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1. BEVEZETÉS ÉS IRODALMI ÁTTEKINTÉS

1.1. A parvovírusok rendszertana

A parvovírusok a legkisebb állati vírusok közé tartoznak, genomjuk kb. 4500-

6000 bázis hosszúságú egyszálű lineáris DNS, mindkét végén palindrom szekvenciával.

A virionok burok nélküliek, ikozaéder alakúak, átmérőjük 18-26 nm, hőkezelés és

zsíroldószerek hatására sem veszítik el fertőzőképességüket (Berns, 1990). A vírus DNS

replikációja és a virionok összeépülése a sejtmagban játszódik le. A parvovírusok

életciklusa a kódolt információ szűkössége miatt rendkívüli mértékben függ a normális

sejtfunkcióktól. Parvovírusokat izoláltak már gerinces és gerinctelen állatokból,

valamint ezek szövettenyészeteiből egyaránt. Mai tudásunk szerint a Parvoviridae az

egyetlen olyan magban replikálódó víruscsalád, amelynek tagjai gerinceseket és

gerincteleneket egyaránt fertőznek.

A parvovírusok ma is hivatalosan érvényben lévő rendszertanát 1984-ben fogadta

el az ICTV (International Committee for Taxonomy of Viruses). Ebben a vírusokat

három genusra osztották a gazdaspecificitás, a replikáció, és a nukleinsav pakolódása

szerint.

A Parvovirus genus tagjai gerinceseket fertőznek, önállóan replikálódnak (nem

igényelnek helper vírust), a genom két végén a palindromák különböznek egymástól

(ún. „B” típusú genomjuk van), és a virionok több mint 90%-ába a negatív szál

pakolódik. Ide tartozik többek között a sertés parvovirus (PPV), a kutya parvovirus

(CPV), és az egér parvovirus (MVM).
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A Dependovirus genus tagjai szintén gerinceseket fertőznek, önálló replikációra

nem képesek, a szaporodáshoz valamilyen sejtmagban szaporodó helper vírust

(adenovírust vagy herpesvírust) igényelnek (Carter, 1990), a genom két végén terminal

repeat (ITR) található („A” típusú genomok), a virionokba 50-50%-ban pakolódik a

pozitív és negatív szál. Ebbe a genusba különböző humán és madár eredetű űn. „adeno

associated” vírusok tartoznak, pl. a Human Adeno Associated Virus 2 (AAV-2).

A Densovirus genus tagjai gerincteleneket fertőznek, önállóan replikálódnak,

genomjukat ITR-ek határolják, a pozitív és negatív szál egyenlő mennyiségben

pakolódik a virionba. A genus tagjai pl. a Bombyx móri és a Junonia coenia

parvovírusa (ßwDNV, és /cDNV).

1984 óta számos olyan tényre derült fény, amely szükségessé teszi az ICTV

osztályozásának revízióját. Kiderült, hogy léteznek olyan önállóan replikálódó

parvovírusok — mint pl. a humán patogén B19 vagy a humán sejtvonalból izolált LuIII

— amelyekbe azonos mennyiségben pakolódik a pozitív és negatív szál. Ráadásul а В19

vírus ITR-eket hordoz a Dependovirus és Densovirus genus tagjaihoz hasonlóan (Deiss

et al., 1990), míg a LuIII esetében — az eddig ismert parvovírusok közül egyedüliként

— annak ellenére, hogy mindkét szál pakolódik (Diffot et ah, 1989), egymástól eltérő

palindromákat találtak a genom két végén és nem ITR-eket. А B19 fehérjeszinten

közelebb áll a Dependovirus genusba tartozó AAV-2-höz, mint a Parvovirus genus

bármely tagjához (Chapman és Rossman, 1993). A szarvasmarha parvovírusa (BPV)

genomorganizációjában, a genom hosszában, valamint fehérjeszinten is nagyon

különbözik a Parvovirus genus eddig szekvenált tagjaitól (Chen et ah, 1986). Továbbá,

a Densovirus genuson belüli különbségek legalább olyan nagyok, mint két különböző

genusba tartozó parvovirus között (Tijssen et ah, 1990). Ugyanakkor az is ismertté
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vált, hogy a Dependovirus genus tagjai bizonyos körülmények között önálló replikációra

is képesek (Yakobson et al., 1987).

1.2. A parvovírusok genomorganizációja

A mai napig körülbelül 20 különböző eredetű parvovirus genom teljes

szekvenciáját ismerjük. Ezek ismeretében a parvovírusok genomjáról elmondható, hogy

a kis méreten és az egyszálű pakolódáson kívül a legjellemzőbb és legáltalánosabb

közös tulajdonság a lineáris genom két végén található inkomplett palindrom

szekvencia. A terminális palindromákon belül az egyszálú DNS képes önmagával párba

állni, duplaszálú DNS-t létrehozni. Különböző parvovírusoknál a terminális

palindromák mérete (kb. 150-400 bázis) és az általuk létrehozott harmadlagos

struktúrák szerkezete („Y”, „T”, kereszt) eltér egymástól (Fife et ab, 1977; Reed et

ab, 1988). A terminális palindromák nélkülözhetetlenek a parvovírusok replikációjához

és pakolódásához (Carter et ab, 1990), bár bizonyos deléciók a replikáció folyamán, a

palindroma szerkezetből adódóan javítódhatnak (Casal et ab, 1990). A B19 parvovirus

terminális palindromájáról bebizonyították, hogy nemcsak a replikációban játszik

nélkülözhetetlen szerepet, hanem a hozzá kötődő fehérjefaktorokon keresztül pozitívan

regulálja a transzkripciót is (Liu et ab, 1991).

Az összes eddig ismert gerinces gazdából izolált parvovirus két nagy kódoló

régiót hordoz. A két kódoló régió azonos szálon — konvenció szerint a pozitív szálon

— általában átfedés nélkül, vagy minimális átfedéssel helyezkedik eb A baloldali régió

kódolja a replikációhoz szükséges nem struktúr proteineket (NS vagy Rep), a jobboldali

régió pedig a kapszid proteineket, más néven virális proteineket (VP). A különböző

vírusfajoknál az alternatív splicing útján és/vagy különböző promoterekről keletkező NS
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és VP proteinek száma egymástól eltérő lehet. Például az AAV-2 négy NS proteint és

három VP proteint (Carter et al., 1990a), míg a PPV három NS és két VP proteint

kódol (Bergeron et al., 1993). A promoterek száma szintén fajonként eltérő, az AAV-2

például három promoterrel rendelkezik (Trempe és Carter, 1988), míg a B19 csak

eggyel (Blundell et al., 1987).

Az eddig szekvenált Densovirus genusba tartozó vírusok kódoló régióinak száma

és elhelyezkedése eltér a gerinces parvovírusoktól és egymástól is (Dumas et al., 1992;

Bando at al., 1987; Afanasiev et al., 1991). Például a BmDNW négy kapszid proteinnel

rendelkezik, genomja 5048 nukleotid hosszú és a negatív szálon is hordoz ORF-et.

Ugyanakkor az Aedes DNV kapszidja két proteinből épül fel, a genom hossza 4012

bázis és átfedő ORF-eket hordoz a pozitív szálon.

1.3. Parvovírusok replikációja

A virális DNS replikációja három jól elkülöníthető fázisra oszlik: a

komplementer szál szintézisére a szülői szálon, a duplex DNS amplifikációjára,

valamint az egyszálű virális DNS kivágódására és pakolódására a virionba (Tattersall és

Cotmore, 1990). A komplementer szál szintézise a sejtosztódás korai S fázisában

megnyilvánuló sejtfunkcióktól függ (Tattersall és Gardiner, 1990). Radioaktív izotóppal

jelölt nukleotiddal végzett kísérletek bizonyítják, hogy a szimpla szál konverziója

viszonylag elhúzódó és nem túl hatékony folyamat, vagyis még a fertőzést követő 16.

órában is történik de novo szintézis, és mindössze a bevitt DNS 10%-a konvertálódik

(Ward és Dadachanji, 1978).

A duplex DNS replikációja a késői S fázisban kezdődik és még akkor is folytatódik,

amikor a fertőzetlen kontroll sejtek már befejezték a DNS replikációt (Hardt et al.,
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1983). Specifikus DNS-polimeráz blokkolókkal végzett in vivo és in vitro kísérletek azt

sugallják, hogy a DNS-polimeráz a és у is részt vesz a folyamatban, a DNS-polimeráz

ß viszont nem (Pritchard et al., 1978; Kollek et ah, 1982). In vivo replikálódó H-l

parvovirus DNS-ét vizsgálva kimutatták az Okazaki fragmentek hiányát (Tseng et ah,

1979), ami arra utal, hogy a konverzió a 3’ palindromáról indulva folyamatosan,

megszakítások nélkül történik. In vitro kísérletekben eukariota és prokariota DNS

polimerázokkal is képesek voltak teljes szál hosszúságú konverziót elérni (Cotmore és

Tattersall, 1984; Bourguignon etah, 1976).

MVM intracelluláris replikációs intermediereket vizsgálva neutrális agaróz gélen

egy- és kétszálű monomereken kívül nagy mennyiségben találtak dimer és tetramer

duplexeket is. Denaturálás után ezen formák nagyrésze szétesett egyszálű monomerré

(65%) és monomer duplexekké (32%), amelyek egyik vége kovalensen zárt. Ez a

megfigyelés arra utal, hogy a multimer replikatív formákon bevágások (nick) találhatók,

amelyek egységnyi vagy két egységnyi részekre osztják ezeket. A monomer duplexeket

két csoportra lehetett osztani aszerint, hogy bal, vagy jobb végük zárt kovalensen. A

gélen tisztított monomer duplexeket restrikciós enzimmel emésztve, majd a

fragmenteket denaturálva azt találták, hogy a baloldali végen (a virális szál 3’ végén) a

kovalensen zárt (turnaround) és a nyitott (extended) forma kb. 50-50%-ban található,

míg a jobb végen kilenc nyitott formára esik egy kovalensen zárt. A dimer és tetramer

formák elemzése szintén kimutatta ezeket a formákat mindkét végen és feltárta, hogy a

dimerekben és tetramerekben a monomerek a 3’ és 5’ palindromán keresztül

palindromikusan „fej a fejhez, láb a lábhoz” kapcsolódnak, így alkotva az űn. dimer és

tetramer hidakat. Pulzus jelöléses kísérletek bebizonyították, hogy a dimer és tetramer

formák metabolikusan aktívak, és végsősoron egyszálű virális DNS-eket eredményeznek

(Ward és Dadachanji, 1978).
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Az összes szekvenált parvovirus terminális palindromája inperfekt, kisebb

nagyobb aszimmetrikus blokkokat — űn. „buborékokat” — egymással nem párosodó

szakaszokat hordoz. A terminális palindromák restrikciós térképezése és szekvenálása

feltárta, hogy az MVM, H-l, és BPV jobboldali terminálisa kétféle orientációban (ún.

flipp-flopp orientációban) fordul elő, egyenlő arányban mind a virális egyszálú, mind a

celluláris duplaszálú monomereknél (Rhode és Klaassen, 1982; Astell et al., 1985).

Ilyen szekvencia-inverziókat találtak az AAV-2 genomjának mindkét terminálisán,

viszont nem találtak az előzőleg említett három vírus baloldali terminálisán.

Ugyanakkor az is kiderült, hogy az MVM virális szála 18 nukleotiddal rövidebb, mint

az intracelluláris monomer forma (Astell et al., 1985).

„rolling hairpin”, majd aA fentebb felsorolt adatok vezettek az űn.

megfigyelésekkel még jobban összhangban lévő „modified rolling hairpin” modell

megalkotásához (Astell et al., 1985), amelynek lépései (1. ábra) a következőek:

1. A virális szál a 3 palindromát primerként használva duplaszálúvá

konvertálódik egy gazda eredetű DNS polimeráz segítségével.

2. Az egymás mellé került, újonnan szintetizálódott 3’ és az eredeti virális 5’

vég kovalensen záródik, létrehozva egy végek nélküli „gumibot” szerű struktúrát.

3. Az eredeti 5’ végtől 18 nukleotid távolságra, a 3’ vég irányában egy

szekvencia-specifikus terminális protein oldja ezt a struktúrát, miközben szabaddá válik

egy új 3’ vég, és a terminális protein kovalensen kötődik az 5’ véghez.

4-5. A terminális palindroma — felnyílása után — templátként szolgál az

újonnan keletkezett 3’ végről induló szintézishez, amely egy baloldalon kovalensen zárt,
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A „modified rolling hairpin” modell. A folyamatos vonalak a parvovirus1. ábra.
DNS különböző intermedierjeit szimbolizálják a replikáció folyamán. Az egymásnak 
megfelelő kis- és nagybetűk komplementer szekvenciákat jelölnek. A szülői szál 3’ 
végét „A”, az 5’ végét „f” jelöli. A „B” és „G” a terminális palindromák, 
aszimmetrikus centrális részei. Vpar és Vprog a szülői és az utód virális negatív szál, míg 
„C” a komplementer pozitív szál. Az extra 18 bázist a replikatív formák 5’ végén „e” 
jelöli. A nyíl a DNS szintézis irányát mutatja. A vastag vonal az újonnan szintetizált 
DNS-t jelzi, ф és ® szimbólumok a helyspecifikus nukleáz aktivitással rendelkező 
terminális proteint jelképezik, (x) egy topoizomeráz-szerű aktivitást szimbolizál 
[Tattersall és Cotmore (1990) után].
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jobboldalon nyitott és az eredeti virális 5’ palindrománál 18 bázispárral hosszabb

replikatív formát (RF) eredményez.

6. A jobb oldali palindrománál a pozitív és negatív szál szétválik, majd

önmagával újra párosodik, létrehozva az űn.”nyuszifül” struktúrát.

7-8. A 3’ végről újra elindul a szintézis, amely létrehoz egy kb. 10 kilobázis

hosszúságú, lineáris RF-t, két szélén a virális szál 5’ végeivel, középen a 3’ vég alkotta

dimerhíddal.

9. A dimer RF bal végén létrejön a nyitott forma, miközben az eredeti virális

szálat egy topoizomeráz, míg az RF jobb végét a terminális protein hasítja. A modell

szempontjából fontos, hogy a topoizomeráz melyik szálon vág. A megfelelő szál

felismerését a dimer hídon található, a hasítási helytől távolabb eső szekvencia­

aszimmetria biztosítja.

10. A dimer RF jobb oldalán a hajtű struktúra kinyílik és duplaszálúvá válik,

ugyanakkor a középen keletkezett egy szálú hasításnál a két szál elválik egymástól, a

szabad 3’ végről DNS szintézis indul el, miközben az eredeti 3’ palindroma hajtű

struktúrát vesz fel.

11. A baloldali palindroma 5’ végéhez kötött topoizomeráz képessé válik arra,

hogy az ellentétes polaritású szálat is hasítsa ugyanannál a szekvenciánál, majd zárja a

komplett 3’ hajtűstruktúrát, miközben áthelyeződik az ellentétes szál 5’ végére. Ez a

folyamat két duplaszálú monomert eredményez, amelyek 5’ palindrómája nyitott, 18

bázispárral hosszabb, mint a virális szál palindrómája, azonban a bennük található

aszimmetrikus blokkok ellentétes orientációban vannak (efGF és efgF). A 3’

palindroma az egyik monomer formában zárt, a másikban nyitott. A zárt palindromát

hordozó forma templátként szolgál a dimer szintéziséhez. Könnyen belátható, hogy a
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belőle közvetlenül keletkező virális szál 5’ palindromája ellentétes orientációjú lesz,

mint a kiindulási virális szál, és ez az orientáció minden egyes újabb ciklusban változik.

12. A mindkét végén nyitott forma 5’ palindromájának végétől 18 bázispárnyira

bemetsződik, majd új szintézis indul meg, miközben a virális szál az 5’ véghez kötődött

terminális proteinnel együtt pakolódik az előzőleg összeépült kapszidba.

1.4. Az NS proteinek és az NS1 szerepe a replikációban

A virális szál kivágódása, leválása a duplex DNS-ről, és pakolódása a virionba,

olyan egymáshoz szorosan kapcsolt, egymástól és a duplex DNS replikációjától el nem

választható folyamat, amelyhez nélkülözhetetlen a virális fehérjék jelenléte.

Az NS1 protein egy pleiotrop hatású, magban felhalmozódó foszfoprotein,

amely központi szerepet játszik a replikációban. In vitro replikációt tudtak elérni

sejtextraktumokhoz adott NSl-gyel (Wilson et al., 1991). MVM NSl-gyel végzett

kísérletekben sikerült bizonyítani, hogy az NS1 képes elősegíteni a dimerhíd, a

modellnek megfelelő aszimmetrikus felbomlását, ugyanakkor a másodlagos

szerkezetében és szekvenciájában nagyon eltérő 5’ végen is képes replikációt iniciálni

szálspecifikus hasítással (Cotmore és Tattersall, 1992), miközben kovalensen kötődik a

foszfodiészter kötésből felszabaduló 5’ végekhez egy tyrozin oldalláncon keresztül. In

vitro footprint analízissel az MVM NS1 kötőhelye a dimer hídon egy olyan 22

bázispáros fragmentre térképeződött, amely tartalmazta a hasítóhely konszenzus

szekvenciáját (CTWWTCA, ahol W=A/T) és egy ACCAACCA szekvenciát (Cotmore

és Tattersall, 1994). Az (АССА)2-з szekvencia, vagy ennek kevéssé degenerált formái,

számítógépes analízis szerint túlreprezentáltak az MVM genomban (Bodnar, 1989),

ezért már kísérletes bizonyítékok nélkül is valamilyen funkcionális szerepet
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tulajdonítottak nekik. Szintetikus (АССА)з fragment beépítése egy indifferens plazmid

fragmentbe önmagában elégségesnek bizonyult az NS1 specifikus kötődéséhez (Cotmore

et al., 1995). Egy in vitro kísérletsorozat — amelyben a dimerhidat részleteiben

vizsgálták a replikáció szempontjából — felfedte, hogy a szűkén vett replikációs origó

megegyezik az NS1 kötőhely környékével, és ez a szakasz a virális DNS önmagával 

bázispárosodott 3’ palindromáján tartalmazza a „buborék régiót”. Éppen ezért ez a

szakasz a duplaszálű dimerhíd két oldalán eltér egymástól (lásd a modell 6-8. pontja).

Az egyik szakasz GAA trinukleotidot hordoz ott, ahol a másik egy TC dinukleotidot. A

„modified rolling hairpin” modell sugallta várakozások ellentéteként, a GAA tripletet

hordozó szakasz a replikáció szempontjából teljesen inaktívnak bizonyult, míg a TC-t

tartalmazó szakasz aktívnak. Ez arra utal, hogy a dimerhíd feloldása jóval bonyolultabb

folyamat mint az várható volt.

Ugyanakkor az is kiderült, hogy a hatékony hasításhoz a TC duplet aktuális

szekvenciája nem fontos, egy harmadik bázis inzerciója viszont teljesen blokkolja a

vágást és az azt követő szintézist, ami valószínűvé teszi, hogy a TC duplet nem

valamilyen specifikus felismerőhely része, hanem sokkal inkább egy fontos kötőelem,

amely lehetővé teszi az interakciót specifikus szekvenciákhoz kötődő faktorok között.

A replikációhoz nélkülözhetetlennek tűnnek a hasító hely környéki upstream

szekvenciák, maga a hasítási hely szekvenciája (CTWWTCA), valamint egy ATF

transzkripciós faktor kötő hely (Cotmore és Tattersall, 1994). Hasonló vizsgálatokat az

AAV-2 Rep78 proteinjével is végeztek, ahol a kötőhelynek szintén egy tetranukleotid

(GCTC) bizonyult (Chiorini et al., 1994a), azonban ebben az esetben a hatékony

kötődéshez a terminális palindromán szükség volt a T alakú másodlagos szerkezetre is

(Snyder et al., 1993).
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Különböző NS1 proteinek funkcionális analízise feltárta, hogy ezek a fehérjék

képesekhogymultifunkcionális tulajdonságokkal rendelkeznek. Amellett,

szekvenciaspecifikus DNS kötésre, ATP-áz, helikáz és helyspecifikus endonukleáz

enzimaktivitással is rendelkeznek (lm és Muzyczka, 1990; McCarty et ah, 1994;

Wilson et ah, 1991). Ezek a tulajdonságok nélkülözhetetlenek ahhoz, hogy az NS

protein a gazda saját fehérjéivel kölcsönhatásba lépve irányítsa a virális DNS 

replikációját. Ezek teszik képessé az NS fehérjéket arra, hogy megfelelő módon bontsák 

a telomereket és intermedier konkatemereket, a DNS megfelelő hasításával iniciálják a

DNS polimerizációt, és egyszálű DNS-t generáljanak a pakolódáshoz, miközben az utód

szálak 5’ végéhez kovalensen kötődnek (Cotmore és Tattersall, 1992; Cotmore és

Tattersall, 1989).

In vivo és in vitro kísérletek bizonyítják, hogy az NS1 protein nemcsak a

replikációban vesz részt, hanem a parvovirus transzkripciójának transzaktivátora is. A

H-l vírus NS1 proteinje pozitívan regulálja a H-l p38 promotert, amely a kapszid

gének transzkripciójáért felelős, és gátolja a saját transzkripciójáért felelős p4 promotert

(Iversen és Rhode, 1990).

Az AAV-2 Rep68 és Rep78 protein kötődik a p5, p 19 és p40 promoterekhez és

szükséges az ezekről a promoterekről induló transzkripcióhoz. DN-áz védési kísérletek

azt mutatják, hogy a Rep kötőhelyek a p5 promoteren az YY1 iniciátor szekvencia és a

TATA box közé esnek. Az YY 1-ről bebizonyosodott, hogy pozitívan és negatívan is

képes szabályozni az AAV-2 p5 promotert attól függően, hogy jelen van-e a humán

adenovirus E1A szabályozó proteinje, amelynek kötőhelye szintén megtalálható a p5

promoter közelében (Shi et ah, 1991). Ezek az eredmények azt sugallják, hogy a Rep

proteinek az YY1 és az El A proteinnel kölcsönhatásban fejtik ki szabályozó szerepüket

a p5 promoteren. Különböző Rep kötőhelyek in vivo egymásra hatását vizsgálva
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kiderült, hogy a terminális palindroma hiánya nem befolyásolja az AAV-2 promoterek

aktivitását, ugyanakkor a p40 promoter transzkripciós aktivitása egyértelműen függ a p5

és pl9 promoterek cis jelenlététől. A pl9 aktivitása függésben van p5 cis jelenlététől,

ugyanakkor a két upstream promoter elem hiányának negatív hatását a p40-ről induló

transzkripcióra, a cis helyzetű terminális palindroma valamennyire kompenzálni képes.

A Rep kötőhelyek vizsgálata azt látszik igazolni, hogy a különböző Rep kötőhelyek

környékén kialakuló protein komplexek a DNS kihurkolódása által egymással is

kapcsolódnak, és a különböző promoterek koordinált szabályozása az így létrejövő

nagyobb komplexeken keresztül valósul meg (McCarty et al., 1994). A Rep heterológ

gének szabályozó régiójához is képes kötődni, bizonyított tény, hogy az AAV-2 gátolja

a humán immundeficiencia vírus (HÍV) szaporodását. A HÍV expresszió gátlása

valószínűleg interferenciának köszönhető, amelyben a Rep a HIV long terminal repeat-

jéhez (LTR) kötődve megakadályozza a HÍV Tat protein kötődését az LTR-hez (Rittner

et al., 1992).

Míg az NS1 proteinekről meglehetősen sok adat áll rendelkezésre, addig a

fajonként változó számú minor NS proteinek (NS2-4) funkciójáról alig tudunk valamit.

Ezek a proteinek az NS1 különböző nagyságú deléciós változatai, amelyek alternatív

splicing következményeként NS 1-től különböző, egyedi szekvenciákat tartalmazhatnak a

karboxil végükön (Christensen et al., 1995).

1.5. А УР proteinek

A gerinces parvovírusok ikozahedrális kapszidját fajonként változóan vagy két

(MVM, B19) vagy három (AAV-2, MDPV) kap szi dp rőtéin építi fel. A kapszomerek
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A CPV kapszidprotein struktúrája. A helixek és nyilak (ß lemezek) a2. ábra.
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tengelyszámmal jelölve (2, 3, 5). A vírus belső és külső felszínére fektetett szférikus 
háromszögek 85 és 145 Ä távolságra vannak a vírus középpontjától. A gömbök a gazda 
specificitásban és a hemagglutinációban fontos szerepet játszó aminosav-maradékokat 
mutatják [Tsao et al. (1991) alapján Chapman és Rossman (1993) után].

13



kb. 90%-át a legkisebb kapszidprotein teszi ki. Azokban a vírusokban, amelyekben két

kapszid alkotó protein van, az összeépült kapszidban a kisebbik protein N-terminális

végéről kb. 20 aminosav lehasadhat triptikus enzimek hatására (López de Turiso et ah,

1992).

Az AAV-2, a B19 és a CPV kapszidproteinjeit tanulmányozták a

legintenzívebben. Az AAV-2 VP proteinjeinek molekulatömege 90, 72, és 60 kilodalton

(kDa) (Trempe és Carter 1988). A CPV VP proteinjeinek moltömege 84 és 64 kDa

(López de Turiso et ah, 1992). Különböző vírusokban a VP1 proteinek ügy épülnek

fel, hogy tartalmazzák a teljes VP2 és VP3 proteint valamint egy extra 150-230

aminosavas peptidet az N-terminálisukon, vagyis a VP2 és VP3 a VP1 N-terminális

deléciós változata.

A VP2 N-terminális 40 aminosaván és a VP1 egyedi N-terminális 154

aminosaván kívül sikerült meghatározni a CPV atomi struktúráját (Tsao et ah, 1991). A

kapszid 60 egyforma alegységből épül fel, amelyek ikozahedrálisan rendezettek. Az

alegységek vázát egy 8 szálú antiparalell B-hordó alkotja (2. ábra), ugyanúgy mint a

legtöbb vírus kapszid struktúránál, amit eddig vizsgáltak. A VP2 karboxi-terminálisa a

víruson belül, míg az amino-terminális a vírus külső felszínén helyezkedik eh

Szekvencia összehasonlító vizsgálatok megmutatták, hogy a centrális B-hordó a

parvovírusok között fehérjeszinten sokkal konzervatívabb, mint a felszínt alkotó

struktúrák (Chapman és Rossmann, 1993). A CPV mutánsok rekombinációs analízisével

kimutatták, hogy a 300, 301 és 316 számú aminosavak bármelyikének megfelelő cseréje

(A300^D, T301^I, és V316—>1) megváltoztatja a vírus gazdaspecifitását, képessé teszi

arra, hogy macskaszöveten szaporodjon (Parrish és Carmichael, 1986). Ugyanakkor a

vírus felszínén ezekhez az aminosavakhoz közel a 377., 323. és 375. aminosavak

mutációja megváltoztatja a hemagglutinációs tulajdonságot (Chang et ah, 1992). A
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hemagglutinációban a CPV erythrocytákhoz való kötődése feltehetően másképpen

történik mint a kötődés a gazdasejt receptorához, ugyanis a CPV-nek szaporodóképes,

nem hemagglutináló mutánsai vannak (Parrish et ah, 1988). A B19 celluláris receptorát

sikerült azonosítani egy glykolipidben, amely a P vércsoport antigénnek bizonyult

(Brown et ah, 1993).

A két különböző VP proteinből felépülő parvovírusok kapszid proteinjeit

baculovírussal expresszálva azt találták, hogy a kapszid fő tömegét adó VP2 képes a

VP1 protein nélkül is kapszid-szerű részecskéket (VLP) képezni (López de Turiso et

ah, 1992; Christensen et ah, 1993). Az ilyen részecskékkel immunizált egyedek

védettek a parvovirus fertőzéssel szemben. Ez alól csak a B19 bizonyult kivételnek,

amely esetében a protektiv ellenanyagok kiváltásához VPl-et és VP2-t tartalmazó VLP-

re volt szükség, a VP2 önmagában elégtelennek bizonyult (Kajigaya et ah, 1991). A

teljes B19 VP1 fehérjét reprezentáló, átfedő peptidekkel állatokat immunizálva azt

találták, hogy a neutralizáló ellenanyagokat kiváltó lineáris epitopok a VP1 egyedi N-

terminális részén végig, és a VP2 N-terminális első 20-40 aminosaván találhatók

(Saikawa et ah, 1993). В19 fertőzésben megbetegedett emberek vérének vizsgálata

kimutatta, hogy a convalescens fázisban a VP1 egyedi N-terminálisa ellen termelt

ellenanyagok szintje emelkedik, míg a VP2 ellen csökken. Az MVM különböző kapszid

mutánsaival végzett kísérletek rávilágítottak arra, hogy a VP2 nélkülözhetetlen a

replikáció folyamán az egyszálú DNS felhalmozódásához és virionba pakolódásához,

míg a VP1 protein hiánya ezekben a folyamatokban nem játszik szerepet. Azok a

virionok azonban, amelyekből hiányzik a VP1 — jóllehet a sejtfelszínhez ugyanolyan

hatékonyan képesek kötődni mint a vad típus — képtelenek hatékony vírusfertőzésre,

mivel a VP1 hiányában a vírus internalizációja nem játszódik le (Tullis et ah, 1993).
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1.6. A Derzsy-féle betegség

A 60-as évek közepén egy új, a fiatal állatok között magas halálozási aránnyal 

járó betegség bukkant fel Európa és Ázsia azon országaiban, ahol gazdasági célból nagy 

számú és egyedsűrűségű liba populációt tartottak fenn. A betegség különböző

országokban különböző néven vált ismertté: Magyarországon mint libainfluenza,

Olaszországban mint fertőző szívizomgyulladás, Franciaországban hepato-nephritis-

ascites, fertőző vírusos bélgyulladás a Szovjetunióban, liba pestis Hollandiában és liba

májgyulladás az NDK-ban. Néhány évig azt gondolták, hogy a fertőzés okozója

reovírus. 1971-ben jelent meg az első publikáció, amely a parvovírusokat nevezte meg

a betegség egyik lehetséges okozójaként (Schettler, 1971). A következő néhány év

vizsgálatai konvencionális technikákkal (elektronmikroszkóp, úszósűrűség, szövettani

vizsgálatok) ezt a feltételezést erősítették meg, és a betegség kórokozóját liba

parvovírusnak (GPV) nevezték el. 1974-ben a World Poultry Scientific Association —

az elnevezés körüli zavarok megszüntetésének érdekében — a betegség megismerésében

és gyógyításában úttörő szerepet játszó magyar kutatóról, Derzsy Domonkosról nevezte

el a betegséget.

A betegség okozójaként 20-22 nm átmérőjű ikozahedrális vírust azonosítottak

amelynek úszósűrűsége 1,39 g/ml volt CsCl-ban (Kisary, 1976). A vírus partikulumok,

relatív rezisztenciát mutatnak szerves oldószerekkel szemben, stabilak pH 3,0-on, 3

órás 56°C-os hőkezelés nincs szignifikáns hatással a fertőzőképességre, és ellentétben a

legtöbb parvovírussal, nem képesek hemagglutinációra (Schettler, 1971). Az 1980-as

évek végéig a különböző országokból származó izolátumok antigenikusan nagyon

hasonlónak vagy azonosnak bizonyultak (Kisary és Derzsy, 1974).
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Természetes körülmények között a vírus a házi és a vadlibát, valamint a mosusz

kacsát betegíti meg. A betegség tünetei csak egy hónapnál fiatalabb libákban és hét

hetesnél fiatalabb mosusz kacsákban jelentkeznek, idősebb madarak tünetmentesen

hordozzák és ürítik a vírust (Hoekstra et al., 1973).

A vírus mind horizontálisan (faeces útján), mind vertikálisan (tojáson keresztül)

terjed a fertőzött tenyészetekben. A horizontális fertőződés főleg szájon át, a

szennyeződött ivóvíztől és takarmánytól történik. Kísérleti úton, 1-3 napos korban

fertőzve az állatokat a morbiditás elérheti a 90-100%-ot, míg a mortalitási ráta gyakran

60-80%. Természetes fertőződéseknél a szikimmunitástól függően a mortalitás 0-40%

között mozog. Az elhullás a 6-10. napon kezdődik és a 10-15. napon tetőzik, majd a

tömeges elhullások a 4. hét végén megszűnnek. Szájon át történő fertőződéseknél a

vírus először a bélhámsejtekben szaporodik, majd virémia útján jut el a szívizomba, a

májba, a pajzsmirigybe, a hasnyálmirigybe és a vesébe, ahol szintén szaporodni képes.

A vírussal fertőzött embriók még a tojásban, vagy a kikelés után néhány nappal

elpusztulnak (Derzsy, 1967).

Megbetegedő állományokban az étvágy csökken, a fázékony libák összebújnak,

fejlődésük megáll, mozgásuk nehézkessé válik. Az állatokban mozgászavarok alakulnak

ki, hasmenés és hasvízkór jelei figyelhetők meg. Nehezített légzés, görcsök, valamint

az elfekvő állatok úszómozgása már a közelgő halál jelei. A megbetegedés során a

fejlődésbeni elmaradás folytán az állomány „szétnő”, és az állatok jelentős részének a

hátán a tollazat hiányos lesz. Ezek a tünetek még az átvészelés utáni második hónapban

is megfigyelhetők.

A többnyire erősen lesoványodott hullákban a szív megnagyobbodott, izomzata

petyhüdt, hosszanti csíkokban tarkázott, olykor vérzéses. A bélben enyhébb-súlyosabb

gyulladás van. A máj elfajult, törékeny, agyagsárga. A vesék megnagyobbodásuk
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folytán a hasüregbe domborodnak, állományuk szürke, könnyen szakítható. A bőr alatti

kötőszövetben, valamint a savós- és nyálkahártyák alatt vérzések figyelhetők meg.

Lassabban lefolyó esetekben állományonként változó számú egyedben a szívburokban és

a hasüregben savó halmozódik fel, gyakran bőséges fibrinkiválással. Ilyen esetekben

többek között gombák, baktériumok, reovírusok és mycoplasmák másodlagos fertőzése

által okozott szövődmények is felléphetnek.

A már megbetegedett állományok sorsa gyógykezeléssel nem befolyásolható,

éppen ezért a vírus elleni specifikus védekezés került előtérbe. A betegség elleni

specifikus ellenanyagot tartalmazó vérsavó jelentősen mérsékli az elhullásokat, ha azt

még a fertőzés előtt, naposkorban adják, a germinatív fertőződés következményeit

azonban nem védi ki, s nem akadályozza meg a vírushordozást sem. A védekezésben

nagy előrelépést jelentett az attenuált vakcinák előállítása. A tojószezon előtt háromhetes

időközzel, kétszer immunizált szülőállományok utódaiban kialakuló szikimmunitás

kivédi a vírus káros hatását. A legjobb eredmény akkor érhető el, ha az élő attenuált

vírussal történő oltást inaktivált vad vírussal ismételjük meg (Szent-Iványi és Mészáros,

1985).

A vírust embrionált liba és mosusz kacsa tojásban, vagy az embriókból készített

primer fibroblaszton lehet a legjobban szaporítani. A citopatikus hatás liba fibroblaszt

szövettenyészeten a sejtek összezsugorodásában és lekerekedésében nyilvánul meg. A

lekerekedett sejtek magjában Cowdry A típusú zárványok figyelhetők meg. A vírus

szabálytalan formájú, 2-7 mm átmérőjű plakkokat képez agarózzal fedett

szövettenyészetben (Kisary, 1990).

A nyolcvanas évek végén egy 80%-os halálozási aránnyal járó járvány söpört

végig Nyugat-Franciaország mosusz kacsa állományaiban. A járvány klinikai tünetei a

Derzsy-féle betegségre utaltak, azonban a betegség ellen máskor hatékony vakcinák
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csődöt mondtak. Az esetből izolált mosusz kacsa parvovirus (MDPV) morfológiai és

fizikai tulajdonságai megegyeztek a Derzsy-féle betegséget okozó víruséval, azonban a

vírus neutralizációs tesztek tisztán mutatták a két vírus antigénszerkezetbeli különbségét

(Kisary János személyes közlés).
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2. CÉLKITŰZÉS

Morfológiai és fizikai tulajdonságai alapján a Derzsy-féle betegség kórokozóját a

Parvoviridae családba sorolták, nukleinsavszinten azonban semmiféle olyan vizsgálat

nem történt, amely ezt az állítást alátámasztotta volna. Ezért munkánk céljai között

szerepelt, hogy nukleinsav vizsgálatokkal megerősítsük a GPV és az MDPV

rendszertani helyét a parvovírusok családján belül. További célunk volt a két vírustörzs

genomjában található, restrikciós emésztésekkel és hibridizációs kísérletekkel

kimutatható eltérések vizsgálata.

A parvovírusok viszonylag kis méretének köszönhetően meglehetősen nagy

számú, emlősöket és ízeltlábúakat fertőző parvovírust klónoztak és szekvenáltak,

azonban munkánk kezdetéig szekvenciaszinten semmilyen információ nem állt

rendelkezésre a madár parvovírusokról. Ezért célul tűztük ki az MDPV és a GPV teljes

szekvenciájának meghatározását, hogy képesek legyünk filogenetikai rokonságuk fokát

megállapítani a jól ismert emlősparvovírusokhoz és egymáshoz, valamint megteremtsük

a lehetőséget egy hatékony alegység-vakcina kidolgozásához.
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3. ANYAGOK ÉS MÓDSZEREK

3.1. Vírusok szaporítása és tisztítása

A virionokat allantoisz folyadékból nyertük. 8-12 napos specifikus

kórokozómentes (SPF) embrionált mosusz kacsa (Cairína moschata) és liba (Anser

anser) tojásokat fertőztünk 50 LDso (vírus dózis, amely az állatok felét elpusztítja)

MDPV FM és GPV В törzsekkel. A fertőzés után 8-10 nappal a tojások allantoisz

folyadékát összegyűjtöttük és centrifugálással tisztítottuk (15 perc, 20000g).

A feltisztított allantoiszt 30%-os cukorpárnára rétegeztük majd a virionokat

ultracentrifugálással ülepítettük (3 óra, 130000g).

Az üledéket TE pufferben [10 mM TrisHCl, 1 mM EDTA (pH 8,0)]

szuszpendáltuk és preformált 1,2-1,5 g/cm3 sűrűségű CsCl grádiensre rétegeztük, majd

centrifugáltuk (4 óra, 130000g).

Centrifugálás után a gradienst frakciónál tűk, majd az 1,36-1,45 g/cm'1 sűrűség 

közé eső frakciókat — amelyek a DNS-t tartalmazó virionok nagy részét tartalmazták

— TE pufferben dializáltuk.

3.2. A vírus DNS kivonása

Az enzimes kezelésekre szánt DNS-t a következő módon tisztítottuk: a dializált

virionokat feltáró pufferben [1% SDS, 5mM EDTA, lOmM TrisHCl (pH 8,0),
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250pg/ml Proteináz К] inkubáltuk 1 órán át 55°C-on, utána fenollal kezeltük és a

felülűszót 2 térfogat ethanollal kicsaptuk, 10000g-vel centrifugáltuk 5 percig, a

csapadékot 70%-os ethanollal mostuk, majd szárítottuk, végül TE pufferben vettük fel.

Az ún. gyors feltárást 20°C-on, 15 percig, feltáró pufferben [0.1% SDS, 5 mM

EDTA, 5 mM TrisHCl (pH 8,0)] végeztük 2 mg/ml Proteináz К jelenlétében. Az SDS

és fehérje mentesítést Bio-Gel A-5m oszlopon végeztük (Bio-Rad).

3.3. DNS analízis és modifikáció

1 pg DNS-t 50 pl térfogatban szükség szerint lpg DN-áz I, lpg RN-áz A vagy

5 egység Mung-bean nukleáz kezelésnek vetettük alá 37°C-on 30 percig, a Sambrook és

mtsai. (1989) által javasolt megfelelő pufferekben.

Az in vitro konverzió Klenow pufferben történt (Sambrook et al., 1989); 1 pg

DNS-hez 1,5 egység Klenow-fragmentet használtunk lOOnM dNTP koncentrácó mellett,

37°C-on. A reakció leállítása a megfelelő időpillanatokban EDTA hozzáadásával történt

ügy, hogy az EDTA végső koncentrációja 20 mM legyen.

A Southern biot előhívásához és a digoxigenin jelöléshez kitet használtunk, a

gyártó utasításai szerint (DIG DNA labelling and Detection Kit, Boehringer). A

hibridizáció után a filtert 0,lxSSC [0,015 M NaCl 0,0015 M Na-citrát (pH 7,0)1 0,5%

SDS oldatban mostuk 37°C-on 15 percig, utána ismét 0,lxSSC-vel kétszer 15 percig

65°C-on.
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3.4. Enzimek és reagensek

A restrikciós endonukleázok és a nukleinsav modifikációs enzimek az MBI

Fermentas (Vilnius, Litvánia), a Pharmacia Biotech (Sollentuna, Svédország) és a

Boehringer (Mannheim, Németország) cégek termékei voltak.

A molekuláris biológiai munkákhoz a Sigma (St. Louis, MO, USA) és a Serva

(Heidelberg, Németország) cégek vegyszereit használtuk.

3.5. Baktérium sejtek és plazmidok

A plazmidok szaporítása két Escherichia coli törzsben történt:

XLlBlue {A (merA) 183, A(mcrCB-hsdSMR-mrr)173, endAl, supE44, thi-1,

recA, gyrA96, relAl, lac, Á-, [F\ proAB, iacIdZAMl5, TnlO, (tetr)]}

SURE {e!4~(mcrA), A(mcrCB-hsdSMR-mrr)171, endAl, supE44, thi-1, gyrA96,

relAl, lac, recB, recJ, sbcC, umuC:Tn5 (kanr), uvrC, [F' proAB, lac FIZ AMI 5, TnlO,

(tef)]}

A DNS klónozáshoz a pBluescript II SK (-) (Stratagene, La Jolla, California)

klónozó vektort használtunk.

3.6. Klónozás

MDPV duplaszálü DNS-t SacI illetve HindlII enzimekkel emésztettük. Mindkét

enzim egy helyen hasítja az MDPV genomot. A kapott két fragmentet pBluescript SK(-)

plazmid EcoRV-SacI vagy EcoRV-HindlII helyére ligáltuk. A ligátumokat XLl-Blue
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kompetens sejtekbe transzformálva nem kaptunk teljes hosszúságú kiónokat. A kapott

rekombinánsok az ITR-ben különböző kiterjedésű deléciókat hordoztak. Ezzel szemben

teljes hosszúságú kiónokat tudtunk előállítani, ha a ligálásokat E. coli SURE törzsbe

transzformáltuk. Klónoztuk továbbá az EcoRI és PstI belső fragmenteket pBluescript

SK(-) plazmidba. ExonukleázIII és Mung bean nukleáz kezeléssel deléciósorozatot

készítettünk a szekvenáláshoz a SacI A és В fragmentet tartalmazó kiónokból, valamint

ugyanezekből a klónokból HindlII, Stul, KpnI, és Dral enzimekkel szubklónokat

állítottunk elő.

GPV duplaszálú DNS-t HindlII enzimmel hasítottuk, és a keletkezett

végfragmenteket (A és C) pBluescript SK(-) plazmid EcoRV-HindlII helyére ligáltuk. A

belső HindlII В fragmentet ugyanebbe a vektorba HindlII helyre ligáltuk. Teljes

hosszúságú kiónokat nyertünk a SURE törzset használva. Belső PstI GPV fragmenteket

is klónoztunk a GPV genomból pBluescript SK(-) plazmid PstI helyére. ExonukleázIII-

Mung bean nukleáz kezeléssel deléciósorozatot készítettünk a szekvenáláshoz a HindlII

fragmenteket tartalmazó klónokból.

Azért, hogy a GPV és az MDPV ITR-ek szekvenciáját meg tudjuk határozni, a

komplett ITR-t tartalmazó klónokból Sphl enzimmel szubklónokat készítettünk.

Az ExonukleázIII/Mung bean nukleáz kezelést Stratagene kittel végeztük

(ExoIII/Mung bean Deletion Kit) a gyártó előírása szerint. A klónozások kivitelezését a

Sambrook és mtsai. (1989) által leírt módszerekkel végeztem.
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3.7. Szekvenálás

A nukleotid szekvencia meghatározásához a dideoxinukleotid láncterminációs

módszert használtuk (Sanger et al., 1977), T7 DNS polimerázt alkalmazva (Sambrook 

et al., 1989). A szekvenálások egy részében S32 izotóppal jelölt dATP-t használtunk és a

jelölt DNS-t konvencionális 6%-os akrilamid szekvenáló gélen futtattuk (Sambrook et

al., 1989), más részében fluoresceinnel jelölt primereket használtunk, és a jelölt

mintákat ALF automata szekvenátorral (Pharmacia) analizáltuk.

3.8. Szekvencia analizáló programok

A szekvencia analízis a GCG programcsomag felhasználásával készült

(Wisconsin sequence analysis package version 8 of the Genetics Computer Group,

Madison, WI). Az ORF-ek azonosításához a FRAME, az ITR struktúrák

meghatározásához a FOLD, a szekvenciák összehasonlításához a COMPAIR, BESTFIT,

és GAP programokat használtuk. A transzkripciós faktor kötőhelyeket a Transzkripciós

faktor adatbázis (Ghosh, 1990) felhasználásával a FINDPATTERN program

segítségével kerestük ki.

25



4. EREDMÉNYEK

4.1. Nukleinsav vizsgálatok

A liba parvovirus nukleinsavát kinyerése után, — hogy bizonyítsuk, valóban

rendelkezik a parvovírusokra jellemző nukleinsav tulajdonságokkal — különböző

kezeléseknek vetettük alá.

A fenolos nukleinsav extrakció után 1%-os agaróz gélen vizsgálva egy egyedi,

körülbelül 5000 bázispáros nukleinsav csíkot láttunk, amely DN-áz kezelés hatására

eltűnt, az egyszálü DNS specifikus Mung bean nukleáz kezelésre kis mértékben

szenzitívnek bizonyult, míg az RN-áz kezelés nem volt rá látható hatással.

Hődenaturálás hatására az addig 5000 bázispárnál észlelhető csík 2500 bázispár

magasságában, alacsonyabb intenzitással jelent meg, ugyanakkor a hődenaturált

nukleinsav Mung bean nukleáz kezelésre szenzitívnek bizonyult. Ezek a vizsgálatok

bizonyították, hogy az általunk kivont nukleinsav duplaszálű DNS. A denaturált,

egyszálü nukleinsavat templátnak használva in vitro konverziós kísérletben sikerült

primer hozzáadása nélkül duplaszálűvá tenni, amely alávetve Mung bean nukleáz

kezelésnek, rezisztensnek bizonyult (3. ábra).

Annak a kérdésnek a megválaszolására, hogy a virionokba duplaszálú, vagy

különböző polaritásé egyszálü DNS épül-e be, a nukleinsavat alacsony hőmérsékleten és

sókoncentrációban, „gyors” módszerrel, nem denaturáló körülmények között

tisztítottuk, majd az így kinyert DNS-t agaróz gélen vizsgáltuk. A vizsgálat során azt az
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123456789 10

5077 bp -> <- ds

2550 bp -► <- ss

-•>

3. ábra.
1, PstI enzimmel hasított A DNS marker; 2-9. tisztított virionból kivont GPV DNS; 2, 
kezeletlen; 3, kezelve pankreotic DN-ázzal; 4, RN-ázzal kezelt; 5, Mung Bean 
nukleázzal kezelt; 6, Hődenaturált virus DNS; 7, Hődenaturált virus DNS Mung Bean 
nukleázzal kezelve; 8, Hődenaturált virus DNS Klenow polimerázzal konvertálva; 9, 
Konvertált duplaszálű DNS kezelve Mung Bean nukleázzal; 10, EcoRI és HindlII 
enzimmel hasított A DNS marker.

A GPV DNS gélelektroforetikus analízise 1%-os agaróz gélen.
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123456789 10

<- ds DINA
<- SS DNA

4. ábra.
GPV DNS analízise 1%-os agaróz gélen. 1, és 10, Pstí enzimmel hasított X DNS 
marker; 2, nem denaturáló körülmények között kivont GPV DNS; 3-5, a kivont DNS 
minták 5, 20, 120 perc inkubáció után 200 mM NaCl oldatban 40°C-on. 6, 
Hődenaturált GPV DNS 7-9, Hődenaturált GPV DNS 37°C-on inkubálva 20, 40, 60 
perc konverzió után.

Alacsony sókoncentrációban nem denaturáló körülmények között kivont
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12345678

<- 5077 hp 

<- 2838 hp
Ы

<- 805 hp

Az MDPV DNS restrikciós analízise 1%-os agaróz gélen. MDPV DNS5. ábra.
hasítva 1, SacI; 2, KpnI; 3, Hindlll; 4, EcoRI; 5, PstI; 6, Xbal enzimekkel. 7,
emésztetlen MDPV DNS. 8, PstI enzimmel hasított X DNS marker (Az EcoRV enzim 
az MDPV DNS-t nem hasítja).
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1 2 3 4 5 6 7

<- 5077 bp 

<- 2550 bp

<r- 805 bp

6. ábra.
GPV DNS. GPV DNS emésztve 2, EcoRV; 3, Hindlll; 4, EcoRI; 5, PstI enzimekkel. 
6, PstI enzimmel hasított A, DNS marker. 7, MDPV DNS EcoRI-gyel hasítva (A SacI, 
KpnI, és az Xbal enzimek a GPV DNS-t nem hasítják).

A GPV DNS restrikciós analízise 1%-os agaróz gélen. 1; emésztetlen
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1 2 3 4 5 6

ш»!

7. ábra. GPV DNS hibridizációja jelölt MDPV DNS-sel. 1, emésztetlen GPV DNS. 
GPV DNS emésztve 2, HindlII; 3, EcoRI; 4, PstI enzimmel. 5, PstI enzimmel 
hasított X DNS marker. 6, MDPV DNS EcoRI-gyel hasítva.

о
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erdményt kaptuk, hogy más parvovírusokhoz hasonlóan a virionból a DNS egyszálű

formában nyerhető ki. A sókoncentrációt és a hőmérsékletet megemelve kimutatható

volt az ellentétes polaritásé szálak párba állása (4. ábra).

Azért, hogy egyértelműen bizonyítani tudjuk, hogy az in vitro konverzió

folyamatának végén keletkező, duplaszálű DNS nem az ellentétes polaritásé szálak

párba állásának következménye, ezt a folyamatot is követtük időben (4.ábra). A két

folyamat termékei jól láthatóan elkülönültek agaróz gélen, míg az ellentétes polaritásé

szálak párosodásánál mindig keletkeznek a duplaszálé DNS 5 kilobázisánál nagyobb

molekulatömegű konkatamer formák, addig az in vitro konverzió során ilyenek nem

jelentek meg. Megjelentek viszont időben haladva, egyre nagyobb molekulatömeggel,

az egyszálű és duplaszálé DNS közti intermedierek, amelyek nem fordultak elő az

ellentétes polaritásé szálak párbaállásánál. Ugyanezeket a kísérleteket az MDPV

vírusával elvégezve hasonló eredményre jutottunk.

Annak érdekében, hogy adatokat kapjunk a két vírus rokonságának mértékére és

hogy valamilyen egyszerű módon meg tudjuk őket különböztetni egymástól, restrikciós

enzimekkel hasítottuk a két vírus fenolos extrakcióból nyert duplaszálé DNS-ét (5. és 6.

ábra). Habár a két vírustörzs restrikciós mintázata teljesen különbözött egymástól, a

szigoré körülmények között végzett Southern hibridizáció bizonyította (7. ábra), hogy

egymás közeli rokonai.

4.2. DNS klónozás és szekvenálás

Sikerült klónoznunk és szekvenálnunk a GPV és MDPV teljes genomját

(8. ábra). Nehézségeket tapasztaltunk mindkét vírus intakt buborék régiójának
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Rep Rep ATF/CREBE-boxY-box
1 CTCATTGGAGGGTTCGTTCGTTCGAACCAGCCAATCAGGGGA. GGGGGAAGTGACGCAAGTTCCGGTCACATGCTTCCGGTGACGGACATCCGGTGACGT 99

BS BS
GPV

ATF/CREB •••>
1 CTCATTGGAGGGTTCGTTCGTTCGAACCAGCCAATCAGGGGAGGGGGGAAGTGACGTAAGTTCCGGTCACGTGCTTCCGGTCACGTGCTTCCGGTCATGT 100

E-box E-box•••>•••>•••> <•••
MDPV

>
BSReP

100 .AGTTCCGGTCACGTG.CTTCCTGTCACGTGTTTCCGGTCACGTGACTTCCGGTCATGTGACTTCC..GGTGACGTGTTTCCGGCTGTT.AGGTTGACCA 194
ATF/CREB .. E-box E-box . MLTF MLTF.

GPV
ATF/CREB

MDPV 101 GÄCTTCCGGTCATGTGACTTCCGGTGACGTGTCTCCTGTCACGTGACTTCCGGTGACGCÄCTTCCTTTGATGACGTATTTCCGGTTGTCAAGGCTGATCG 200

"bubble"-region 
GC-box

<
.ATF/CREB

195 CGCGCATGCCGCGCGGTCAGCCCAATAGTTAAGCCGGAAACACGTCACC. . GGAAGTCACATGACCGGAAGTCACGTGACCGGAAACACGTGACAGGAAG 2 92
E-boxMLTFMLTF

GPV
ATF/CREBGC-box

MDPV 201 GGCGCATGCGCCCGATCTGCCATGAAAATTAAACCGGAAATACGTCATCAAAGGAAGTGCGTCACCGGAAGTCACGTGACAGGAGACACGTCACCGGAAG 300

BSReP
BSRePRepATF/CREB Y-boxE-boxE-box

GPV 293 .CACGTGACCGGAACT.ACGTCACCGGATGTGCGTCACCGGAAGCATGTGACCGGAACTTGCGTCACTT.CCCCCTCCCCTGATTGGCTGGTTCGAACGA 38 9
BS

<••• ATF/CREB
MDPV 301 TCACATGACCGGAAGTCACATGACCGGAAGCACGTGACCGGAAGCACGTGACCGGAACTTACGTCACTTCCCCCCTCCCCTGATTGGCTGGTTCGAACGA 4 00

E-box E-box •••> <•••<••

trs
. GC-box =>ITRl1 ATF/CREB

390 ACGAACCCTCCAATGAGACTCAAGGACAAGAGGATATTTTGCGCGCCAGGAAGTGACGTGCAATGCCACCCTATATAAGCCAGGAaACTTCCGGTTTAGT 4 89
=>itrl1

MDPV 401 ACGAACCCTCCAATGAGACTCAAGGACAGCAGGACTTTTTGCGCGCCAGGAAATGGTGCAATCTAGGAGAGTGTATAAGGAGAGCTTTTTCCGGTTGCAT 500

I . p9 .
GPV

CAP?
REP1 .....

GPV 490 TCATTCGTTACTCTGCTCTCAGAGAGAACGGACCTCAGGTCGGAGAGATGGCACTTTCTAGGCCTCTTCAGATTTCTTCTGATAAATTCTATGAAGTTAT 589
♦

ТП♦
MDPV 501 TCATTCGTTGCTCTGCTCTCACAGAGAACGGACCTCÄGGTCAGGAAAATGGCATTTTCTAGGCCTCTTCAGATTTCTTCTGACAAATTCTATGAAGTTAT 600

C-Myc. .....
GPV 590 TATTAGATTATCATCGGATATTGATCAAGATGTCCCCGGTCTGTCTCTTAACTTTGTAGAATGGCTTTCTACCGGAGTTTGGGAGCCCACGGGCATCTGG 68 9

c-Fos

MDPV 601 CATCAGGCTACCCTCGGATATTGATCAAGATGTGCCTGGTTTGTCTCTTAACTTTGTAGAATGGCTTTCTACGGGGGTCTGGGAGCCCACCGGAATATGG 700

GPV 690 AACATGGAGCATGTGAATCTACCGATGGTGACCTTGGCAGAGAAGATCAAGAACATTTTCATACAAAGATGGAATCAGTTCAACCAGGACGAAACGGACT  78 9
СВР

MDPV 7 01 AATATGGAGCATGTGAATCTCCCCATGGTTACTCTGGCAGACAAAATCAAGAACATTTTCATCCAGAGATGGAACCAATTCAATCAGGACGAAACGGATT 800

GPV 790 TCTTCTTTCAACTGGAAGAAGGCAGTGAGTACATTCATCTTCATTGCTGTATTGCCCAGGGCAATGTACGGTCTTTTGTTCTCGGGAGATATATGTCTCA 889

MDPV 801 TCTTCTTTCAATTGGAAGAAGGCAGTGAGTACATCCATCTGCATTGCTGTATTGCCCAGGGGAATGTCCGATCTTTTGTTCTGGGGAGATACATGTCTCA 900

pl9
GPV 8 90 GATAAAAGACTCTATCATAAGAGATGTATATGAAGGGAAACAAATCAAGATCCCCGATTGGTTTGCTATTACTAAAACCAAGAGGGGAGGACAGAATAAG 98 9
MDPV 901 AATTAAAGACTCAATTCTGAGAGATGTGTATGAAGGGAAACAGGTAAAAATCCCGGATTGGTTTTCTATAACTAAAACCAAACGGGGAGGGCAAAATAAG 1000

CAP?
REP2 .

GPV 990 ACCGTGACTGCAGCATACATACTGCATTACCTTATTCCTAAAAAGCAACCTGAACTGCAATGGGCCTTTACCAATATGCCTTTATTCACTGCTGCTGCTC 108 9
♦

ТП♦
MDPV 1001 ACCGTGACTGCTGCTTATATTCTGCATTACCTGATTCCTAAAAAACAACCGGAATTACAATGGGCTTTTACCAATATGCCCCTTTTCACTGCTGCTGCTT 1100

GPV 1090 TTTGTCTGCAAAAGCGGCAAGAATTGCTGGATGCATTTCAAGAAAGTGATTTGGCTGCCCCTTTACCTGATCCTCAAGCATCAACTGTGGCACCGCTTAT 1189

MDPV 1101 TATGCCTCCAAAAGAGGCAAGAGTTACTGGATGCTTTTCAGGAAAGTGAGATGAATGCTGTAGTGCAGGAGGATCAAGCTTCAACTGCAGCTCCCCTTAT  1200

Az MDPV és a GPV teljes nukleotid szekvenciája. A szekvenciák közti8. ábra.
különbségek vastagon szedettek. Az ITR-eket aláhúzás jelöli, kivéve a buborék régiókat. A 
feltételezett Rep kötőhely szekvenciák (Bsrep) és a transzkripciós faktorok kötőhelyei (Y-box, 
E-box, ATF/CREB, MLTF, GC-box, c-fos, c-myc, СВР, és AP-1) duplán alhúzottak. A 
függőleges nyilak a feltételezett terminális hasítás (trs) helyét, a függőleges vonalak ( III) a 
REP1, Rep2, VP1, VP2, és VP3 start és stop kodonjait jelölik. A feltételezett p9, pl9, és p41 
promoterek alá vannak húzva. A feltételezett transzkripciós starthelyek (♦), a feltételezett 
poliadenilációs, a splice donor és akceptor helyek (*) szintén jelöltek.
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GPV 1190 TTCCAACAGAGCGGCAAAGAACTATAGCAACCTTGTTGATTGGCTCATTGAAATGGGGATAACATCTGAGAAGCAATGGCTCACTGAGAACCGAGAGAGC 1289

MDPV 1201 TTCCAACAGAGCÄGCAAAGAACTATAGCAATCTGGTTGATTGGCTCATTGAGATGGGTATCACCTCTGAAAAACAGTGGCTAACTGAAAATAAAGAGAGC 1300

GPV 1290 TACAGAAGCTTTCAAGCAACTTCTTCAAATAATAGACAAGTGAAAGCTGCACTGGAAAATGCCCGTGCTGAAATGTTATTGACAAAGACTGCAACTGATT 1389

MDPV 1301 TACCGGAGCTTTCAGGCTACATCTTCAAACAACAGACAAGTAAAAGCAGCACTTGAAAATGCCCGAGCAGAAATGCTACTAACAAAAACTGCCACAGACT 14 00

GPV 1390 ACCTGATAGGAAAAGACCCTGTCCTGGATATAACTAAGAATAGGGTCTATCAAATTCTGAAAATGAATAACTACAACCCTCAATACATAGGAAGTATCCT 14 8 9
MDPV 14 01 ATTTGATTGGAAAAGACCCAGTTCTGGACATTACTAAAAATCGGATCTATCAAATTCTGAAGTTGAATAACTATAACCCTCAATATGTAGGGAGCGTCCT 1500

GPV 1490 GTGCGGCTGGGTGAAGAGAGAGTTCAACAAAAGAAACGCCATATGGCTCTACGGACCTGCCACCACCGGGAAGACCAACATTGCAGAAGCTATTGCCCAT 1589

MDPV 1501 ATGCGGATGGGTGAAAAGAGAATTCAACAAAAGAAATGCCATATGGCTCTACGGACCTGCGACCACCGGAAAGACCAACATAGCCGAGGCTATTGCCCAT 1600

GPV 1590 GCTGTACCCTTCTATGGCTGTGTTAACTGGACTAATGAGAACTTTCCTTTTAATGATTGTGTTGATAAAATGCTGATTTGGTGGGAGGAGGGAAAAATGA  1689

MDPV 1601 GCTGTACCCTTCTATGGCTGTGTTAACTGGACTAATGAGAACTTCCCATTTAATGACTGCGTTGATAAAATGCTTATATGGTGGGAGGAGGGAAAAATGA 1700

GPV 1 690 CTAATAAGGTTGTTGAATCTGCAAAAGCAATTTTGGGAGGGTCTGCTGTCCGGGTAGACCAGAAATGTAAAGGATCTGTTTGTATTGAACCTACTCCTGT 1789 
polyA

MDPV 17 01 CCAATAAAGTAGTGGAATCCGCAAAAGCGATACTGGGGGGGTCTGCTGTACGAGTTGATCAAAAGTGTAAGGGGTCTGTTTGTATTGAACCTACTCCTGT 1800

GPV 17 90 AATTATTACTAGTAATACTGATATGTGTATGATTGTTGATGGCAACTCTACTACAATGGAACATAGAATACCATTAGAGGAGCGTATGTTTCAAATTGTC 188 9
MDPV 1801 AATAATTACCAGTAATACTGATATGTGCATGATTGTGGATGGAAATTCTACTACAATGGAACACAGAATTCCTTTGGAGGAAAGAATGTTCCAGATTGTT 1900

СВР
GPV 1890 CTATCACATAAATTGGAGCCTTCTTTTGGAAAAÄTTTCTAAAAAAGAAGTCAGAGAATTTTTCAAATGGGCCAATGÄCAATCTAGTTCCTGTTGTGTCTG 1989

MDPV 1901 CTTTCCCATAAGCTGGAAGGAAATTTTGGAAAAATTTCAAAAAAGGAGGTAAAAGAGTTTTTCAAATGGGCCAATGATAATCTTGTTCCAGTAGTTTCTG 2000

ATF/CREB ..........
GPV 1990 AGTTCAAAGTCCGAACTAATGAACAAACCAACTTGCCAGAGCCCGTTCCTGAACGAGCGAACGAGCCGGAGGAGCCTCCTAAGATCTGGGCTCCTCCTAC 208 9
MDPV 2001 AGTTCAAAGTCCCTACGAATGAACAAACCAAACTTACTGAGCCCGTTCCTGAACGAGCGAATGAGCCTTCCGAGCCTCCTAAGATATGGGCTCCACCTAC 2100

CAP?

GPV 2090 TAGGGAGGAGTTAGAAGAGCTTTTAAGAGCCAGCCCAGAATTGTTCTCATCAGTCGCTCCAATTCCTGTGACTCCTCAGAACTCCCCTGAGCCTAAGAGA  218 9
p41?

p41 ♦
MDPV 2101 TAGGGAGGAGCTAGAGGAGATATTAAGAGCGAGCCCTGAGCTCTTTGCTTCAGTTGCTCCTCTGCCTTCCAGTCCGGACACATCTCCTAAGAGAAAGAAA 2200

Splice donor

GPV 2190 AGCAGGAACAATTACCAGGTACGCTGCGCTTTGCATACTTATGACAATTCTATGGATGTATTTGAATGTATGGAATGTGAGAAAGCAAACTTTCCTGAAT 2289

MDPV 2201 ACCCGTGGGGAGTATCAGGTACGCTGTGCTATGCACAGTTTAGATAACTCTATGAATGTTTTTGAATGCCTGGAGTGTGAAAGAGCTAATTTTCCTGAAT 2300

GPV 2290 TTCAACCTCTGGGAGAAAATTATTGTGATGAACATGGGTGGTATGATTGTGCTATATGTAAAGAGTTGAAAAATGAACTTGCAGAAATTGAGCATGTGTT 238 9
MDPV 2301 TTCAGAGTCTGGGTGAAAACTTTTGTAATCAACATGGGTGGTATGATTGTGCATTCTGTAATGAACTGAAAGATGACATGAATGAAATTGAACATGTTTT 24 00

Splice acceptor 2Splice acceptor 1 
АР-1s ; i-.Ei VP1

GPV 2390 TGAGCTTGATGATGCTGAAAATGAACAATAAAGATGACTCAAAGCAGATATGTCTACTTTTTTAGATTCTTTTGAAGAGTGGTATGAGACTGCAGCCGCC 2489
ITT ■ ITT

MDPV 2401 TGCTATTGATGATATGGAGAATGAACAATAAAGGTGATTCAAAATAGCTATGTCTACTTTTTTAGAGAAATTTGAAGACTGGTATGAGACTGCAGCCGCA 2 500

GPV 2490 TCGTGGCGGAATCTGAAAGCTGGAGCCCCTCAGCCAAAACCAAACCAGCAGTCTCAGTCTGTGTCTCCAGACAGAGAACCCGAACGAAAAGATAATAATC 2589

MDPV 2501 TCTTGGCGGCATTTGAAAGCTGGAGCCCCCAAGCCAAAATCAAACCAGCAATCTCAGTCTGTGTCTACAGACAGAAAACCCCAACGAAAAGACAATAATA 2600
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GPV 2590 GGGGCTTTGTACTTCCTGGCTATAAGTATCTTGGGCCTGGTAACGGCCTGGATAAAGGCCCACCTGTCAATAAGGCGGACAGCGTCGCGCTTGAACACGA 268 9
MDPV 2601 GGGGCTTTGTACTTCCTGGCTATAAGTATGTTGGGCCTGGTAACGGCCTTGATAAAGGGCCACCTGTCAATAAAGCGGACAGCGTCGCGCTTGAGCACGA 2700

TATA-box? .....
GPV 2690 CAAGGCCTATGACCAGCAGCTTAAAGCGGGAGACAACCCATATATAAAATTCAATCACGCTGACCAGGACTTTATAGATAGCCTCCAAGACGACCAGTCA  2789

MDPV 2701 TAAAGCGTACGACCAGCAGCTCAAGGCAGGAGACAACCCCTATATAAAATTTAAGCACGCAGATCAAGAATTTATAGATAATCTGCAAGGTGATACCTCC 2800

VP2? .
GPV 2790 TTCGGAGGTAATCTTGGAAAGGCTGTATTTCAGGCCAAAAAACGTATCTTAGAGCCATTTGGCCTAGTAGAAGATCCTGTCAACACGGCACCTGCAAAAA 2889

MDPV 2801 TTTGGAGGCAACCTCGGAAAAGCCGTATTCCAAGCTAAAAAAAGAATTCTAGAGCCTTTAGGCCTAGTAGAAGAACCTGTAAACACGGCTCCTGCTAAAA 2900

GPV 2890 AAAATACAGGGAAGCTTACTGACCATTACCCGGTAGTTAAGAAGCCTAAACTTACCGAGGAAGTCAGTGCGGGAGGTGGTAGCAGTGCCGTACAAGACGG 2989

MDPV 2901 AGAGTAGTGGAAAACTAACAGATCACGACCCTATAGTAAAGAAGCCTAAATTATCTGAAGAAAACTCTCCTTCACCTAGTAATAGTGGAGGAGAAGCAAG 3000

VP3
GPV 2 990 AGGAGCCACCGCGGAGGGCACCGAACCTGTGGCAGCATCTGAAATGGCAGAGGGAGGAGGCGGAGCTATGGGCGACTCTTCAGGGGGTGCCGATGGAGTG 308 9
MDPV 3001 TGCAGCTGCCACCGAAGGCTCCGAACCTGTGGCAGCACCTAACATGGCAGAGGGAGGAAGCGGAGCTATGGGCGACTCTGCAGGGGGTGCCGATGGAGTG 3100

GPV 3090 GGTAATGCCTCGGGAAATTGGCATTGCGATTCCCAATGGATGGGAAACACAGTCATCACAAAGACCACCAGAACCTGGGTCCTGCCAAGCTACAACAACC 318 9
MDPV 3101 GGTAATGCCTCAGGAAATTGGCATTGCGATTCCCAATGGCTGGGAGACACAGTCATTACCAAGACTACAAGAACCTGGGTCCTGCCAAGCTACAACAACC 3200

GPV 3190 ACATCTACAAAGCAATTACCAGCGGAACCTCTCAAGATGCAAATGTCCAGTATGCAGGATACAGTACCCCCTGGGGGTACTTTGATTTCAACCGCTTCCA 328 9
MDPV 3201 ACATGTACCAAGCCATCACAAGCGGAACAAACCCAGACTCAAATACCCAATATGCTGGATACAGCACCCCCTGGGGGTACTTTGATTTCAACAGATTCCA  3300

GPV 3290 CTGCCACTTCTCCCCTAGAGACTGGCAGAGACTTATCAACAACCATTGGGGAATCAGACCCAAGTCTCTTAAATTCAAGATCTTCAATGTCCAAGTCAAA 338 9
MDPV 3301 CTGCCATTTCTCTCCAAGAGACTGGCAGAGACTCATCAACAACCATTGGGGGATTAGACCGAAAGCACTCAAATTCAAGATATTCAATGTGCAAGTTAAA 3400

GPV 3390 GAAGTCACAACGCAGGATCAGACAAAGACCATTGCAAACAATCTCACCTCAACAATTCAAGTCTTTACGGATGATGAGCATCAACTCCCGTATGTCCTGG 348 9
MDPV 3401 GAAGTCACGACGCAAGACCAGACAAAGACTATTGCTAACAACCTTACCTCTACAATCCAGATATTCACGGATAATGAACACCAGCTGCCCTATGTTCTGG 3500

GPV 34 90 GCTCGGCTACGGAAGGCACCATGCCGCCGTTCCCGTCGGATGTCTATGCCCTGCCGCAGTACGGGTACTGCACAATGCACACCAACCAGAATGGAGCACG 3589

MDPV 3501 GCTCGGCCACGGAGGGGACGATGCCACCGTTCCCCTCAGATGTGTATGCCTTGCCCCAGTACGGCTACTGCACAATGCACACCAACCAGAGTGGAGCGAG 3600

. ATF-CREB
GPV 3590 GTTCAATGACCGTAGTGCATTCTACTGCTTAGAGTACTTCCCTAGTCAGATGCTAAGAACAGGCAACAACTTTGAGTTCACATTTGACTTTGAAGAAGTT 3689

MDPV 3601 ATTCAATGACAGAAGTGCCTTCTATTGCTTAGAGTACTTCCCCAGTCAGATGCTGAGAACAGGGAATAATTTJ^^ieSGTTTTGAGTTTGAAGAAGTT 3700

GPV 3690 CCTTTCCATAGCATGTTCGCTCATTCACAGGACTTAGACAGGCTGATGAACCCCCTAGTGGATCAATACCTCTGGAATTTCAATGAGGTAGACAGCAGCA 378 9
MDPV 3701 CCCTTCCATAGCATGTTCGCTCATTCACAGGATTTAGACAGGCTAATGAATCCTCTCCTAGATCAGTACCTGTGGAATTTCTCTGAGGTTAATGGTGGCA 3800

GPV 3790 GAAATGCTCAATTTAAAAAGGCTGTGAAAGGGGCTTATGGCACCATGGGCCGCAATTGGCTGCCAGGACCTAAATTCCTGGATCAAAGAGTTAGGGCCTA 3889

MDPV 3801 GGAATGCACAGTTCAAAAAAGCTGTGAAAGGAGCATTTGGTGCAATGGGGAGAAATTGGCTTCCAGGACCCAAACTTCTAGACCAAAGGGTAAGAGCATA 3900

GPV 38 90 CACAGGAGGAACAGACAACTATGCAAACTGGAACATCTGGAGTAATGGGAACAAGGTGAATTTGAAAGACAGACAGTATCTCCTACAACCCGGACCTGTG 398 9
MDPV 3901 CAGTGGAGGAACAGATAACTATGCGAACTGGTCAATCTGGAGTAAAGGAAACAAAGTTTTTCTTAAAGACAGAGAGTATCTCCTGCAACCAGGTCCAGTA 4000
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GPV 3990 TCAGCTACTTACACAGAAGGGGAGGCTTCCAGCCTTCCAGCTCAAAATATTTTAGGGATAGCTAAAGATCCATACAGATCAGGCAGCACTACAGCAGGAA  4 089

MDPV 4001 GCTACTACACATACAGAAGATCAGGCTTCCAGTGTACCGGCTCAAAACATAATAGGAATTGCAAAAGACCCCTACAGGTCAGGCAGTACTCTGGCAGGAA 4100

GPV 4090 TAAGTGACATTATGGTCACGGAAGAACAAGAAGTAGCACCTACAAATGGAGTAGGGTGGAAACCATATGGTAGGACTGTAACGAATGAACAAAACACTAC 4189

MDPV 4101 TTTCAGACATCATGGTAACAGATGAGCAAGAAATAGCACCAACTAACGGTGTAGGGTGGAGACCTTATGGATTGACCGTAACCAATGAACAAAACACAAC 4200

GPV 4190 TACAGCTCCTACAAGTTCAGATCTGGATGTTCTTGGAGCTTTACCAGGAATGGTTTGGCAGAACAGGGATATATATCTGCAGGGACCTATTGGGGCAAAA 428 9
MDPV 4201 AACAGCTCCTACAAATGCTGAGCTAGAAGTACTGGGAGCACTACCTGGCATGGTCTGGCAGAACAGAGATATTTACCTGCAGGGTCCTATATGGGCTAAA 4300

GPV 42 90 ATACCGAAGACTGATGGTAAATTCCATCCTTCTCCGAATCTCGGAGGATTTGGCCTGCACAATCCACCACCGCAGGTGTTCATCAAGAATACACCAGTGC 4 389

MDPV 4 301 ATACCCAAAACAGATGGGAAACCCCATCCTTCTCCAAACCTGGGAGGTTTTGGTCTCCATAATCCACCTCCCCAGGTCTTTATTAAAAATACTCCTGTTC  4 400

GPV 4 390 CTGCAGACCCTCCAGTAGAATACGTGCACCAGAAGTGGAATTCCTACATAACCCAGTACTCTACGGGCCAGTGTACAGTAGAGATGGTGTGGGAGCTGAG 4 48 9
MDPV 4401 CTGCAGATCCTCCACTAGAGTATGTAAATCAGAAGTGGAATTCTTACATTACACAGTATTCAACAGGGCAGTGTACTGTAGAAATGGTCTGGGAACTCAG 4500

GPV 4490 AAAAGAGAATTCAAAGAGATGGAACCCAGAAATCCAGTTCACCAGTAATTTCAGTAACAGAACAAGCATAATGTTTGCACCTAATGAAACTGGTGGATAT  4589

MDPV 4501 AAAAGAAAACTCCAAGAGATGGAACCCTGAGATCCAATTTACCAGTAACTTTGGAAATAGAACAAGTACTATGTTTGCTCCAAATGAGACTGGAGGCTAT 4600

STOP polyA ílTRg=> GC-box
_________ __ TCTGTGTAAAAATTCAAATAAAGCACTTCCTGGCGCGCAAAATAT

TTT Íitrr=>
GTAGAAGATAGGCTGATTGGTACCAGGTATTTGACTCAGAATCTGTAAATTTCTGTATTCTTTTGATTTTAMTMACCATTTCCTGGCGCGCAAAAAQT

AP-1
GPV 4 590 GTAGAAGATAGATTGATTGGAACCAGATATCTAACTCAAAATCTGTAAAT

VP
4684

4700MDPV 4601

trs
BSRep E-box.BSRep1 Y-box

GPV 4685 CCTCTTGTCCTTGAGTCTCATTGGAGGGTTCGTTCGTTCGAACCAGCCAATCAGGGGA.  GGGGGAAGTGACGCAAGTTCCGGTCACATGCTTCCGGTGAC 4783
E-box

MDPV 4701 CCTGCTGTCCTTGAGTCTCATTGGAGGGTTCGTTCGTTCGAACCAGCCAATCAGGGGAGGGGGGAAGTGACGTAAGTTCCGGTCACGTGCTTCCGGTCAC 4 800
ATF/CREB <•••• ••>•••>•••> <•••

BSReP
ATF/CREBATF/CREB .

GPV 4 784 GCACATCCGGTGACGT.AGTTCCGGTCACGTG.CTTCCTGTCACGTGTTTCCGGTCACGTGACTTCCGGTCATG. .TGACTTCCGGTGACGTGTTTCCGG 4 87 9
ATF/CREB

MDPV 4801 GTGCTTCCGGTCATGTGACTTCCGGTCATGTGACTTCCGGTGACGTGTCTCCTGTCACGTGACTTCCGGTGACGCACTTCCTTTGATGACGTATTTCCGG 4900

E-box E-box . MLTFMLTF

E-box

"bubble"region> <
ATF/CREB

TAACAGCCGGAAACACGTCACC . . . GGAAGTCACATGACCGGAAGTCACGTGA 4 97 0
MLTF .MLTF. GC-box

GPV 4 880 CTTAACTATTGGGCTGACCGCGCGCATGCGCGTGGTCAACC
GC-box

MDPV 4 901 TT. . . . GTCAAGGCTGATCGGGCGCATGCGCCCGATCTGCCATGAAAATTAAACCGGAAATACGTCATCAAAGGAAGT . GCGTCACCGGAAGTCACGTGA 4 995

RepBS
RepE-boxATF/CREB

GPV 4971 CCGGAAACACGTGACAGGAAG.CACGTGACCGGAACT.ACGTCACCGGATGTGCGTCACCGGAAGCATGTGACCGGAACTTGCGTCACTT.CCCCCTCCC 5067
E-box E-box . BS

ATF/CREB
MDPV 4996 CAGGAGACACGTCACCGGAAGTCACATGACCGGAAGTCACATGACCGGAAGCACGTGACCGGAAGCACGTGACCGGAACTTACGTCACTTCCCCCCTCCC 5095

ATF/CREB E-boxE-box

RepY-box .
GPV 5068 CTGATTGGCTGGTTCGAACGAACGAACCCTCCAATGAGA 5106

BS

•••> <•••<•••<•••
MDPV 5096 CTGATTGGCTGGTTCGAACGAACGAACCCTCCAATGA 5132

36



szekvenálásánál. Sem a pozitív, sem a negatív szálon nem tudtunk értékelhető leolvasást

elérni a buborék régió határától, ha olyan plazmidokat próbáltunk szekvenálni, amelyek

a teljes ITR-t tartalmazták. Azért, hogy ezt a problémát megoldjuk, Sphl enzimmel

szubklónokat készítettünk. Az Sphl a GPV ITR-eket 202. és 4907. nukleotidnál a

buborék régión belül hasítja, és ugyanígy az MDPV ITR-eket a 208. és 4924.

nukleotidnál. Az így nyert szubklónok mind a pozitív, mind a negatív szálon jól

szekvenálhatónak bizonyultak a megfelelő pBluescript oligonukleotid primerekkel.

A szubklónok szekvencia analízise felfedte, hogy a komplett ITR-ek szekvenálási

nehézsége nem a buborék régiók magas GC tartalmának következménye, hanem az

ITR-en belül előforduló rekombinációnak volt köszönhető, amely az aszimmetrikus

helyzetű buborék régió forgását, flipp-flopp izomerek előfordulását eredményezte.

Mégha újonnan transzformált egytelepből is indítottuk a DNS tisztítását, mindig egy

keverékét nyertük a plazmidoknak, amelyek a buborék régiót vagy flipp vagy flopp

orientációban hordozták annak ellenére, hogy az E.coli SURE törzs a fő rekombinációs

génjeiben deficiens. Az Sphl enzimmel készült szubklónok körülbelül 30%-a ellentétes

felét hordozta a buborék régiónak, mint a másik 70%. A 8. ábrán a gyakrabban

előforduló orientációt tüntettük fel.

A GPV genomja (5106 bázis) valamivel rövidebbnek bizonyult, mint az MDPV

genomja (5132 bázis). A két genom közti különbség a GPV ITR-jeiben és közvetlenül a

kapszid gének első stop kodonja utáni 5 bázisos deléciókból adódott. A két genom

kódoló régióit összehasonlítva nem találtunk deléciókat, a szubsztitúciók száma viszont

jelentős. A vírusok genomja — igazolva a hibridizációs kísérleteket — viszonylag

magas, 81,9%-os nukleotid azonosságot mutatott.
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10 20 30 40 50
5' CTCATTGGAGGGTTCGTTCGTTCGAACCAGCCAATCAGGGGAGGGGGGAA 

3 ' TGGTAAAGGACCGCGCGTTTTTCAGGACGACAGGAACTCAGAGTAACCTCCCAAGCAAGCAAGCTTGGTCGGTTAGTCCCCTCCCCCCTT
450 440 430 420 410 400 390 380 370

A 60 70 80 90 100 110 120 130
GTGACGTAAGTTCCGGTCACGTGCTTCCGGTCACGTGCTTCCGGTCATGTGACTTCCGGTCATGTGACTTCCGGTGACGT 
CACTGCATT CAAG GCCAGTGCAC GAAG G С CAG T G C AC GAAG G С CAG TACAC T GAAG G С CAG TACAC T GAAG G С CAC T G CA

360 350 340 330 320 310 300 290

190 200
140 150 160 170 180 GAT

TCA GGC GATCGGGCG A 
AGT CCG CTAGCCCGC T 

ATTAAA A T

C
GTCTCCTGTCACGTGACTTCCGGTGACGCACTTCCTTTGATGACGTATTTCCGGTT 
CAGAGGACAGTGCACT G AAG GCCACTGCGT G AAG G AAAC T AC T G C AT AAAG G С С AA

280 270 260 250 240 G
230 220 210

10 20 30 5040
00 5’ CTCATTGGAGGGTTCGTTCGTTCGAACCAGCCAATCAGGGGAGGGGGAAG 

3' GTGAAGGACCGCGCGTTTTATAGGAGAACAGGAACTCAGAGTAACCTCCCAAGCAAGCAAGCTTGGTCGGTTAGTCCCCTCCCCCTTC
440 430 420 410 400 390 380 370 360

В 60 70 80 90 100 110 120 130
TGACGCAAGTTCCGGTCACATGCTTCCGGTGACGCACATCCGGTGACGTAGTTCCGGTCACGTGCTTCCTGTCACGTGTT
ACTGCGTTCAAGGCCAGTGTACGAAGGCCACTGCGTGTAGGCCACTGCATCAAGGCCAGTGCACGAAGGACAGTGCACAA

350 340 330 320 310 300 290 280

190 200
140 150 160 170 180 G A 

TT GGTTGACC CGCG 
AA CCGACTGG GCGC T

A CA
TCCGGTCACGTGACTTCCGGTCATGTGACTTCCGGTGACGTGTTTCCGGCT
AGGCCAGTGCACTGAAGGCCAGTACACTGAAGGCCACTGCACAAAGGCCGA

270 260 250 240 230 ATTGAT C C CG
220 210

9. ábra. Az MDPV (A) és a GPV (B) genomok baloldali ITR-jeinek struktúrája a pozitív szálon.



4.3. A terminális palindromák szerkezete

A szekvenciaanalízis feltárta, hogy a GPV és az MDPV genomok a bal és jobb

oldalukon azonos végeket hordoznak, amelyek a GPV esetében 444, míg az MDPV

esetében 457 nukleotid hosszúak. A disztális 407 nukleotid a GPV-nél és 418 nukleotid

az MDPV-nél önmagával képes párosodni és egy U-alakú duplaszálú hajtűstruktúrát

képezni. A GPV és az MDPV hajtű struktúrái egy 181 bázispár (bp) és egy 186 bp

hosszú mismatch nélküli nyélből és egy 44 és 45 bázis hosszú buborék régióból állnak,

amely önmagával párosodva a mismatch-ek miatt egy nyílhegyre emlékeztető struktúrát

képez (9. ábra). Az Sphl hasítóhely a nyílhegy csúcsán helyezkedik el, mintegy az ITR

szimmetriatengelyét képezve. Az ITR-ek mérete és harmadlagos szerkezete а В19 ITR-

jére emlékeztet (Deiss et al., 1990).

Az ITR-ek számos tandem ismétlődő 4-10 nukleotid hosszú oligonukleotidból

épülnek fel. Például a TTCCGGT heptanukleotid vagy ennek degenerált formái 18-szor

ismétlődnek a GPV ITR-ben. Néhány más ismétlődő motívum ismert transzkripciós

faktorok felismerőhelyének bizonyult. Más parvovírusok analógiájára azonosítottuk a

feltételezett terminális felbontás (TRS) helyét a 407. és 4700. nukleotidnál a GPV, és a

418. és 4716. nukleotidnál az MDPV esetében (8. ábra).

4.4. Az ORF-ek elhelyezkedése

Két nagy ORF-et találtunk mindkét vírus genomján. A két ORF azonos

leolvasási keretben található, ami egyik eddig szekvenált gerinces parvovírusra sem

jellemző (10. ábra). Az aminosav homológia alapján megállapítottuk, hogy — mint az
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Az MDPV (A) és a GPV (B) ORF-jeinek diagramja a pozitív szálon. A genomokat megjelenítő vízszintes vonalak feletti10. ábra.
függőleges vonalak a start kodonokat, míg a vízszintes vonalak alatti függőleges vonalak a stop kodonokat jelölik. A baloldali (LORF) és a 
jobboldali (RORF) ORF-ek téglalappal jelölve.



eddig ismert gerinces parvovírusoknál — az MDPV és a GPV baloldali nagy ORF-je

kódolja a nem struktűrális proteineket, míg a jobb oldali a három kapszid proteint.

4.5. Az NS proteinek analízise

A GPV és az MDPV feltételezett leghosszabb NS proteinjének aminosav

szekvenciáit egymással összehasonlítva 90,6%-os aminosav azonosságot állapítottunk

meg. Az aminosavszekvencia alapján a két vírus legközelebbi rokonának a humán

AAV-2 bizonyult (11. ábra).

A GCG programcsomag GAP programját használva 61,7 %-os hasonlóságot

állapítottunk meg az AAV-2 és a GPV, valamint az AAV-2 és az MDPV nem struktür

proteinje között. Az AAV-2 analógiájára a GPV és az MDPV nem Struktur proteinjét

REP-nek neveztük el. Az AAV-2-vel való homológia alapján két potenciális start helyet

találtunk a feltételezett REP proteinekhez. Az első ATG iniciálja a leghosszabb

feltételezett nem struktűrális proteint, a REPl-et a GPV 537. nukleotidjánál és az

MDPV 548. nukleotidjánál. A második ATG, amely a feltételezett REP2-t iniciálja, a

GPV 1065. és az MDPV 1067. bázisánál helyezkedik el. A baloldali ORF egy ochre

kodonnal terminál a GPV 2418. és az MDPV 2429. nukleotidjánál. Ismert funkciójú

protein szekvencia motívumokat keresve találtunk egy P-loop (GXXXXGK[TSJ, Saraste

et al., 1990) ATP/GTP kötő motívumot, amely erősen konzervált a parvovírusok és a

papovavírusok között (Astell et al., 1987). Ez a motívum annak a régiónak az elején

helyezkedik el, amely régió a legkonzervatívabb a gerinces parvovírusok között. Az az 

aktív-hely tirozin és környéke, amelyen keresztül valószínűleg az MVM NS1 protein

kötődik a genom 5’ végéhez a replikáció során, szintén konzervált a GPV és az MDPV
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MDPV 1 MAPSRPLQISSDKFYEVIIRLPSDIDQDVPGLSLNFVEWLSTGVWE. .PTGIWNMEHVNLPMVTLADKIKNIFIQRWNQFNQDETDFFF.QLEEGSEYIH 97
GPV 1 MALSRPLQISSDKFYEVIIRLSSDIDQDVPGLSLNFVEWLSTGVWE..PTGIWNMEHVNLPMVTLAEKIKNIFIQRWNQFNQDETDFFF.QLEEGSEYIH 97

AAV-2 1 MP GFYEIVIKVPSDLDGHLPGISDSFVmVAEKmZLPPDSDMDLNLIEQAPLTVAEKLQRDFLTmRRVSKAPEALFTVQFEKGESYFH 90

MDPV 98 LHCCIAQGNVRSFVLGRYMSQIKDSIiRDVYEGKQVKIPDWFSITKTKR..GGQNKTVTAAYILHYLIPKKQPELQWAFTNMPLFTAAALCLQKRQELLD 195 
GPV 98 LHCCIAQGNVRSFVLGRYMSQIKDSIIRDVYEGKQXKIPDWFAITKTKR..GGQNKTVTAAYILHYLIPKKQPELQWAFTNMPLFTAAALCLQKRQELLD 195 

AAV-2 91 «HVbVETrGVlCSMVLGRPLSQIREKblCPXYRGXPPrbPWWFAVTKTlWGAGGGNKWDECYIPííYLiPKTQPELQWAWTNMEQYbSACLNLrBRKRLVa 190

MDPV 196 . . .AFQESEMTAWQEDaASTAAPLISNRAAKNYSNLVDWLIEMGITSEKQWLTENKESYRSFQATSSNNRQVKAALENARAEMLLTKTATDYLIGKDPV 292 
GPV 196 ...AFQESDLAAPAPDPQASTVAPLISNRAAKNYSNLVDWLIEMGITSEKQWLTENRESYRSFQATSSNNRQVKAALENARAEMLLTKTATDYLIGKDPV 292 

AAV-2 191 QHLTHVSQTQEQNKENQNPNSDAPVIRSKTSARYMELVGrtLVDKGITSZK.QWIQZDQASYlSFNAASNSRSQIKhALmAGKmSL'ÍK'IAPDYLVGQQPV 290

ЛЛЛЛЛЛЛЛ

MDPV 293 LDITKNRIYQILKLNNYNPQYVGSVLCGWVKREFNKRNAIWLYGPATTGKTNIAEAIAHAVPFYGCVNWTNENFPFNDCVDKMLIWWEEGKMTNKWESA 392 
GPV 293 LDITKNRVYQILKANNYNPQYJGSXLCGWVKREFNKRNAIWLYGPATTGKTNIAEAIAHAVPFYGCVNWTNENFPFNDCVDKMLIWWEEGKMTNKWESA 392 

AAV-2 2 91 PDISSNRIYiQLPLNGYDPQYAASVFXGWArj<3CFGKRNriWLFGPATTGKTNIAEAIAHTVPFYGCVNWTNENFPFNDCVDKMVIWWEEGKMTAKWESA 390

MDPV 393 KAILGGSAVRVDQKCKGSVCIEPTPVIITSNTDMCMIVDGNSTTMEHRIPLEERMFQIVLSHKLEGNFGKISKKEVKEFFKWANDNLVPWSEFKVPTNE 492 
GPV 393 KAILGGSAVRVDQKCKGSVCIEPTPVIITSNTDMCMIVDGNSTTMEHRIPLEERMFQIVLSHKLEPSFGKISKKEVKEFFKWANDNLVPWSEFKVRTNE 492 

AAV-2 391 KAILGGSKVRVDQKCKSSAgiDPTPVIVTSNTNMCAVJDGNSTTFEHQŰPLCERMFXFELrPPLDHDFGKVTKQEVKDFFPWAiCDPWPVEPEFZViafGG 490
Ы

MDPV 4 93 QTKLTEPVPERANEPSEPPKIWAPPTREELEEILRASPELFASVAPiPSSPDrSPKRKlCTRGEYQVR. . CAMHSXDNSMNVFECLECERANFPEFQSLGE 592 
GPV 4 93 QTNLPEPVPERANEPPEPPKIWAPPTREELEELLRASPELFSSVAP JPVTPQNSPBPKRSRNNYQVR. .CAX.HTYDNSMDVFECMECEJCANFPEFQPLGE 592 

AAV-2 4 91 AKKRPAP SDADISE PKRVRESVAQP STSDAEASINYADR YQNKCSRHVGMNLMLFPCRQCERMN^NSNIC FTR GQK.
B19 594

DCLECFPVS..ESQPVSV 590 
* + VRGLPVCCVQHINNSGGGLGLCPHCXNVGAWYNGVKFR 624* *

* * •A: *

MDPV 591 
GPV 591

AAV-2 583 VKKAYQKLCYIHHIMG. . KVPDACTACD.LWVD. . . 
B19 625 EFTPDLVRCSCHVGASNPFSVLTCKKCAYLSGLQSF.

NJTCWQHGWYD
NYCDEHGWYD

CAPONELKDDMNEIEHVFAXDDMENEQ 627 
CAXCKELKNELAEIEHVFELDDAENEQ 627 

LDDCXFEQ 621 
.VDYE 671

★ •к •к ★

11. ábra. A GPV, az MDPV, AAV-2 REP proteinjeinek és а B19 NS1 protein karboxi-terminálisának összehasonlítása. Azt a régiót, amely 
a gerinces parvovírusok NS proteinjében a legkonzervatívabb, aláhúzás jelöli. A vizsgált parvovírusok nem konzervatív aminosavai vastagon és 
dőlten szedve. NTP kötő motívum: л. A feltételezett cink kötő motívumok konzervatív cisztein és hisztidin maradékai:*.



kkki
kkki
kkki
kkki
kkki
kkrk
kkqp
kkqp
ktqp
kkip
knrk

217vkcvlfgnmiayyflt 
t kmvh f gnmi.ay.yf11 
t kmvh f qnmiayy f11 
vkcvlfgnmiayyfIs 
vkcvcfgnmvayyfIt 
vkmthfgnmiayyfIn 

r..ggqnktvtaa.yilhylip 
r..ggqnktvtaa.yilhylip 
ngagggnkvvdec.yipnyllp 

frdgeq.fienylm. 
angtlvaqaingtefitrymlp

tkkd
tkkd
tkkd
tkkd
tkkd
tkkd
tktk
tktk
tktr
tkgk
kcrk

193MVM
CPV

У
219195 У
219195FPV У
217193H-l У
217193Lull I

PPV
GPV
MDPV
AAV 2
B19
BPV

У
218194 У
168142
168142
163135
147126 У

9263
*

12. ábra.
összehasonlítása. A konzervatív tirozin vastagon szedett és csillaggal jelölt. Az erősen 
konzervatív izoleucin vastagon szedett. A konzervatív tirozint közrefogó lizin-gazdag 
régiók téglalappal keretezve [MVMi Astell et al., 1986; CPV Parrish et at, 1988; macska 
panleukopenia vírus (FPV), Carlson et al., 1985; H-l Rhode és Paradiso, 1983; LuIII, 
Diffoot et al., 1993; sertés parvovirus (PPV), Vasudevacharya et al., 1990; AAV-2 
Srivastava et al., 1983; В19, Shade et at, 1986; BPV Chen et al., 1986].

NS proteinek kovalens DNS kötésben szerepet játszó régióinak
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REP proteinjében, csakúgy, mint más gerinces parvovírusokban (12. ábra). A GPV, az

MDPV és а В19 REP proteinjein megtaláltunk egy feltételezett zinc-finger motívumot,

amelyet először az AAV-2 REP proteinjének karboxi-terminálisán ismertek fel (Carter 

et al., 1990a). A dolog érdekessége, hogy ezek a vírusok mind „A” típusúak,

tekintettel a terminális hajtű struktúráikra. Ez az aminosav motívum hiányzik a „B”

típusba tartozó vírusok nem struktúrális proteinjéről.

4.6. А УР proteinek analízise

Az MDPV és a GPV virionok három kapszidproteinből épülnek fel. Le Gall-

Reculé és Jestin (1994) cikkükben az MDPV kapszidproteinek molekulatömegét 91, 78,

és 58 kDa-ban határozták meg SDS poliakrilamid gélen. A mi adataink eltérnek ettől, a

három kapszid protein molekulatömegét SDS-PAGE alapján 85, 70, és 58 kDa-nak

határoztuk meg. A GPV mindhárom kapszidproteinjének molekulatömegét valamivel

nagyobbnak 87, 72, és 60 kDa-nak találtuk.

A GPV jobb ORF-jének analízise két ATG kodont fedett fel, amelyekről a VP1

és VP3 transzlációja indulhat. A VP1 és a VP3 számított molekulatömege a szekvencia

alapján 81,3 és 60 kDa. A meghatározott moltömeg alapján és az AAV-2 VP2

transzlációs iniciációjának analógiájára azt feltételezzük, hogy a GPV VP2 a 2874.

nukleotidnál egy ACG kodonról iniciálódik. Az ily módon leíródó VP2 számított

molekulatömege 65 kDa. Ugyanez igaz az MDPV-re is, vagyis két ATG-t találtunk,

egyet a VPl-hez és egyet a VP3-hoz. A VP2 csak ACG tripletről iniciálódhat a 2885.

nukleotidnál. A különleges VP2 iniciátor kodon pozíciója a GPV, az MDPV és az
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MDPV 1 MSTFLBKFEDWYETAAASWRHLKAGAPKPKSNQQSQSVSrDRfCPORKDNNRGFVLPGYKYVGPGNGLDKGPPVNKADSVALEHDKAYDQQLKAGDNPYIK 100
GPV 1 MSTFLDSFEEWYETAAASWRNLKAGAPQPKPNQQSQSVSPDRFPERKDNNRGFVLPGYKYLGPGNGLDKGPPVNKADSVALEHDKAYDQQLKAGDNPYIK 100

AAV-2 1 MAA.DGYLPDWLEDTLSE GIROWWKLKPGPPPPJKPAERHKDDSRGLVLPGYKYLGPFKGLDKGEPVNEADAAALEHDKAYDRQLDSGDNPYLK 92
•k -k -k

4.VT2
SSGKLTDHD.PXVKKPKLSEENSPSPSNSGGEASAAA 187 
WTGKLTDHY.PWKKPKLrEEVSAGGGSSAVCDGGAr 187 

93 YNHADAEFQBRLJCEDTSFGGNLGRAVFQAKKRVLEPLGLVEEPVlCTAPGKKRPVEHSPVEPDSSSGrGKAGQQPARKAANFGQrGDADSVPDPCPiGOf’- 192

MDPV 101 FKHADQEFIDWLQGDTSFGGNLGKAVFQAKKRILEPLGLVEEPVNTAPAKK 
GPV 101 FNHADQDFIDSLQDDQSFGGNLGKAVFQAKKRILEPF3LVEDPVNTAPAKK 

AAV-2

4.VP3

MDPV 188 TEGSEPVAAPíJMAEGGSGA.MGDSAGGADGVGNASGNWHCDSQWiGDTVITKTTRTWVLPSYNNHMYCAITSGTNPD5NTOYAGYSTPWGYFDFNRFHCH 286 
GPV 188 AEGTEPVAASEMAEGGGGA.MGDSSGGADGVGNASGNWHCDSQWMGWTVITKTTRTWVLPSYNNHIYKAITSGTSQDANVQYAGYSTPWGYFDFNRFHCH 286 

AAV-2 193 PAAPSGLGrATTMA. rcSGAPMADNNEGADGVGNSSGNWHCDSTOMGDPVITrSTRTWALPrYNNHLYKQISSQSGASWDVQYAGYSTPWGYFDFNRFHCH 291

MDPV 287 FSPRDWQRLINNHWGIRPKALKFKIFNVQVKEVTTQDQTKTIANNLTSTIQXFTDNEHQLPYVLGSATEGTMPPFPSDVYALPQYGYCTMHTNQSGARFN 386 
GPV 287 FSPRDWQRLINNHWGIRPKSLKFKIFNVQVKEVTTQDQTKTIANNLTSTIQVFTDDEHQLPYVLGSATEGTMPPFPSDVYALPQYGYCTMHTNQNGARFN 386 

AAV-2 292 FSPRDWQRLINNNWGPRPKPLÍÍFKLFNXQVKEVTONDGTTTIANNLTSTVQVFTDSEYQLPYVLGSAffCGCbPPFPADVKMVPQYGYiTLW. . .NGSßAV 388

MDPV 387 DRSAFYCLEYFPSQMLRTGNNFEFSFPFEEVPFHSMFAHSQDLDRLMNPLXDQYLWNFSEVNGGRNA 
GPV 387 DRSAFYCLEYFPSQMLRTGNNFEFXFDFEEVPFHSMFAHSQDLDRLMNPLVDQYLWNFNEVDSSRNA 

AAV-2 389 GRSSFYCLEYFPSQMLRTGNNFTFSYrFEDVPFHSSYAHSQSLDRLMNPLXDQYLYyXSPrwrPSGrrrCSKXQFSQAGASDXRDCSRNWLPGPCYRCQR 488

QFKKAVKGAíGAMGRNWLPGPKiLDQR 480 
QFKKAVKGAYGIMGRNWLPGPKFLDQR 480

4^
ил

MDPV 4 81 VRAYSGGTDNYANWSIWSKGNKVFLKDRPYLLQPGPVArrflTEDŰASSVPAQNIIGIAKDPYRSGSTiAGISDIMVTDEQEXAPTNGVGWRPYGiTVTNE 580 
GPV 4 81 VRAYTGGTDNYANWínWSNGNKVNLKDRCYLLQPGPVSATYTEGEASSLPAQNILGIAKDPYRSGSTrAGISDIMVTEEQEVAPTNGVGWKPYGPTVTNE 580 

AAV-2 489 VSKTSADNm. SEYS .WTGATKYHLNGRDSLVNPGPA. .MASHKDDEEKFFPQSGVLIFGKQGSEKTNVDIEKVMrTDEEElRTTNPVATEQYGSVSTNL 584

MDPV 581 QNTTTAPTNAELPVLGALPGMVWQNRDIYLQGPIWAKIPKTDGKPHPSPNLGGFGLHNPPPQVFIKNTPVPADPPLEYVW2KWNSYITQYSTGQCTVEMV 680 
GPV 581 QNTTTAPTSSDLDVLGALPGMVWQNRDIYLQGPIGAKIPKTDGKFHPSPNLGGFGLHNPPPQVFIKNTPVPADPPVEYVHQKWNSYITQYSTGQCTVEMV 680 

AAV-2 585 QRGNROAATADVNTOGVLPGMVWQDRDVYLQGPIWAKIPPTDGPFHPSPLMGGFGLKHPPPQXXIKNTPVPANPSrrPSAAKFASFITQYSTGQVSVEXP 684

MDPV 681 WELRKENSKRWNPEIQFTSNFGNRTSTMFAPNETGGYVEDRLIGTRYLTQNL 732 
GPV 681 WELRKENSKRWNPEIQFTSNFSNRTSXMFAPNETGGYVEDRLIGTRYLTQNL 732 

AAV-2 685 WELßKENSKRWNPEIQYTSIVYNKSVIWDFrVDTNGVYSEPRPIGTRYLTPNL 736

13. ábra. A GPV, az MDPV, és az AAV-2 VP proteinjeinek összehasonlítása. Az AAV-2 kapszid proteinjének szekvenciája javított 
Trempe és Carter (1988), Ruffing és mtsai. (1994) szerint. A VP2 és VP3 első aminosavait nyilak jelölik. Azok az arainosavak, amelyek 
különbözőek a három kapszidproteinban, vastagon és dőlten szedettek. A konzervált "PGY" motívum csillaggal jelölt. Azokat a régiókat, 
amelyek valószínűleg külső felszínen helyezkednek el, aláhúzás jelöli.



AAV-2 kapszid proteinek között konzervált, ami méginkább alátámasztja azt a

hipotézist, hogy az ACG triplet a startkodon a GPV és az MDPV VP2 esetében is.

Összehasonlítva a GPV és az MDPV VP1 polipeptidek szekvenciáit 87,7%-os

aminosav azonosságot állapítottunk meg. A kapszid proteinek tehát jobban eltérnek

egymástól mint a nem struktúrális proteinek, de legközelebbi rokonuknak — csakúgy

mint a REP proteinek esetében — az AAV-2 bizonyult. Az AAV-2 VP1 70,2%

aminosav hasonlóságot mutat a GPV és az MDPV VP 1-hez.

Tsao és munkatársai (1991) röntgen krisztallográfiával meghatározták a CPV

háromdimenziós szerkezetét. Chapman és Rossman (1993) a CPV háromdimenziós

struktúrájának ismeretében, számítógépes módszerekkel számos parvovirus

kapszidproteinjét összehasonlította, közöttük az AAV-2-ét is. Ezt az összehasonlítást,

valamint a mi összehasonlításunkat használva, az AAV-2, a GPV és az MDPV VPl-ek

között megjósolhatóak azok a GPV és az MDPV VP3 régiók, amelyek valószínűleg a

felszínen helyezkednek el. A VP3 polipeptidek ezen részei között a divergencia

nagyobb, mint a kapszidproteinek maradék részei között. A legnagyobb különbség a

GPV és az MDPV kapszidproteinek között a 162. és a 178. aminosav közé

lokalizálódik, a VP2 és a VP3 startkodonjai által határolt területre. A GPV és az

MDPV VP1 proteineken az 56. aminosavnál megtalálható a gerincesek parvovírusainál

konzervált PGY motívum (Chen et al., 1986; Dumas et al., 1992).

4.7. A potenciális szabályozó elemek

TATA boxokat keresve a GPV és az MDPV genomokon, 3 lehetséges promote«

találtunk (p9, p 19, p41) a REP1, a REP2 és a VP1 startkodonja előtt. A p41 promoter

szekvenciája (TTTTAA) a GPV genomban nagyon eltér a promoter konszenzus
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szekvenciától. Arra nézve, hogy a két vírusgenomnak ez a szakasza valóban

promoterként funkcionál-e, nincsenek adataink. Az AAV-2 p40 promoter hasonló

genomi elhelyezkedése alapján ez nem zárható ki. Egy további TATA box-szerű elem

található a GPV genom 2732. és az MDPV genom 2743. nukleotidjánál, 5’irányban a

jobboldali ORF első startkódonjától.

Potenciális poliadenilációs szignálokat azonosítottunk a GPV és az MDPV

genom ban a 4655. és a 4671. nukleotidnál, valamint egy továbbit az MDPV genom ban

az 1703. nukleotidnál, amely hiányzik a GPV genomból.

Találtunk egy potenciális splice donor helyet, amely analóg pozícióban van az

AAV-2 splice donor helyével a 2207. nukleotidnál a GPV, és 2218. nukleotidnál az

MDPV genomban. Két alternatív splice akceptor hely található a 2423. és a 2455.

nukleotidnál a GPV genomban, a 2434. és a 2466. nukleotidnál az MDPV genomban.

Ismert transzkripciós faktor kötőhelyeket keresve azt találtuk, hogy ezek a

legnagyobb sűrűségben az ITR-en fordulnak elő, amely azt sugallja, hogy az ITR-ek fő

szerepet játszhatnak nem csak a replikációban, hanem a transzkripció szabályozásában

is.
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5. MEGBESZÉLÉS

Nukleáz kezelésekkel, megfelelő körülmények között végzett nukleinsav

kivonással és in vitro konverzióval sikerült bizonyítanunk, hogy a libából izolált GPV

és a mosusz kacsából izolált MDPV nukleinsava karakterisztikus, a parvovírusokra

jellemző tulajdonságokat mutat, vagyis egyszálű, lineáris kb. 5000 bázis hosszúságú

DNS, 3’ végén palindrom szekvenciával amely primerként szolgál Klenow-fragmenttel

végzett in vitro DNS szintézishez. A GPV és MDPV virionokba a pozitív és negatív

szál egyforma mennyiségben épül be, ami az eddig vizsgált önállóan replikálódó

gerinces parvovírusok közül csak a LuIII-ra (Diffoot et al., 1989) és a B19-re (Cotmore

és Tattersall, 1987) volt jellemző.

Annak ellenére, hogy restrikciós endonukleáz emésztéssel a két vírustörzs erősen

különbözöttt egymástól, a hibridizációs kísérlet arra utalt, hogy ezek mégis egymás

közeli rokonai. Ezt a két vírus DNS szekvenciájának összehasonlítása igazolta is; a

vírusok nukleotidszinten 81.9 %-os azonosságot mutattak.

Mivel intakt, fertőzőképes virionok keletkeznek olyan plazmidról, amely az

általunk szekvenált kiónokból összeépített teljes genomját hordozza az MDPV-nek, így

ez a szekvencia egy biológiailag teljesen aktív genomot reprezentál. A két vírus

rokonsága és a szekvenciák hasonlósága alapján valószínűleg ugyanezt jelenthetjük ki a

GPV genom szekvenciájáról is. Látható, hogy a GPV jobboldali ITR-je egy

nukleotiddal hosszabb, mint a baloldali, az MDPV esetében pedig egy nukleotiddal

rövidebb. Ez a heterogenitás klónozási artefaktum is lehet, mégis azt gondoljuk, hogy

ez inkább a végek flexibilis felbontásának az eredménye a replikáció folyamán. Egy-két
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bázisos heterogenitást figyeltek meg az AAV-2 genom in vitro és in vivo replikációja

során mindkét végen (Fife et al., 1977; Snyder et al., 1993; Chiorini et al., 1994b).

Ugyanilyen flexibilisen bontotta a végeket az MVM NS1 protein is in vitro

kísérletekben (Cotmore és Tattersall, 1994).

Míg más szerzők a szekvenálási nehézségeket а В19 és a JcDNV ITR-ek

esetében a GC kompressziónak tulajdonítják (Deiss et al., 1990; Dumas et al., 1992),

addig mi azt találtuk, hogy a GPV és az MDPV ITR-ek esetében a szekvenálási

nehézségeket a flipp és flopp orientációk közti folyamatos átalakulás okozza. Az a

megfigyelés, hogy a flipp-flopp átalakulás előfordul olyan baktériumban, amely a fő

rekombinációs génekben deficiens, arra enged következtetni, hogy az ITR-ek erős

rekonbinációs „hot spotok”. A flipp-flopp átalakulás egy baktériumsejtben

természetesen artefaktumnak tekinthető, mivel ez a folyamat egy duplaszálú cirkuláris

plazmidon játszódik le. De pontosan ez az, ami a dolog érdekességét adja, mivel a

plazmid replikációjakor biztosan nem fordul elő hajtű transzfer, vagyis a hajtű transzfer

nem elengedhetetlen a flipp-flopp izomerizációhoz. Ennek alapján nem zárható ki, hogy

homológ rekombináció okozhat flipp-flopp átalakulást eukariota gazdasejtben is, ez a

tény pedig gyengíti a „modified rolling hairpin” model érvényességét.

Az MVM NS1 protein egy [ACCAJ2 motívumhoz kötődik, 17 nukleotid

távolságra endonukleotikus hasításának helyétől (Cotmore et al., 1995). Hasonló

szekvencia motívumokat találhatunk az összes rágcsáló csoportba tartozó parvovírusnál

(Astell, 1990). Az AAV-2 REP68 protein egy GCTC ismétlődést hordozó motívumhoz

kötődik, 16 nukleotid távolságra a trs helyétől (Chiorini et al., 1994a; McCarty et al.,

1994). Hasonló tetranukleotid ismétlődés található 12 nukleotid távolságra a GPV és az

MDPV genomban. Számításba véve a jelentős homológiát a GPV, az MDPV és az

AAV-2 REP proteinek között, valamint a tetranukleotid motívumok konzervatív
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pozícióját, föltételezhetjük, hogy a GPV és MDPV REP1 protein ehhez a GTTC

ismétlődéshez kötődik.

A 2. számú GPV és MDPV splice akceptor hely szekvenciája jobban megfelel a

konszenzus splice akceptor hely szekvenciájának mint az 1. számú (Alberts et al.,

1989). Valószínű, hogy a 2. akceptor hely és a donor hely kapcsolódásával létrejött

mRNS-ről (hírvivő RNS) transzlálódik a VP2 és VP3 protein. Lehetséges, hogy a két

akceptor hely különböző szekvenciája szerepet játszik a keletkező két fajta mRNS

mennyiségének szabályozásában. Hasonlóan, mint az AAV-2 esetében (Trempe és

Carter, 1988), elképzelhető, hogy a 2. akceptor helynél sokkal többször történik meg a

splicing mint az 1. akceptor helynél, ezáltal sokkal több olyan mRNS keletkezik

amelyről a VP2 és VP3 transzlálódik, mint amelyekről a VP1.

A számítógépes transzkripciós faktor kötőhely kereséssel más faktorok mellett E-

box és Y-box elemeket valamint MLTF és ATF/CREB transzkripciós faktor

kötőhelyeket találtunk (Anthony-Cahill et al., 1992; Mitchell ésTjian, 1989; Chodosh et

al., 1986). Az ezekhez a helyekhez kötődő elemek bizonyítottan szerepet játszanak az

MVM (Gu et al., 1995; Cotmore és Tattersall, 1994) és az AAV-2 (Chang et al.,

1989) replikációjában és transzkripciós regulációjában. Előzetes adataink vannak arra

nézve, hogy az MDPV jobboldali ITR-je transzkripciót aktivál in vivo Saccharomyces

cerevisie-btn (Stefancsik Rajmund személyes közlés), ami azt sugallja, hogy azok a

faktorok, amelyek ezekhez a régióhoz kötődnek, evolúciósán konzerváltak.

Eredményeink szerint a madár GPV és MDPV legközelebbi rokona a humán

AAV-2. Ez több szempontból is meglepő. Egyrészt, mert a két madárparvovírus

hatékony replikációjához nem szükséges semmilyen helpervírus, másrészt a két madár

vírus és az AAV-2 egymáshoz közelebbi rokonok, mint az AAV-2 és bármely

emlősparvovírus. Ezek a tények fölvetik a lehetőségét, hogy az AAV-2 egy önállóan
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replikálódó ősből fejlődhetett ki, amelynek a gazdája talán valamilyen madár lehetett. A

feltételezést támogatja az a megfigyelés, hogy az AAV-2 bizonyos körülmények között

önálló replikációra is képes (Yakobson et al., 1987).

Ugyanakkor a kapott adatok korlátozzák Bando és mtsai-nak (1987) azt a

megállapítását, hogy a parvovírusok evolúciója gazdától függően történik, mivel néhány

parvovirus közelebb helyezkedhet el egymáshoz a filogenetikus fán, mint megfelelő

gazdáik, azaz számításba kell venni a parvovírusok vertikális transzferét egymástól

evolúciósán távol eső fajok között.

Az NS proteinek összehasonlításának eredménye egybevág a parvovírusok

terminális hajtűstruktúrák szerinti Astell féle osztályozásával (1990), ami azt sugallja,

hogy hasznos lenne a parvovírusok — az új adatok fényében egyre elavultabbnak tűnő

— rendszertanát evolúciós alapon felülvizsgálni.
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