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1. Bevezetés

A haszonndvényeket fertézd viralis korokozék — koztitk a szilvahimld virus (Plum pox
virus, PPV) és a burgonya Y virus (Potato virus Y, PVY) — jelentds kérokat okoznak. A
ndvények virusok okozta betegségei nem gyégyithatok, ezért a fo cél a megeldzés. A
legfobb terjesztd maga az ember: a mezdgazdasagra jellemzd monokultirdk kivald
szaporodasi lehetdséget biztositanak a kérokozéknak, és a ndvényi szaporitdanyagok révén
a virusok 1j, még nem fertdzott terliletekre, akir més fildrészekre is eljuthatnak. Ma mér a
szaporitéanyagok elodllitdsdnak folyamatit, nemzetkozi cseréjét és kereskedelmét szigori
eléirasok szabalyozzdk. A ndvényi anyagok szlirése a killondsen veszélyes, karantén
kérokozé6k kozé tartozé virusokra kételezd, mi tobb, a virusmentesség igazoldsa csak az arra
alkalmasnak nyilvénitott eljarassal lehetséges.

A gyakorlatban leginkdbb elterjedt, és altaldnosan elfogadott virus-diagnosztikai
modszerek foként az ELISA (enzyme-linked immunosorbent assay) technikan alapulnak. Ez
nagyszamu névényi minta gyors €s specifikus vizsgélatat teszi lehetdvé, azonban a médszer
érz€kenysége, kilondsen az aktiv nbvekedési periéduson kivill, nem mindig kielégité.

A nukleinsav felszaporitdson (amplifikaci6) alapul6 technikdk lényegesen nagyobb
érzékenységet biztositanak, azonban koltségesebbek, és a munka- és idéigényilk is nagyobb.
A polimeréz lancreakcién (PCR) kivill, alternativ nukleinsav amplifikaci6s technolégidkat is
alkalmaznak diagnosztikus célokra, mint példaul a NASBA-t (nucleic acid sequence-based
amplification), melynek fo templitia az egyszald RNS, ezért killdnésen alkalmas RNS
virusok kimnutatéséra.

Az amplifikiciés technikdk rutin diagnosztikai célokra valé alkalmazésat szidmos
kutatis-fejlesztési eredmény segitette eld: a minta elokészités egyszeriisitése ¢és
automatizilasa, egyetlen reakciéban tdbb kérokozé jelenlétének vizsgilata (multiplex
reakci6), valamint a nukleinsav amplifikdciéval parhuzamos, valés idejii fluoreszcens
kimutatasi médszerck alkalmazéisa. Ez ut6bbi fejlesztés lehetové tette a felszaporodé termék
zért reakcidedényben torténd, reakcié kozbeni detektaldsit, mely a kimutatis idejét.
munkaigényét, valamint a munkateriilet termék molekulaval valé szennyezddésének a
veszélyét is jelentdsen csokkentette.

A specifikus amplifikécié reakcié kozbeni kdvetésének egyik lehetséges eszkdze a
molekuléris beacon (MB) préba. Az MB-k olyan strukturélt oligonukleotidok, melyek S
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végéhez egy fluorophore, a 3’ véghez pedig egy fényelnyeld (in. quencher) csoport
kapcsolédik. A termindlis részeken egymaéssal komplementer szekvencidk taldlhatdk,
altaldban 5-7 nukleotid hosszusagban, melyek hibridizalasa biztositja a préba jellegzetes
stem-and-loop struktirdjinak (MB struktira) kialakulasit. Ennek kovetkeztében a
Sfluoraophore és a quencher csoport egyméshoz kelloen kozel keriil ahhoz, hogy gerjesztés
hataséra a fluorophore 4ltal elnyelt energia direkt transzfer tjdn a quencher csoportnak
dtadédjon, igy a fluorophore csoport nem bocsdt ki fényt. A célszekvencidval
komplementer, 15-30 nukleotid hosszisigi szakasz az oligonukleotid kbzépsé részén
helyezkedik el. A proba kotodése konformécié véltozast okoz: a termindlis régiok
hibridizaciéja megszinik, ezért a fluorophore és a quencher csoport eltidvolodik és
gerjesztés hatdsdra fényemisszi6 mérheté. Az MB prébdkat mind PCR, mind NASBA
reakcidkban sikeresen alkalmazték az amplifikici6 val6s ideji kovetésére. Az MB termék-
analizissel kombinalt NASBA amplifikéciét AmpliDet RNA-nek nevezik (Amplification
and Detection of RNA). Az MB-k a linedris prébdkhoz képest nagyobb specifitdssal
rendelkeznek és ezért kivaléan alkalmasak pont mutéciék kimutatdsira. A megndvekedett
specifitas termodinamikai modelljét is leirtdk.

A szilvahimld a csonthéjas gyimolcsfak legjelentdsebb virdlis betegsége. A szazad
elején intdk le Bulgéridban, azéta fokozatosan atterjedt az egész kontinensre, majd megjelent
Eszak-Afrikaban, Eszak- és Dél-Amerikaban, valamint Azsidban is. Az érzékeny fajokon,
fajtakon jelentds termésveszteséget, ill. a gylimolcstk deformalddéasat, foltosoddsat okozza.
Biologiai és szerolégiai tulajdonsagok alapjan a virus négy torzsét kilsnitették el (PPV-D,
PPV-M, PPV-EA és PPV-C), melyek eltérd, bar fokozatosan atfed6 foldrajzi elterjedést
mutatnak. A PPV kimutatisira és tipizAldsira mind szerol6giai, mind nukleinsav alapa
diagnosztikai eljarasokat kifejlesztettek, azonban a virus egyetlen diagnosztikai rendszerben
torténd kimutatisa és a fertdzo térzs azonositdsa, barmely torzsbe tartoz6 izolatum esetén,
nem volt megoldott.

A burgonya Y virus kartékony és elterjedt kérokozd. Gazdakére igen széles, a
legjelentdsebb kdrokat a burgonya, paradicsom, bors és dohény tltetvényekben okozza. A
virus szdmos véltozata ismert. A burgonydr6l szdrmazé izoldtumokat biologiai
wlajdonsagok alapjan hérom torzsbe soroltak (PVYN, PVY®, PVY®). A 80-as évek kézepén



olyan, a PVYN torzsbe tartozé virusokat irtak le, melyek a burgonya gumék felszinén
nekrotikus gyiiriiket (gumoénekrézis) hoznak létre és a kordbban rezisztens fajtdkat is
képesek megfertdzni. A viruscsoportot PVY"™.nek nevezték el. A virdlis torzsek
szerolégiailag is elkilloniilnek, habdr a biol6giai osztilyozdssal valé korrelacié nem
tokéletes. Az egyes tdrzsek, ill. izolatum csoportok eltérd biol6giai tulajdonsagaiért felelos
genom régidkat még nem azonositottdk. A PVYN™ izoldtumok specifikus kimutatisa a
karantén intézkedések végrehajtdsa miatt killsndsen fontos, azonban ezen izolitumok a
tobbi PVY™ virustél sem szerolégiai sem dohany indikdtornovényeken végzett biolgiai
tesztekkel nem killnithetok el. A guménekrézist okoz6 patotipus és egy, a kopenyfehérje
ko6dolé régiéban taldlhaté géndtrendezddés kozbtt korreldciét irtak le.

Mind a PPV, mind a PVY a Potyvirusok kdzé tartozik, melyekre egy szegmensbdl
allo, egyszali, pozitiv sense RNS genom jellemzd.

A virusok véltozatos és valtozékony kérokoz6k. Megbizhat6 diagnosztikai eljarasok
kidolgozasihoz szitkséges a biolégiai, szerologiai és molekuléris tulajdonsagaik jellemzése,
¢és a szekvencidk filogenetikai analizise. A nukleinsav amplifikécién alapulé médszerek
tervezésénél, az oligonukleotid primerek ill. probak célrégidjanak kivélasztdsdban a virus-
specifikus tényezok mellett a szekvencia jellegzetességeit is figyelembe veszik.

Az oligonukleotidok koétédésének stabilitasdt a kialakulé duplex olvadasi
hémérsékletével (T,), valamint az adott hdmérsékleten, a duplex kialakulésat kisérd
standard szabad energia véltozassal (AG®) jellemezhetjik. Ezen paraméterek eddigi
legmegbizhatébb predikciéjst a nearest-neighbor (NN) modell szolgéltatta. A modell
érvényességét demonstraltdk DNS-DNS, RNS-RNS, és RNS-DNS heteroduplexek esetén,
valamint az egy nukleotid eltérést (mismatch) tartalmaz6 DNS duplexeknél. Az elvet
kiterjesztették a DNS ill. RNS masodlagos struktirdk stabilitdsanak predikci6jara, és
felhasznaltdk komplex rendszerek jellemzésére, mint pl. a strukturdlt prébdk kotodési
erfsségének a jellemzéséhez strukturdlt célmolekuldk esetén. Mindazonéltal, az
oligonukleotid primerek és prébak tervezésénél, igy az MB prébak esetében is, gyakran
alkalmaznak tapasztalati szabélyokat.



2. Célkitdzések

1. Egy olyan PPV diagnosztikai eljirés kidolgozasat tiztik ki célul, amely érzékeny és
alkalmas barmely virustorzs specifikus azonositdsdra is. Evente igen nagyszami
szaporitéanyag minta szlirésére van szilkség, ezért fontosnak tartottuk, hogy az eljiris
cleget tegyen a rutin tesztelés tdmasztotta kovetelményeknek, mint amilyen a
gyorsasag, egyszeriiség €s a nagyszaimi minta iddegység alatti analfzisének lehetdsége.

2. A burgonya Y virus kimutatisira és tipizildsara, beleértve a guménekrdzist okozé
patotipus specifikus detektdldsat is, egy érzékeny és nagyszdmi minta gyors
vizsgalatara alkalmas diagnosztikai eljarast terveztiink kidolgozni.

3. Az AmpliDet RNA kivéldéan alkalmas RNS célmolekuldk érzékeny, specifikus, és
gyors kimutatasra. A kiilonbozo diagnosztikai eljarasok eltéré specifitdst igényelnek:
cél lehet egyetlen nukleotid eltérés kimutatdsa, de akar egy vagy tébb mismatch
tolerdlasa is. Az MB probdk kotddésének stabilitdsa €s a prébék specifitdsa a reakcié
korilményei kozott kevéssé jellemzettek. Az AmpliDet RNA tébb szempontbél is
specidlis kornyezetet jelent: a kotédés eredményeképpen RNS-DNS heteroduplex
alakul ki, a reakciéelegy nagy mennyiségl, az olvadisi hémérsékletet csokkentd
dimetilszulfoxidot (DMSQO) tartalmaz, és a préba — valamint potencidlisan a
célmolekula is — ers mésodlagos szerkezettel bir. Ezért célul tztiik ki az MB prébék
kotédési  tulajdonsigainak és specifitdsinak jellemzését az AmpliDet RNA

korilményei kozott, tovabbd egy, az emlitett tulajdonsigok predikaliséra alkalmas
mddszer kidolgozasat.

3. Az alkalmazott médszerek rovid sszefoglaldsa

¢ Altalanos molekuléris biolégiai médszerek
A dolgozatban bemutatott munkéhoz széles korben hasznéltuk a molekuléris biolégia
altalinos mddszereit, Ugymint nukleinsavak izoldldsa, kl6nozisa, restrikci6s
enzimekkel torténd analizise és szekvencidjuk meghatirozisa. Az alabbiakban néhany,
a munkahoz specifikusan kapcsolédé médszert kitlon is kiemelilnk.

e Amplifikaciés modszerek
A munka sorén PCR. RT-PCR és NASBA amplifikacids reakci6kat alkalmaztunk.
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Fluoreszcens detektalés

A molekularis beacon prébak gerjesztését, és az Altaluk kibocsétott fény mérését
Applied Biosystems Prism 7700, valamint Fluoroskan FL fluoriméter készillékek
segitségével végeztiik.

RNS célmolekula in vitro eldéllitasa

Az RNS in vitro szintézisét kettdsszdla DNS templéatot haszndlva T7 RNS polimeraz
segitségével végeztik. Az egyetlen nukleotid eltérést tartaimazé molekulikhoz a
templdt DNS-t egymaéssal 4tfedd oligonukleotidok 4ltal irdnyitott mutagenezissel
éllitottuk eld.

Szekvencia analizis, predikci6

A GCG 8.0, és a Phylip programcsomagokat, valamint a CLUSTALW és a SimPlot
programokat hasznaltuk Osszehasonlité és filogenetikai analizis céljdra. Az
oligonukleotid primerek ¢és probdk kitddési stabilitisinak predikci6jshoz az
OLIGO 4.0, MFold, OligoWalk valamint sajat készitési programokat alkalmaztunk.

4. Eredmények

bl

Integrdlt RT-PCR/nested PCR médszer kidolgozdsa a szilvahimlG virus kimutatdsdra és

torzseinek elkitlonitésére

Az adatbankokban rendelkezésre 4ll6 kopenyfehérje (CP) szekvencidk alapjn, a
kordbban antigén tulajdonsigunak leirt N-termindlis régiéban az egyes torzsekre
jellemz6 aminosav mintizatokat azonositottunk. Az ezeknek megfeleld nukleinsav
szekvencidkhoz oligonukleotid primercket terveztiink. A virus 4ltalinos kimutatisshoz
a fenti diagnosztikus régi6kat hatirolé genomszakaszokban elhelyezkedd konzervélt
szekvencidkat vélasztottunk ki, és azoknak megfelelden oligonukleotidokat
szintetizaltuk. A fenti primerek hasznalataval, az elsd, RT-PCR reakcidban kimutathaté
a virus jelenléte, mig a reakciéterméken, mint templiton végrehajtott négy nested
reakci6ban meghatérozhat6 a fertdzd izol4tum tipusa.
A moédszer miikddését, és az oligonukleotid primerek specifitisat biol6giailag
jellemzett virus izolatumokbél tisztitott RNS-en, ill. a viralis CP-t kddol6é kiénozott
cDNS-eken, mint templétokon, igazoltuk.
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A mddszer érzékenységét 40 tinetes gyiimdlcsfir6l begy(ijtott minta tesztelésével
ellendriztik. A vizsgdlat eredményét 8sszehasonlitottuk egy kordbban publikalt, a
virdlis genom 3’ nem-kdédolé régi6jat kimutats, PCR-alapi médszerrel kapott
eredménnyel. Az 0j médszerrel negativnak bizonyult mintdkban a masik eljirds sem

‘mutatta ki a virus jelenlétét, mig ellenkezd eset elofordult: a nested reakcidkban

kimutathatd volt a virusfertozés.

Az  ujonnan  kifejlesztett  differenciél-diagnosztikai médszer  gyakorlati
hasznélhatdsaganak bizonyitaséra 92 tovabbi, foként Magyarorszagr6l szdrmaz6 PPV
izoldtumot tipizaltunk. Az izolitum gyiijtemény jelentds részénél a torzs-specifikus
azonositast a gyakorlatban hasznélt ELISA ill. Rsal-RFLP médszerekkel is elvégeztilk,
és dsszehasonlitottuk a kapott eredményeket. A PCR és az ELISA médszerek az esetek
77.3 %-ban azonos, mig 20,5 %-ban konzisztens eredményt adtak (azaz a PCR kevert
PPV fertdzést jelzett, és az ELISA ezek kozill az egyik komponenst azonosftotta). Egy
izolatum esetében a két médszer 4ltal adott torzsmeghatirozis ellentmondé volt. A
PCR ¢és RFLP eljarasok eredménye 91,7 %-ban azonos, 8,3 %-ban konzisztens volt.

Multiplex AmpliDet RNA assay kidolgozdsa a burgonya Y virus kimutatdséra és a

Jert626 izoldtum jellemzésére

Elvégeztitk a guménekrézis patotipussal korreléciét mutaté genomi régiét is
tartalmazd, a PVY képenyfehérjéjét kédolé szekvencisk filogenetikai analfzisét. Mivel
szamos rtekombindns izoldtumot irtak le, a Kklaszterezést rbvidebb, Aatfedd
génszakaszokon végeztik. A PVY™N™ izolstumok CP-kédolé régitja, az elvarasoknak
megfelelden, kiméra-jellegiinek bizonyult, amely létrejohetett egy PVY™ és egy PVY®
tipusu virus rekombinéci6ja eredményeképp. A feltételezett rekombinécié tdréspontja
korili PVYN és PVY?C torzs-specifikus mint4zatokat vélasztottuk ki diagnosztikus
célokra. A hatirolé genomrészeken konzervalt szekvencidkat kerestink a NASBA
reakcioban alkalmazott oligonukleotid primerek tervezéséhez. igy a reakci6 sorén a
megfeleld szakaszt barmely ismert PVY izoldtum esetén felszaporitjuk. A csoport
specifikus azonositdst a NASBA termékhez kapcsol6dé6 MB prébakkal valésitottuk
meg: két MB kotodik a feltételezett toréspont mindkét oldaldn, mind a PVY"-, mind a
PVY®.specifikus mintazatokhoz. A négy MB-hez négy killonbdzd fluorophore
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csoportot terveztink, amely lehetdvé teszi az egymés melletti detektalasukat, azaz a
PVY fertozés kimutatasat és az izoldtum tipizalasat egyetien reakci6ban.

A NASBA primerek és az MB préb4dk megfeleld specifitasat biol6giailag jellemzett
mintékkal igazoltuk. Az eljéras érzékenységét ismert mennyiségi, in vitro szintetizélt
RNS templétsorozattal hatdroztuk meg, és 10* RNS molekulédnak adédott.

A prébak tervezésekor arra torekedtiink, hogy a célrégidjaban eldfordulé kisebb
variabilitis a torzs-specifikus kimutatist ne zavarja. Ezért, egyrészt két MB
szekvencidjit médositottuk ismert polimorfizmusok tolerdldsa érdekében, mdsrészt
pedig a probékat Gigy terveztiik, hogy véarhatéan kdtédjenek a célrégidban egy nukleotid
eltérést mutaté szekvencidkhoz. Mutans célmolekuldkkal vizsgaltuk a fluoreszcens jel
intenzitisat, azaz, hogy a prébik megfelelnek-e ennek az elvarisnak. Egy eset
kivételével az MB-k toleraltdk az egy nukleotid eltérést a tesztelt izoldtumoknal.

Négy MB alkalmazisit az esetlegesen elofordulé kevert fertdzések megbizhatd
kimutatdsa tette szikségessé. A moédszer mikodOképességét és megbizhatosagat
mesterségesen elbdllitott, tobb PVY tipusra jellemzd, kevert RNS-t tartalmazé
mintakon igazoltuk.

A gyakorlati alkalmazhatésig bizonyitiséra hat orszgbdl szdrmazé, 47 bioldgiailag
jellemzett PVY izoldtum analizisét végeztitk el az (ijonnan kifejlesztett AmpliDet RNA
moédszerrel. Huszonhét PVYN™, 9 PVYN, 8 PVY? és 2 PVYC virust a médszer jol
azonositott, mig az eredmény egy esetben eltért (PVY™ diagnézis PVYN™ helyett).

MB prdbdk tervezése AmpliDet RNA assay-ben térténd alkalmazdshoz

Az AmpliDet RNA assay-ben alkaimazott MB prébdk kitddési tulajdonsigainak
jellemzésére javasoltunk egy megkozelitést, predikcidjara pedig egy médszert,
termodinamikai modellek felhasznalasaval.

Azért, hogy a NASBA reakcidelegy, mint kémyezet hat4sat a nukleinsav hibridiziciéra
minden szempontbd! figyelembe vehessiik, az elegy egyes komponenseinek szerepét
kisérletesen allapitottuk meg. Az eltérd kation koncentraciét, ill. homérsékletet a
modellek nyujtotta extrapolaciés lehetdségek szerint vettilk figyelembe.



Tizennégy MB esetében meghatdroztuk a préba 4altal kibocsétott fluoreszcencia
intenzitasat a homérséklet figgvényében, cél RNS moiekulajelenlétében ill. nélkille, és
a mért adatokbdl kiszamitottuk az MB struktira ’felnyflisanak’ ill. az MB-RNS
kotodésnek az egyensilyi dlland6it, NASBA-szeri kérilmények kozott. A kisérletesen
meghatérozott alland6ékbél szAmitott AG® értékeket 8sszehasonlitottuk a predikalt
értékekkel. melyek, a rendszer komplexitdsdhoz képest, j6 egyezést mutattak (10%
koriili atlagos hibévat).

Az MB prébdk AmpliDet RNA assay-ben valé specifitdsinak jellemzésére egy
probakbol és RNS molekulakbol 4116 kisérleti rendszert hoztunk létre. Hat, jelentdsen
atfedd hibridizalé régidval rendelkezd prdba specifitdsat vizsgltuk tokéletesen
illeszkedad, ill. egy nukleotid eltérést tartalmazé templat molekuldkkal. A mutins RNS-
ek két tipusba tartoztak: az egyik csoport esetén a nukleotid szubsztiticié varhatéan
relative stabil mismatch-et eredményezett, mig a masik erdsen destabilizdlé mutici6t
tartalmazott. A kisérleti rendszer célja az volt, hogy megfigyelhessiilk a kotodés
specifitdsdnak a véltozdsit a hibridizAld régié hosszédnak, ill. az MB-RNS duplex
stabilitdsanak figgvényében, mas tényezok, pl. masodlagos struktirabeli killdnbségek
hatasinak a kizarasival. Kisérleteinkben fokozatos dtmenetet figyeltink meg a pont
mutécié specifitds, és a mismatch tolerancia kozott. Az ftmeneti tartoményban a
prébak, az elvarasoknak megfelelden, a nukleotid eltérés tipuséto! figgden pozitiv vagy
negativ eredményt jeleztek.

Vizsgéltuk néhany nukleotid analég alkalmazési lehetoségét az MB prébak mismatch
tolerancidjinak novelésére. A kisérleteinkben az inozin és univerzélis purin analégok
nem novelték jelentds mértékben a probdk mismatch tolerancidjst. Az univerzilis
pirimidin anal6g, ellenben, amennyiben a célmolekula purin nukleotidot tartalmazott a
megfeleld pozicidban, erds kotddést és az analég nélkiili préba komplementer
célmolekula jelenlétében mért fluoreszcencidjahoz képest alig cstkkent erdsségi jelet
eredményezett.



§. Diszkusszié

e A szilvahimld virus kimutatisira és tirzseinek elkiilonitésére kidolgoztunk egy RT-
PCR/nested PCR alapu diagnosztikai médszert, mely alkalmas a rutin sziirések 4ltal
megkivant nagysz&mi minta vizsgélatéra.

e Az eljirss érzékenysége — az RT-PCR/nested PCR kombinécionak koszonhetden —
felilmualta az osszehasonlitashoz hasznalt, publikdlt PCR-alapt PPV kimutatasi
médszerét. A virus torzsek azonositisiban és a kevert fertozések kimutatisiban
érzékenyebbnek bizonyult az elfogadott ELISA, ill. Rsal-RFLP médszereknél.

e A Kkifejlesztett PCR primerek igen jo specifitist mutattak, mind laboratériumi
korilmények kozott, mind pedig szabadfoldi mintak vizsgllata sordn. Kereszt és
mellékreakciékat nem tapasztaltunk.

e Az celjaris megbizhatésiginak tesztelése sordn megvizsgiltunk 92 foként
Magyarorszigi eredeti, 1965 és 1991 kozott begyijtott izoldtumot. Az ujonnan
fejlesztett médszer adta torzs-specifikus diagnézis mind az ELISA, mind az RFLP
analizis eredményeivel magas korreléciét mutatott.

e A PPV-D torzs eldforduléasi gyakorisdginak ugrasszerii megnovekedését figyeltilk meg
az 1990 korilli peribdusban, amely, vélhetden, a megvéltozott irdnyu és nem
megfelelden ellenrzétt ndvényi szaporitdanyag kereskedelem révén jutott az orszigba.
(A PPV-D térzs koribban Nyugat- és Dél-Eurdpéban volt jellemzo.)

e A burgonya Y virus kimutatisira és a fertdzd izolatum jellemzésére egy multiplex
AmpliDet RNA eljérast dolgoztunk ki. A moddszer a kopenyfehérje kédolé régio
specifikus mint4zatai alapjan kuloniti el a viruscsoportokat, melyek j6 egyezést
mutatnak a biologiai PVYY, PVY?C és PVYN™ tipusokkal.

e A moédszer érzékenysége messzemenden kielégiti a gyakorlat 4ltal tamasztott
kdvetelményeket.

e Az eljards adta tipizdlds megbizhatdsagit Dbiologiailag jellemzett izolatumok
vizsgilatival teszteltitk. A 47 analizdlt virus mintdb6l a kifejlesztett eljaras 46-ot
sikeresen azonositott, mig egy PVYN™ izolatumot PVYN-ként diagnosztizalt. A
kisérletes munka lezérdsa utin szdmos, djonnan meghatérozott PVY CP kddold



szekvencia vélt ismertté. Ezen izolidtumok tilnyomo t6bbségét a médszeriink helyesen
azonositan4. Egyes PVYN™ izolatumok eltérd eredményt adnénak, amely, a validéci6s
kisérlet eredményével egyiitt, arra utal, hogy a génatrendez6dés csak korreldl, de nincs
okozati Hsszefiggésben a patotipussal. Mindazonéltal, a mddszer alkalmas a PVY
virusok tipizaldsara, és a guménekrozist okozd izoldtumok jelzésére is, bér kivételek
elofordulhatnak.

Az AmpliDet RNA assay, mint technika, a kiillénféle fluorophore-okal jelslit MB
probék alkalmazasaval kivalé lehetdséget nyijt a multiplex kimutatdsra. A kifejlesztett
eljarasban négy eltérd fluoreszcens csoporthoz kapcsolédé prébét hasznaltunk, és
demonstréltuk. hogy ezek szignéljai tokéletesen elkiilonitheték. Az eljars
alkalmassagat kevert fertdzések detektalaséra igazoltuk.

Muténs célmolekuldk hasznélatdval demonstriltuk, hogy a kifejlesztett probak nagy
valésziniiséggel alkalmasak az egy nukleotid eltérést tartalmazé izoldtumok
detektélssdra is.

Termodinamikai modellek és kisérletes eredmények felhasznéldsaval javasoltunk egy
médszert az MB struktira és a célmolekuldhoz valé kotddés stabilitdsdnak
predikci6jdra, AmpliDet RNA assay koriliményei kozott. A  megkdzelités
helytallésagéat, ill. a predikalt értékek megbizhatosagit kisérletesen ellendriztik. A
rendszer komplexitasat és az alkalmazott modellek pontossigit figyelembe véve, a
javasolt médszer j6 és megbizhatd értékeket adott.

A probdk specifitisinak a tesztelésére egy kisérleti rendszert dolgoztunk ki.
Megfigyelhettilk. hogy, habir mind a stem-and-loop struktira stabilitisat, mind a
céimolekuldhoz valé kotodést jellemzé szabad energia értékek a miikodéképes MB
probdk esetén igen széles tartoményban helyezkedtek el, ezen prébik specifitdsa
jelentdsen killonbozott. Demonstriltuk a pont muticiék specifikus kimutatisanak
lehetoségét AmpliDet RNA assay-ben, még relative kevéssé destabilizalé nukleotid
szubsztiticiok esetén is. Amennyiben a préba célmolekuléhoz hibridiz4lé régi6janak a
hosszit noveltiik, egy ’4tmeneti tartomanyt’ figyelhettiink meg, amikor a mismatch
tipusétol erdsen fliggdtt a proba kotddése. Az ennél stabilabb MB-k, vérhat6an,
barmely egyetlen nukleotid eltérést tolerdlni képesek.



e Az univerzilis pirimidin analég kivaléan alkalmasnak bizonyult az MB prébak
mismatch tolerancidjonak a novelésére. Demonstriltuk, hogy a kotdédés erdssége.
birmely komplementer célmolekula esetén, alig csbkken az analég nélkiili proba
tokéletesen illeszkedd célmolekuldhoz valé kétddéséhez képest. Az analégot a PVY
kimutatiséra és tipizalasara kifejlesztett eljarasban is alkalmaztuk: az MB-O1 két P
nukleotidot tartalmazott, és egy esetben demonstralhatéan képes volt kotodni az eg)y
nukleotid eltérés ellenére is.
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7. Késztnetnyilvénitds

Eziton szeretnék kdszonetet mondani Dr Dorgai Lészlénak a témavezetésért és a
munkimhoz nyujtott folyamatos szakmai timogatisaért. Koszonettel tartozom Dr Kalman
Mikldésnak és a Bay Zoltdn Alkalmazott Kutatasi Alapitvanynak, hogy PhD hallgat6ként
részt vehettem az intézetben folyé szinvonalas munkaban.

Hél4val tartozom Dr Cor D. Schoennak (Plant Research International, Wageningen,
Hollandia), akinek révén megismerkedhettem a ndvényi virusdiagnosztika legijabb kutatési
eredményeivel, és Dr Harm Huttinga-nak, aki Ichetové tette, hogy bekapcsolédjak az
intézetben folyé magas szintd kutatasokba.

Koszonetemet szeretném  kifejezni Dr Kolber Maridnak (Pest Megyei
Novényegészséglgyi és Talajvédelmi Allomés), amiért a novényi virusokkal kapcsolatos
szaktudésat és tapasztalatait megosztotta velem, valamint a jéindulatéért és segitségéért.

Szeretném még kifejezni a haldmat a munkatirsaimnak, akiknek nagyon sokat
kdszdnhetek, kozottik is Vordés Andreanak, Balint Arankanak, Dr Kiss-Téth Endrénck,
Szameczné Rutkai Editnek és Szamecz Bélanak a Bay Zoltin Intézetbdl, valamint Michel
M. Klerksnek, Dr Jan van der Wolfnak és Jose von Beckhovennek a Plant Research
International intézetbdl.

Koszénom a vildg kiilonbozo részein €10, szamos kolléganak, név szerint, Dr Thierry
Candresse-nek, Dr Palkovics Laszlénak, Dr Lev Nemchinovnak, Dr Wolf Istvinnak, Dr
Steen Nielsennek, Dr Rudra P. Singh-nek, hogy hozzijrultak az &ltaluk leirt virus
izoldtumok vizsgélatdhoz, ¢és rendelkezésemre bocsétottak azokat. Hasonléképpen
koszonettel tartozom Dr Jan van der Wolfnak és Michel M. Klerks-nek, az 4ltaluk tervezett
¢s szintetizilt molekuléris beacon prébékért.

Kosz6nbm az Isogen Bioscience BV és az Organon Teknika véllalatok (Hollandia)
munkatérsainak, hogy rendelkezésiinkre bocsitottak molekuldris beacon prébakat, ill.
NASBA reagenseket, lehetové téve szamos kisérlet elvégzését.





