DNS képes dnmagaval parba
dllni, duplaszdli DNS-t Ilétrehozni. Kiilonb6z6 parvovirusokndl a termindlis
palindromdk mérete (kb. 150-400 bazis) és az dltaluk létrehozott harmadlagos
struktirak szerkezete (,,Y”, ,T”, kereszt) eltér egymastdl (Fife et al., 1977; Reed et
al., 1988). A termindlis palindromék nélkiilozhetetlenek a parvovirusok replikdcigjahoz
és pakolddasdhoz (Carter et al., 1990), bar bizonyos deléciok a replikdcid folyaman, a
palindroma szerkezetbdl adéddan javitddhatnak (Casal et al., 1990). A B19 parvovirus
termindlis palindromdjarél bebizonyitottdk, hogy nemcsak a replikdcidban jétszik
nélkilozhetetlen szerepet, hanem a hozzd kot6d6 fehérjefaktorokon keresztiil pozitivan
regulédlja a transzkripciét is (Liu et al., 1991).

Az 0Osszes eddig ismert gerinces gazdabdl izoldlt parvovirus két nagy kodold
régiot hordoz. A két kédol6 régié azonos szdlon — konvencié szerint a pozitiv szilon
— é&ltaldban atfedés nélkiil, vagy minimalis atfedéssel helyezkedik el. A baloldali régio
kodolja a replikacidhoz sziikséges nem struktir proteineket (NS vagy Rep), a jobboldali
régié pedig a kapszid proteineket, mas néven virdlis proteineket (VP). A kiilonbdzd

virusfajokndl az alternativ splicing utjan és/vagy kiilonboz6 promoterekrol keletkezd NS



és VP proteinek szama egymastdl eltérd lehet. Példaul az AAV-2 négy NS proteint és
harom VP proteint (Carter et al., 1990a), mig a PPV harom NS és két VP proteint
kédol (Bergeron et al., 1993). A promoterek szdma szintén fajonként eltérd, az AAV-2
példdul hidrom promoterrel rendelkezik (Trempe és Carter, 1988), mig a B19 csak
eggyel (Blundell et al., 1987).

Az eddig szekvendlt Densovirus genusba tartozé virusok koédol6 régidinak szdma
és elhelyezkedése eltér a gerinces parvovirusoktdl és egymdstdl is (Dumas et al., 1992;
Bando at al., 1987; Afanasiev et al., 1991). Példdul a BmDNV négy kapszid proteinnel
rendelkezik, genomja 5048 nukleotid hosszi és a negativ szdlon is hordoz ORF-et.
Ugyanakkor az Aedes DNV kapszidja két proteinbdl épiil fel, a genom hossza 4012

bézis és atfedd ORF-eket hordoz a pozitiv szdlon.

1.3. Parvovirusok replikacigja

A virdlis DNS replikdciéja hiarom jol elkiilonithetd fazisra oszlik: a
komplementer szdl szintézisére a sziil6i szdlon, a duplex DNS amplifikécigjara,
valamint az egyszali virdlis DNS kivdgoédésdra és pakolddédséara a virionba (Tattersall €s
Cotmore, 1990). A komplementer szdl szintézise a sejtosztddds korai S fazisdban
megnyilvdnulé sejtfunkcioktdl fiigg (Tattersall €s Gardiner, 1990). Radioaktiv izotoppal
jelolt nukleotiddal végzett kisérletek bizonyitjdk, hogy a szimpla szdl konverzija
viszonylag elhizdd6 és nem til hatékony folyamat, vagyis még a fert6zést kovetd 16.
Oraban is torténik de novo szintézis, és mindossze a bevitt DNS 10%-a konvertalddik
(Ward és Dadachanji, 1978).

A duplex DNS replikicidja a kés6i S fazisban kezdddik és még akkor is folytatddik,

amikor a fertdzetlen kontroll sejtek mar befejezték a DNS replikdciot (Hardt et al.,



1983). Specifikus DNS-polimerdz blokkoldkkal végzett in vivo és in vitro kisérletek azt
sugalljak, hogy a DNS-polimerdz o és y is részt vesz a folyamatban, a DNS-polimerédz
B viszont nem (Pritchard et al., 1978; Kollek et al., 1982). In vivo replikdlodé H-1
parvovirus DNS-ét vizsgdlva kimutattdk az Okazaki fragmentek hidnyat (Tseng et al.,
1979), ami arra utal, hogy a konverzié a 3’ palindromdrdl indulva folyamatosan,
megszakitdsok nélkil torténik. In vitro kisérletekben eukariota és prokariota DNS
polimerazokkal is képesek voltak teljes szdl hosszisdgi konverziét elérni (Cotmore €s
Tattersall, 1984; Bourguignon et al., 1976).

MVM intracelluldris replikdcids intermediereket vizsgdlva neutrdlis agaréz gélen
egy- és kétszdli monomereken kiviil nagy mennyiségben taldltak dimer és tetramer
duplexeket is. Denaturalds utdn ezen formdak nagyrésze szétesett egyszali monomerré
(65%) és monomer duplexekké (32%), amelyek egyik vége kovalensen zart. Ez a
megfigyelés arra utal, hogy a multimer replikativ formakon bevédgasok (nick) taldlhatok,
amelyek egységnyi vagy két egységnyi részekre osztjdk ezeket. A monomer duplexeket
két csoportra lehetett osztani aszerint, hogy bal, vagy jobb végiik zart kovalensen. A
gélen tisztitott monomer duplexeket restrikciés enzimmel emésztve, majd a
fragmenteket denaturdlva azt taldltdk, hogy a baloldali végen (a virdlis szl 3° végén) a
kovalensen zart (turnaround) és a nyitott (extended) forma kb. 50-50%-ban taldlhato,
mig a jobb végen kilenc nyitott formdra esik egy kovalensen zart. A dimer €s tetramer
formdk elemzése szintén kimutatta ezeket a formakat mindkét végen és feltdrta, hogy a
dimerekben és tetramerekben a monomerek a 3’ és 5’ palindromdn keresztil
palindromikusan ,fej a fejhez, 1db a labhoz” kapcsolddnak, igy alkotva az un. dimer €és
tetramer hidakat. Pulzus jeloléses kisérletek bebizonyitottdk, hogy a dimer €s tetramer
formédk metabolikusan aktivak, és végsGsoron egyszali virdlis DNS-eket eredményeznek

(Ward és Dadachanji, 1978).



Az 0Osszes szekvendlt parvovirus termindlis palindromdja inperfekt, kisebb
nagyobb aszimmetrikus blokkokat — tun. ,buborékokat” — egymadssal nem parosodd
szakaszokat hordoz. A termindlis palindromdk restrikcios térképezése és szekvendldsa
feltarta, hogy az MVM, H-1, és BPV jobboldali termindlisa kétféle orientdcidban (iin.
flipp-flopp orienticiéban) fordul eld, egyenlé ardnyban mind a virdlis egyszéli, mind a
celluldris duplaszdli monomereknél (Rhode és Klaassen, 1982; Astell et al., 1985).
Ilyen szekvencia-inverzidkat taldltak az AAV-2 genomjdnak mindkét termindlisén,
viszont nem taldltak az el6z6leg emlitett harom virus baloldali termindlisan.
Ugyanakkor az is kideriilt, hogy az MVM virdlis szdla 18 nukleotiddal révidebb, mint
az intracellularis monomer forma (Astell et al., 1985).

A fentebb felsorolt adatok vezettek az un. ,rolling hairpin”, majd a
megfigyelésekkel még jobban Osszhangban 1év6 ,modified rolling hairpin” modell
megalkotdsahoz (Astell et al., 1985), amelynek 1épései (1. dbra) a kovetkezbek:

1. A virdlis szdl a 3 palindromdt primerként haszndlva duplaszdlivd
konvertalodik egy gazda eredetd DNS polimerédz segitségével.

2. Az egymés mellé keriilt, Gjonnan szintetizdlédott 3’ és az eredeti virdlis 5’
vég kovalensen zarddik, 1étrehozva egy végek nélkiili ,,gumibot” szer( struktdrét.

3. Az eredeti 5° végt6l 18 nukleotid tdvolsdgra, a 3’ vég irdnydban egy
szekvencia-specifikus termindlis protein oldja ezt a struktirdt, mikoézben szabadda valik
egy Uj 3’ vég, és a termindlis protein kovalensen kotddik az 5° véghez.

4-5. A termindlis palindroma — felnyildsa utdin — templdtként szolgédl az

Ujonnan keletkezett 3” végrdl induld szintézishez, amely egy baloldalon kovalensen zart,
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1. abra. A ,modified rolling hairpin” modell. A folyamatos vonalak a parvovirus

DNS kiilonb6z6 intermedierjeit szimbolizdljadk a replikdcié folyamédn. Az egymdsnak
megfeleld kis- és nagybetik komplementer szekvencidkat jelolnek. A sziil6i szdl 3’
végét ,A”, az 5° végét . f7 jeloli. A ,B” és ,G” a termindlis palindromék,
aszimmetrikus centrdlis részei. VP és VP a sziil6i és az utdd virdlis negativ szdl, mig
»C” a komplementer pozitiv szdl. Az extra 18 bézist a replikativ formédk 5’ végén ,e”
jeloli. A nyil a DNS szintézis irdnydt mutatja. A vastag vonal az djonnan szintetizélt
DNS-t jelzi. @ és P szimbélumok a helyspecifikus nukledz aktivitdssal rendelkezd
termindlis proteint jelképezik. &) egy topoizomerdz-szeri aktivitdst szimbolizdl
[Tattersall és Cotmore (1990) utan].



jobboldalon nyitott és az eredeti virdlis 5’ palindromdndl 18 bazisparral hosszabb
replikativ format (RF) eredményez.

6. A jobb oldali palindromdndl a pozitiv és negativ szdl szétvdlik, majd
onmagdval Ujra parosodik, létrehozva az Un. ”nyuszifiil” struktirat.

7-8. A 3’ végrdl djra elindul a szintézis, amely létrehoz egy kb. 10 kilobazis
hosszisagu, linedris RF-t, két szélén a virdlis szdl 5° végeivel, kdzépen a 3’ vég alkotta
dimerhiddal.

9. A dimer RF bal végén létrejon a nyitott forma, mikdzben az eredeti virdlis
szalat egy topoizomerdz, mig az RF jobb végét a termindlis protein hasitja. A modell
szempontjabdl fontos, hogy a topoizomerdz melyik szdlon vdg. A megfelel6 szl
felismerését a dimer hidon taldlhatd, a hasitdsi helytdl tdvolabb esd szekvencia-
aszimmetria biztositja.

10. A dimer RF jobb oldaldn a hajtd struktira kinyilik és duplaszélivd valik,
ugyanakkor a kozépen keletkezett egyszali hasitdsnal a két szdl elvélik egymastol, a
szabad 3’ végrél DNS szintézis indul el, mikozben az eredeti 3’ palindroma hajtd
struktirat vesz fel.

11. A baloldali palindroma 5’ végéhez kotott topoizomerdz képessé vilik arra,
hogy az ellentétes polaritdsi szdlat is hasitsa ugyananndl a szekvencidnal, majd zérja a
komplett 3’ hajtdstruktirat, mikozben athelyezddik az ellentétes szal 5° végére. Ez a
folyamat két duplaszdli monomert eredményez, amelyek 5° palindréomédja nyitott, 18
bazisparral hosszabb, mint a virdlis szdl palindromdja, azonban a benniik taldlhaté
aszimmetrikus blokkok ellentétes orientdciéban vannak (efGF és efgF). A 3’
palindroma az egyik monomer formdban zart, a mdsikban nyitott. A zdrt palindromat

hordozé forma templatként szolgdl a dimer szintéziséhez. Konnyen beldthatd, hogy a






















































































































































