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Bevezetes

Az Aujeszky-féle virus (AyV) vagy mas néven sertés herpeszvirus-
1 (SHV-1) nevét felfedezdjér6l, Aujeszky Aladar magyar

allatorvosrdl kapta, aki 1902-ban izolalta és irta le a korokozét.

Az AyV az Alphaherpesvirinae alcsaladba tartoz6 nagy, duplaszalu
DNS genomu virus, mely hasonl6 génelrendezddést és nagyfoku
szekvencia homoldgiat mutat géntermékeiben a csalad mas tagjaival,
mint példaul a human herpeszvirus 1 és 2 (HSV-1/2) vagy a

varicella-zoster virus (VZV).

Nem humanpatogén, valamint kénnyen kezelhet6 volta miatt kivalo
modellorganimussa valt, melynek segitségével az alcsalad toébbi

tagjanak megismerése is lehet6ség nyilt.

A virus életciklusabol adoddan latens vagy produktiv infekciot képes
okozni. Litikus infekcio esetén a virus gének kaszkad-szerien
irodnak le, el6szor az azonnali korai (immediate early-IE) gének,
melyek szabalyoz6 funkciét latnak el, és beinditjak a kovetkezd tn.

korai (early-E) gének transzkipciojat, melyek a DNS szintézisért



felel6sek. A harmadik, idében legkésébb leir6d6 gének a kései (late-
L) gének, melyek a virus szerkezeti elemeit kédoljak. Az AyV
szabalyoz6 szerepet betdlt6 génjeinek mutacioja, valamint a fert6z6
virus mennyiségének a fent emlitett génkaszkadra vonatkozo hatasat

eddig nem ismertiik.

A SHV-1 latens allapotaban egyetlen transzkriptum mutathat6 ki, a
Latency Assosiated Transkript (LAT), mely egy az epO génrdl
leirod6 mRNS-el komplementer, szabalyozd szerepl un. antiszensz
RNS. Ezen transzkriptumok leirédasa azonban a virus bizonyos
génjeinek mutacidja, illetve az alkalmazott virusmennyiség

fiiggvényében valtozik.

Munkank folyaman kvantitativ Real-Time RT-PCR technikat
alkalmaztunk, mellyel lehetségiink nyilt kis kdépiaszamban jelen

1év6 RNS molekuldk detektalasara is.

Az AyV rendelkezik azon tulajdonsaggal, hogy a szinaptikus
kapcsolatban 1évd idegsejteket képes megfertdzni, ezért az utébbi
években a legnépszeriibb neuronalis nyomjelzové valt. Genomja
nagyméreti DNS fragmentek befogaddsara és kiilonboz6

sejtvonalakba juttatasara képes, valamint kiilonb6z6 fluoreszcens



proteinek beépitésével a virus funkciondlisan kapcsolt neuronok in

vivo és in vitro jelolésére valt alkalmassa.

Ceélkituzes:

1. Az AyV gének expresszidjanak vizsgalata kiilonb6zo kisérletes

koriilmények alkalmazasaval:

- AyV antiszensz RNS-ek kinetikajanak dsszehasonlitasa kezeletlen
mintdkban, valamint fehérjeszintézis (cikloheximidin; CHX) és DNS
replikacio gatloval (foszfonoecetsav; PAA) kezelt PK-15 sejtek

esetén

- A fert6zéskor alkalmazott virusmennyiség hatasanak vizsgalata a

gének expresszidjara

- vhs és ep0 gének deléciés mutansainak hatasa a gének

transzkripcidjara

2. Rekombinans virus torzsek készitése, melyek



- kiilonboz6 érési id6ével rendelkezd fluoreszcens proteint, illetve
aktivitds szenzort fejeznek ki, és segitségiikkel kiilonb6z6 eredetii
idegsejteken, szivizomsejteken végzett funkcionalis vizsgalatok

id6tartama megallapithat6

Modszerek

Virusok, sejtek szaporitasa: Az AyV két torzsét, a vad tipusu
Kaplan (Ka) és az attenualt Bartha (Ba) torzseket, valamint ezek
deléciés mutansait hasznaltuk. A virusokat sertésvese (PK-15)
sejtvonalon tartottuk fenn. A PK-15 sejteket DMEM tapoldatban, a
kutya szivizomsejteket M199 tapoldatban (melyet kiegészitettiink
kreatinnal, karnitinnel, taurinnal és inzulinnal) 37°C-n, 5% CO2

termosztatban tartottuk fenn.



A génexpresszios vizsgalat: Az AyV gének transzkripcios analizisét
reverz transzkripciot kovetden Real-Time PCR technikaval
vizsgaltuk. A reverz transzkripcidhoz gén- és szal-specifikus
primereket alkalmaztunk. A reakci6hoz SuperScriptlll (Invitrogen)
enzimet hasznaltunk. A Real-Time PCR reakcidkat Rotor-Gene 6000
(Corbett) késziilékkel végeztiik. A kétszalu cDNS-eket SYBRGreen
(Thermo Scientific) interkalalédd festékkel mutattuk ki. Adataink
kiértékeléséhez a relativ expresszids aranyt (R; relativ képiaszam)
hasznaltuk, mely révén megallapithattuk a gének expresszios
kinetikajat. A gének expresszids dinamikajanak 6sszehasonlitasat a

Pearson-féle korrelacios koefficiens szamitasaval.

o’

Rekombinans ,targeting” plazmidok eloallitasa: Adott plazmid,
meghatarozott viralis DNS szekvenciat tartalmazo6 régidjaba (mely
hatarol6 szekvenciaként szolgal) riporter fehérjét kodolé marker gént

ltettiink be.

Rekombinans virusok eldallitasa: A kiilonb6z6 fluoreszcens
proteineket, aktivitds markereket expresszalo virusokat a Ka-, vagy
Ba virustérzsek és rekombindns ,targeting” plazmidok kozotti
homolog rekombinacioval valdsitottuk meg. A rekombinans

virusokat a riporter gén kifejez6dése alapjan szelektaltuk.



Eredmények és diszkusszio

Az AyV gének expresszidjanak vizsgalata

Eredményeinket PAA és CHX kezelt, valamint kezeletlen mintak
Real-Time RT-PCR vizsgalataval megallapitottuk, hogy az AyV
egyetlen IE génje az IE180 gén, mely cikloheximidin kezelést
kovetben magas expresszids szintet mutatott, mely a sajat
transzkripcidjanak gatlasaért is felelés IE180 protein gatl hatasanak
hianya miatt jott létre. A PAA kezelés alapjan elmondhatd, hogy az
egyes kinetikai osztalyokba tartozo gének kozé nem huzhaté éles
hatarvonal, a kinetikai csoportok egy folyamatos atmenetet
képeznek. Az AST és LAT antiszensz RNS-ekrdl megallapitottuk,
hogy nem lehet kinetikai hovatartozasukat egyediil a PAA és CHX
kezelés alapjan megallapitani, mert egyedi expresszios kinetikat
mutattak a vizsgalatok soran, ami azt valdszinisiti, hogy mas
szabalyozas is hat rajuk. Alacsony (0,1 MOI- multiplicity of
infection) és magas (10 MOI) virustiterrel valo fert6zés hatasat
vizsgaltuk 37 génre. Megallapitottuk, hogy a gének tobbsége az
infekcié kezdeti fazisaban alacsonyabb szinten fejezédtek ki a kis

titer fert6zéskor, mint a nagy titer esetén, ez a trend 6 oraval a

fert6zést kovetden tébb mint a gének felénél megfordult.



Kimutattuk, hogy a nagy titer fert6zéskor szamos gén transzkripciéja
4 és 6 ora kozott visszaesik, mely alacsony titer esetén csak egyetlen,
az us3 gén esetében volt megfigyelhetd. Megfigyeltiikk, hogy magas
titer fert6zéskor az IE180 gén antiszensz parja, az AST
transzkriptum mennyisége nagymeértékben visszaesik. Ez az
eredmény ramutat arra a szabalyozé mechanizmusra, hogy magas
titer fertdzéskor a virus litikus ciklusba kezd, mig alacsony titer
fert6zést kovetéen a virus dont arrdl, hogy latens vagy produktiv

cikusba lépje e be.

A génexpresszios analizist ul41 (virion host shutoff; vhs; az
endoribonukledz aktivitast fehérjét kddolja) mutans virustérzson is
elvégeztiik. Eredményeink azt mutatjak, hogy az ul41 gén a korai (E)
génekre, ezen beliil is az ep0 génre van hatassal, a VHS fehérje
hianyaban ezen gének transzkripcios szintje megemelkedett. Ez az
eredmény arra utal, hogy a VHS fehérje csokkenti az EPO fehérje

mennyiségét, ezaltal kozvetten gatolja mas E gének transzkripciojat.

Eredményeink szerint az ep0 génre (early protein 0; transzaktivator)
fejti ki leger6sebb gatl hatasat. Feltételezziik, hogy az epO gén az

ie180 génnel egyiitt szabalyozza a gének atirodasat.



Rekombinans virus torzsek alkalmazasa ideg- és szivizomsejtek

funkcionalis vizsgalatara

Idegpalya jeldlésre valamint kiilonb6z6 idegen gének célba
juttatdsara hasznalt virusoknak, harom kritériumnak (specifikus és
retrograd terjedés, valamint alacsony citotoxicitas) kell megfelelnie,
melyeket a virus genom meghatarozott génjeinek kiiitésével értiink
el. Létrehoztunk un. Timer virusokat, melyek két kiilonb6z6 érési
idej(i fluoreszcens fehérjét kddolnak. Ezen virusok segitségével pre-
és poszt-szinaptikus neuronok elkiilonitése valt lehetové. A
troponeon expresszalo, un. Aktivitas szenzor virusok alkalmasnak
bizonyultak a neuronok miikodésének vizsgalatara. A kombinalt
virusok el6bbi két virus tulajdonséagait 6tvozi, mely a fert6zott sejt
allapotarol,  elektrofiziol6giai ~ mérések  kivitelezhetGségének
id6intervallumarol ad informaciot. Aktivitas szenzort expresszalo
virusok szivizomsejtek allapotanak vizsgalatdra is alkalmas.
Eredményeink ramutattak, hogy az altalunk hasznalt virusok human

embrionalis sejtvonalon is alkalmazhat6ak.
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