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BEVEZETES

Az Aujeszky-féle virus (AyV), az a-herpeszvirusok alcsaladjaba
tartozod, a sertések Aujeszky-féle betegségét okozo duplaszali DNS
virus. A herpeszvirusok sz¢leskorlien alkalmazott
modellorganizmusa, ,,616”, neuronalis nyomjelzéként alkalmazzak
idegpalyak jelolésére és idegsejtek aktivitasanak vizsgalatara.

Az a-herpeszvirusok ¢letciklusa elsésorban a transzkripcio szintjén
szabalyozott: el6szor a szabalyoz6 gének (IE; azonnali korai)
irédnak le, amelyet a DNS szintézisben szerepet jatszo E (korai)
gének transzkripcidja kovet. Végiil, a virus szerkezeti elemeit kodolod
L (kései) gének kifejezédése kovetkezik. A 70 AyV gén kinetikai
osztalyokba soroldsa korantsem teljes, a gének tobb mint felét a
rokon HSV gének alapjan soroltak valamely csoportba.

A herpeszvirus genom alapvetd sajatsaga, hogy a gének gyakran
atfed6 (mested) elrendezddésiiek, a transzkriptumok 3’ ko-
terminalisban végzddnek. Emellett jellemzdek a konvergensen,
illetve a divergensen elrendezddd géncsoportok.

Az antiszensz RNS-ek a mRNS-sel komplementer, fehérjét nem
kodolo, szabalyozd RNS-ek. A neurotrop herpeszvirusoknal ismert,
hogy latens allapotban, az in. LAT (Latency associated transcripts)

antiszensz RNS fejezddik ki, azonban a teljes genomot érintd cis-



antiszensz RNS transzkripciordl mostandig nincsenek adatok. A f-
herpeszvirusok alcsaladjat képvisel6 human cytomegalovirussal
végzett kutatasok azt bizonyitjak, hogy a herpeszvirusoknal, sok gén
antiszensz szalarol is folyik transzkripcio.

A Real-Time RT-PCR egy rendkiviil érzékeny technika, mely
lehetdvé teszi, hogy rendkiviil kevés kopiaszdmi mRNS-t is
detektalhassunk. Az a-herpeszvirus gének kinetikai osztalyainak
megallapitdsa mostandig a hagyomanyos (Northern-, ¢s Western-
blot), illetve az alacsony kopiaszami mRNS-ek detekcidjara kevésbé
alkalmas microarray moédszerekkel tortént. A Real-Time RT-PCR
technikat csak két tavoli rokon virus (HHV-6B, RMR) esetében
hasznaltak.

Az utobbi években az AyV a legnépszeriibb neuronalis
nyomjelzové valt, koszonhetéen azon tulajdonsagainak, hogy képes
a szinaptikus kapcsolatban all6 idegsejteket megfertdzni, illetve,
hogy oOrokitdé anyaga nagyméreti idegen DNS befogadéasara
alkalmas. A fluoreszcens fehérjét kifejez6 AyV alkalmas eszkoz a
funkcionalisan kapcsolt idegsejtek jelolésére in vivo és in vitro

egyarant.



CELKITUZESEK

(1) Az AyV gének funkcionalis analizise

- a 70 AyV gén kinetikai osztalyainak megallapitdsa és expresszios
dinamik4juk Osszehasonlitdsa kezeletlen mintdkban, valamint
fehérjeszintézis (cikloheximidin, CHX) és DNS replikacié gatloval
(foszfonoecetsav; PAA) kezelt PK-15 sejtek esetén

- ateljes AyV genom antiszensz transzkripcidjanak vizsgalata

(2) Egyedi AyV gének funkcidjanak vizsgalata génkiiitott
(knock-out) virusokban

- az ul41 gén hatasa a tobbi gén expresszidjara

- egyedi AyV gének a virus terjedési sajatsagaira kifejtett hatdsanak

vizsgalata

(3) Transzgénikus virusok fejlesztése, melyek

- aktivitas szenzort fejeznek ki, mellyel, az egymdssal kapcsolatban
allo idegsejtek aktivitasat vizsgalhatjuk

- kiilonbdzd szinli fluoreszcens fehérjéket kodolnak, s igy
alkalmasak a kiilonb6z6 agyi teriiletek elkiilonitésére

- alkalmasak szivizomsejtek funkcionalis vizsgélatara



MODSZEREK

Virusok, sejtek szaporitasa: A kiilonb6zo projektekhez az AyV két
torzsét, a Kaplan (Ka) és az attenudlt Bartha (Ba) torzseket és ezek
knock-out mutansait hasznaltuk. A virusokat sertésvese (PK-15)
sejtvonalon tartottuk fenn. A PK-15 sejteket DMEM téapoldatban, a
kutya szivizomsejteket M199 tapoldatban (melyet kiegészitettiink
kreatinnal, karnitinnel, taurinnal és inzulinnal) 37°C-n, 5% CO,
termosztatban tartottuk fenn.

A gének Kkifejezédésének vizsgalata: Az AyV gének expresszios
analizisét reverz transzkripciot kovetd Real-Time PCR technikaval
valositottuk meg. A reverz transzkripcidhoz gén- és szal-specifikus
primereket haszndltunk a nagyobb specifitds és az antiszensz
transzkriptumok detektalasa érdekében. A reakcidhoz SuperScriptIll
(Invitrogen) enzimet hasznaltunk. A Real-Time PCR reakciokat
Rotor-Gene 6000 (Corbett) késziilékben végeztiik. A kétszalu cDNS-
eket SYBRGreen (Thermo Scientific) interkaldlodd festék
alkalmazéasaval mutattuk ki. A relativ expresszios aranyt (R; relativ
kopiaszdm) egy 10) moddszerrel hataroztuk meg, mely révén
megallapithattuk a gének expresszids kinetikdjat. Egy olyan Real-
Time RT-PCR-on alapulé modszert dolgoztunk ki, mellyel (a
hagyomanyos PAA és CHX kezelés mellett) a virusgének kinetikai



osztalyozasa kezeletlen mintdk esetén is lehetdvé valt. A gének
expresszidos dinamikdjanak  Osszehasonlitisat a  Pearson-féle
korrelacios koefficiens szamitasaval és hierarchikus klaszterezéssel
(Cluster 3.0 szoftver) végeztikk, s Java TreeView programmal
abrazoltuk.

Fluoreszcens protein (FP) expresszalo AyV-alapu amplikon
eléallitasa: A virus replikdcios origojat (OriS) és csomagolo és
pakolo (pac) régioit, valamint egy fluoreszcens fehérje expresszalo
kazettat épitettiink be a pKS plazmidba.

Rekombinans ,,targeting” plazmidok eléallitasa: Adott plazmid,
hatarold szekvenciaként szolgal) fluoreszcens fehérjét kddold marker
gént iiltettiink be.

Rekombinans virusok eloallitasa: A kiilonb6z6 fluoreszcens
proteineket, aktivitds markereket expresszald virusokat a Ka-, vagy
Ba virustorzsek ¢s rekombinans plazmidok kozotti homolog
rekombinacidval valositottuk meg.

A DNS - é RNS izolalas, a DNS szekvenalias, PCR, az
elektroforézis, a transzfekcio, valamint a klénozas soran jol ismert

modszereket hasznaltunk.



EREDMENYEK és DISZKUSSZIO

Az AyV genom expresszios analizise

A Real-Time RT-PCR technika érzékenysége, valamint az altalunk
kidolgozott matematikai modell hasznalataval sikeriilt mind a 70
AyV gén kinetikai osztdlyait megallapitanunk kezeletlen mintak
esetén. Eredményeinket PAA és CHX kezelt mintdk expresszios
analizisével is meger0sitettiik. Megéllapitottuk, hogy az AyV
egyetlen IE génje az ie/80. Eredményeink alapjan elmondhato, hogy
az egyes kinetikai osztalyokba tartozo gének kozé nem huzhat6 éles
hatarvonal, a kinetikai csoportok egy folyamatos 4atmenetet
képeznek, a gének IE, E és L osztalyokba soroldsa valojaban egy
talzott leegyszerlsités. A Pearson-féle korrelacios koefficienst
alkalmazva a géneket tiz csoportba osztottuk, melyek
megfeleltethetok  a  hierarchikus  klaszterezéssel ~ kapott
eredményeknek. Az LLT1 ¢és LLT2 antiszensz RNS-ekrdl
megallapitottuk, hogy expresszids dinamikdjuk a  veliik
komplementer mRNS-ekhez (EPO és IE180) képest ellentétes. Az
AyV minden génjénél detektaltunk kisebb-nagyobb mértéki
antiszensz expressziot. Kimutattuk, hogy bizonyos genomi
régiokban jelentds, akdr a mRNS mértékét is meghalado az

antiszensz RNS-ek képzddése. Azt tapasztaltuk, hogy a nested gének



azonos, mig a konvergens gének ellenkezé6 (E és L) kinetikai
osztalyokba sorolhatok. Ugy véljiik, hogy a DNS egyik szalarol
torténd transzkripcid negativ hatassal van a masik szalrol valo
leirodasra, s e szabdlyozas hatterében a transzkripcio talirédasa
(read-through) all, s az antiszensz RNS-ek tk. e mechanizmus
eredményei. Adataink alapjan javasoljuk a libikoka (Seesaw)
hipotézist, mely azt allitja, hogy a konvergens géncsoportok tagjai a
transzkripcié folyaman a gén 4tirasat kovetden tovabb folytatjak az
RNS szintézist, s ezen a mddon szinkronizaljdk a géncsoportok
atirodasat. A génexpresszios analizist ul41(virion host shutoff; vhs;
az endoribonukleaz aktivitdisi VHS fehérjét kodolja) mutans
virustorzson is elvégeztiik. Eredményeink azt mutatjak, hogy az ul41
gén a fertdzés korai szakaszaban (1 draval a fert6zést kdvetden)
nincs hatassal a virusgének expresszidjara, késébb azonban jelentds
mértékben gatolja azt. Eredményeink szerint az ep0 génre (early
protein (0, transzaktivator) fejti ki legerOsebb gatld hatédsat.
Feltételezziik, hogy a vhs az ep( szabalyozéasa révén kozvetetten fejti
ki hatasat a tobbi virusgénre.

A gE és gl gének hatasa a virus terjedési tulajdonsagaira: A gE
¢és gl gliikoproteinek 4ltal alkotott heterodimer komplex a virus
anterograd iranyu terjedéséért felel, a gE és gl gének kititésével

kapott mutans virusok kizarolag retrograd médon terjednek.



A TK gén hatasa (a DNS szintézisben szerepet jatsz6 timidin kindz
enzimet kodolja): Az idegsejtek ATK virussal valo fert6zés hatasara
megorzik fizioldgiai tulajdonsagaikat, mely azt jelzi, hogy a ATK-
virus avirulens.

Az rr és az ep0 génekben valamint az ASP régioban bekovetkezo
mutacié hatiasa a virus miikodésére (rr: a DNS szintézisben
szerepet jatszo ribonukleotid reduktdz enzimet kodolja; ASP:
antiszensz promoter): A Arr, Aep0 virusok kevésbé virulensek, mint
a vad tipusa Ka virustdrzs, ezek egylittes mutacidja egy olyan
attenualt torzset eredményezett, mely ,megerdsitve” az ASP
régioban kivitelezett mutacioval, alkalmas szivizomsejtekbe vald
génbevitelre.

Rekombinans virusok hasznalata idegpalyak jelolésére, ideg-és
szivizomsejtek miikodésének vizsgalatara: A ATK virusok,
valamint ugynevezett AyV-alapu amplikonok hasznalataval olyan 4-
komponensii rendszert dolgoztunk ki, mely a preszinaptikus
neuronok jelolésére alkalmas. Az idegsejteket egy tun. ,,DNS-
koktéllal” transzfektaltuk: FP-t kifejez6 amplikonnal, egy masik
szint kodoldé plazmiddal, TK-expresszios kazettdt tartalmazo
plazmiddal és ATK virussal. A ATK-virus az ugynevezett poszt-
mitotikus (nem-osztddo) sejtekben, pl. idegsejtekben nem képes

replikalodni, a TK enzimet a TK expresszios kazettdt hordozo



plazmid szolgaltatja, mely azonban nem terjed a virussal, s igy a
kovetkezd sejtben a virus replikacigja abbamarad. A kiilonb6z6 agyi
régiok megkiilonboztetésre un. Rainbow virusokat fejlesztettiink ki,
melyek szdmos, kiilonbozd szinli FP-t fejeznek ki. A Timer virusok
két, kiilonb6zo szinli FP-t (piros €s zold) fejeznek ki. A piros FP a
fertdzés korai fazisaban detektalhato, a zold pedig késobb s igy a
fertdzés idejérdl és a fertdzott sejt allapotardl ad informaciot. A
troponeon expresszald, in. Aktivitas szenzor virusok alkalmasnak
bizonyultak a neuronok ¢€s szivizomsejtek mitkodésének vizsgalatara.
OSSZEFOGLALAS ,

GENEXPRESSZIOS ANALIZIS

1. Egy 1j, az a-herpeszvirusok globdlis expresszids vizsgalatdhoz és
az AyV gének kinetikai osztilyozasahoz. még nem alkalmazott,
reverz transzkripciot kovetd Real-Time PCR technikét dolgoztunk ki
és alkalmaztunk. 2. Uj matematikai modellt dolgoztunk ki, melynek
révén meghataroztuk az egyes gének relativ expresszids aranyat
(relativ kopiaszdmat), s mely lehetové tette, hogy a 70 AyV gén
expresszids dinamikajat meghatarozzuk. 3. A mddszer alkalmasnak
bizonyult knock-out virusok transzkripcids analizisére és a teljes
virusgenomrdl leirodd antiszensz RNS-ek detektaldsara is. 4. A
modell alkalmazhaté barmely ehhez hasonlo, idében trendszeriien

valtoz6 rendszer génexpresszios analizisére
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VIRALIS NYOMJELZES

1. Olyan, AyV-alap, aktivitds szenzort kifejez6 virusokat
fejlesztettiink, melyek a szinaptikus kapcsolatban allo idegsejteket
jelolik meg, s adnak informacidét a neuronok aktivitasarél. 2. A
Timer virusok két kiilonb6zd szinti FP-t expresszalnak egymashoz
képest idében késleltetett modon, s igy fert6zés stddiumarol adnak
informaciot. 3. Olyan, Gigynevezett Rainbow virusokat fejlesztettiink,
melyek a kiilonb6zd agyi teriiletek, ill. agyi magvak
finomszerkezetének térképezésére alkalmasak. 4. Mutans Ka és a Ba
virustorzsekkel olyan rendszert dolgoztunk ki, mely alkalmas a
fertdzott idegsejttel egyetlen szinapszis tavolsdgra 1évé neuronok
detektaldsara. 5. A piros fluoreszcens fehérjét expresszalo Ba
virustorzs €s egy korabban leirt, z6ld fluoreszcens proteint kddold
virus kombinalt hasznalata alkalmas eszkoznek bizonyult

meghatdrozott agyi teriiletek elkiilonitésére.

AYV-ALAPU GENBEVITEL SZiVIZOMSEJTEKBE

Olyan AyV-alapu génbeviteli rendszert dolgoztunk ki, mely
alkalmas szivizomsejtekbe vald transzgének bevitelre Uigy, hogy a
szivizomsejtek megtartjdk normalis elektorfiziologiai és morfologiai

sajatsagaikat.
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