Az usl gén mutacio hatasa a

pseudorabies virus génexpressziojara

PhD értekezés tézisei

Dr. Takacs Irma

Témavezeto: Prof. Boldogkoi Zsolt

Szegedi Tudomanyegyetem
Orvosi Bioldgiai Intézet
Szeged
2014



Bevezetés

A pseudorabies virust (PRV, mas néven Aujeszky-féle
virus) 1902-ben Aujeszky Aladar allatorvos kiilonitette el
a valodi rabiestdl. A PRV a herpeszvirusok csaladjaba, az
alfa herpeszvirusok alcsaladjaba tartozik. A PRV nem
human pathogén, viszont a rokonai kézott tobb embert
fert6z0 virus is megtalalhato, ezek koziil a legfontosabbak
a varicella zoster és az 1- és 2- tipusu herpes simplex. A
hasonlosdg, a széles gazdaspektruma ¢és konnyl
kezelhetosége miatt valt a herpeszvirusok modell
organizmusava.

A virus latens és litikus formaban is fertozhet, latens
forma esetén sokaig bujik meg a szervezetben, majd kiilsd
behatasra aktivalodik, ekkor szaporodik. Ez a fazis a
litikus fazis. Orokitd anyaga kettds szali DNS, 70
génjének atirddasa kaszkadszeriien torténik. Legel6szor az
azonnali korai gén (1€180) fejezddik ki, ez inditja el a tobbi
gén expressziojat. Ezutan a korai gének fejezddnek ki,

melyek f6leg a nukleotid metabolizmushoz és DNS



replikacidhoz sziikséges proteineket kodoljak. A kései
gének a virus strukturalis elemeit alkoto fehérjéket fejezik
ki. A virusnak 4 transzkripciot szabalyoz6 génje van:
1e180, ep0, usl és ul54. Ezek homologjai megtalalhatok az
Osszes alfa herpeszvirusnal. Az irodalombdl ismert, hogy
az 1e180 nélkiil a PRV nem tud szaporodni. Csoportunk
megvizsgalta, hogy az ep0 knock-out mutacido hogyan
befolyasolja a PRV tulajdonsdgait. Eddig azonban még
nem készitettek usl és ul54 knock-out mutanst, és igy nem
is térképezték fel a tulajdonsagaikat. Ezért munkam soran
az usl gén funkcidjat sziintettem meg, majd
megvizsgaltam az igy Kkapott virus génexpresszios
tulajdonsagait, és hogy az usl hogyan befolyasolja a DNS
replikaciot.

Az utobbi évtizedekben egyre nagyobb hangsulyt kapott
az idegrendszeri kutatds, hiszen annak ellenére, hogy a
tudomany ismeri az idegrendszer anatomiai viszonyait,
pontos mitkodésérél még keveset tudunk. Nagyon fontos
az egyes neuronok kapcsolatainak ismerete, amelyhez
els6sorban jelold virusokat hasznalunk. A két leginkabb
alkalmazott virus a rabies és alfa-herpeszvirusok. Az alfa-

herpeszvirusokat szenzoros neuronok vizsgalatara



hasznaljak, aminek vannak hatranyai (neuronok gyors
degradacioja), de ehhez alkalmazkodva, alacsony
képiaszamu virussal fertézve és rovid inkubacids idot
alkalmazva kitlin6en hasznélhatok.

A fentebb emlitett virusokba fluoreszcens proteint
kodolo gének klonozasaval kapunk jelolé rendszert. A
legels6 és széles korben alkalmazott fluoreszcens protein
a z0ld fluoreszcens protein (GFP), amelynek szamos
modositasa ismert (cian és citrin FP). Ezen kiviil a piros
szinli DsRed is elterjedt. A GFP modositasabol kapott
cidant ¢és citrint gyakran hasznaljdk fluoreszcencia
rezonancia  energia transzfer (FRET) jelenség
eléidézéshez, mely soran az egyik bizonyos frekvencidval
gerjesztett molekula 4tadja az energigjat a masik
molekulanak, azaz gerjeszti, igy az egy masik
hullamhossza fényt bocsat ki. Ez csak bizonyos fizikai
kozelség esetén valosul meg, ehhez hasznalhatunk
troponin molekulat, amely Ca2+ hatasara konformaciot

valt, igy kozel kertil a két fluoreszcens protein egymashoz.



Célkitiizések

Célunk volt megismerni a PRV usl génjének és az altala
kodolt fehérjének a funkcidjat, valamint a viralis
génexpressziora ill. a DNS replikaciora gyakorolt hatasat.

Tovabba kivancsiak voltunk, hogy az eltéré mennyiségii
virussal torténd fert6zés milyen hatdssal van a gének
kifejezddésére.

Valamint olyan rekombinans Virustorzseket szerettiink
volna 1étrehozni, amelyekkel ki tudjuk mutatni a
funkcionalis kapcsolatokat, és meg tudunk hatarozni egy
idGtartamot, amelyen beliil a neuronok biztonsaggal
vizsgalhatok, a sejtek fizioldgiai allapotat megtartva.
Tovabba célunk volt, hogy a neuronok aktivitasat
lathatova tudjuk tenni a Ca2+ szint valtozasanak

detektalasan keresztiil.

Anyagok és modszerek

Allatok, sejtek, virusok A kisérleteket BALB/C és
immunszupprimalt CBA/J egértorzsekkel végeztiik. Mind

a rekombindns virusok létrehozasahoz, mind pedig a



virusfert6zés tulajdonsagainak  vizsgalatahoz a
pseudorabies virus Kaplan (Ka) torzsét hasznaltuk.
Sertésvese sejtvonalat (PK-15) hasznaltunk a virusok
szaporitasahoz és az expresszios kisérletek elvégzéséhez.
A sejteket 5% CO2 mellett 37 °C-os termosztatban,
DMEM tapfolyadék hozzaadasaval szaporitottuk.
Rekombinans virus eldallitasa Fluoreszcens proteint
kodold expresszids kazettat tartalmazo, genetikailag
modositott plazmidot hasznaltunk a virusok eldallitasahoz
szilkséges homolog rekombinaciohoz. Az usl muténs
virus bazissorrendjét DNS szekvenalassal ellendriztiik.
Génexpresszios vizsgalat PK-15 sejteket fertdztiink
virusokkal, majd a fert6zést adott idépontokban (0,5, 1, 2,
4, 6, 8, 12, 18 és 24 o6ra mulva) leallitottuk. A sejtekbdl
0ssz-RNS-t és DNS-t nyertiink, majd az mRNS-eket
szalspecifikus primerek hasznalataval, reverz
transzkripcioval cDNS-sé alakitottuk. Ezek utan real-time
PCR technika segitségével megallapitottuk az mRNS
mennyiségét, valamint a DNS replikacio mértékét.
Statisztika A relativ expresszios aranyt (R érték) egy,
csoportunk altal korabban kidolgozott moddszerrel

szamoltuk Ki, amely a hagyomanyos szamolasi médszerek



mellett (kiiszobfluoreszcencia), figyelembe veszi a PCR
hatékonysagat is. A DNS replikacid vizsgélatdhoz is ezt a
modszert alkalmaztuk. Ezen kiviil egy 0j tényezét is
bevezettiink, amikor az RNS R értékeket a hozzajuk
tartoz6 DNS R értékéhez hasonlitottuk, igy megkaptuk az
adott gén mRNS expresszidjat DNS szalanként (nR érték).

Eredmények

Usl mutans virus vizsgalata Munkdm sordan a PRV usl
génjét valtoztattam meg 0gy, hogy inszercidos mutaciot
hajtottam végre, amely sordn egy GFP-t kifejezd
Ezek utan vizsgaltam a virdlis DNS replikéciot és 32 gén
expressziojanak valtozasat a vad tipusu virushoz
hasonlitva.

A vad virusnal a DNS replikacioja 30 percnél kicsit
magasabb volt, mint 1 és 2 orandl, viszont jelentsen
megemelkedett 2 és 4 ora kozott, majd stagnalt 6 oOraig,
majd megint emelkedett 12 o6raig. Ezek utan esés
kovetkezett be, valdsziniileg mivel az érett virionok

tavoztak a sejtbdl. Az usl mutansnal a DNS replikécio



dinamikaja hasonlitott a vad tipusu viruséra, am fontos
kiilonbség, hogy a DNS replikécié sokkal késdbb, 6 és 8
oOra kozott indult el. Ez 4 o6ras késést jelent. Ezek alapjan
arra kovetkeztettiink, hogy az usl gén megfeleld
mukodése elengedhetetlen a DNS replikdcido iddben
torténd elinditasdhoz.

A génexpresszid vizsgalata sordn olyan mintazatot
figyeltiink meg, miszerint az ie180, a korai, a korai-kései
¢és a kései gének eltéré modon valtoznak az usl mutacio
hatasara. Az €180 expresszioja 4 éraval késébb kezd6dott
az usl mutans esetén, mint a vad virusnal. Az expresszio
a maximumot is késobb érte el (6 oras cstiszas), viszont az
R érték kétszerese volt a vad virusénak. Amennyiben az
nR értéket nézziik, a vizsgalt gének expresszidja fél oraval
késébb kezdbédott, a cstcsot pedig 2 oraval késébb érte el
(a csucs nagysagaban nem volt jelentds kiilonbség). A
késések valosziniileg annak kdszonhetdek, hogy az US1
fehérje megtalalhatd a tegumentben, és ennek hidnyaban
bekapcsol ugyan a virus expresszios rendszere, de késdbb
valamint megvaltozott formaban.

Korai gének esetén inkabb az expresszid mértékében

mutatkozott valtozas, usl mutansnal az R érték cstcsa



négyszerese volt a vad tipusnak, az nR érték pedig
kétszerese. Tehat az usl gatld szereppel bir a Korai
génekre, ¢és hianyaban a korai gének nagyobb
mennyiségben fejezédnek ki, ha csak az egy DNS szalra
jutd génexpressziot vessziik figyelembe. nR értékeket
nézve az expresszid kezdete egy oOrat, mig az expresszid
csucsa két orat késett az usl mutansnal a vad virushoz
képest.

Az usl mutacido hatdsa hasonld volt a korai-kései
géneknél. Az R érték maximuma haromszor nagyobb volt
az usl mutansnal, mint a vad virusnal, és késés sem
mutatkozott. Az nR értéket tekintve mindkét virusnal
ugyanakkor kezdddott az expresszid, viszont az usl
mutansnal a csucsot két draval késobb érte el, és az nR
maximuma kétszeres volt. Ebbdl arra kovetkeztethetiink,
hogy az usl gén terméke hasonloéan befolyasolja a korai-
kései géneket.

A kései géneknél az expresszid kezdete €s maximuma is
késett, viszont nagysaga ugyanakkora volt (R értékeket
tekintve). Az nR értékeknél, hasonldan az R értékekhez,
csuszas kovetkezett be az expresszid maximumaban.

Ellentétben viszont a korai és korai-kései génekkel, az



10

expresszid maximuma magasabb a vad tipus esetén, mint
az usl mutansnal, ebbdl arra kovetkeztethetiink, hogy a
kései gének kifejezddését segiti az US1 fehérje.

Fontos megemliteni egy, a kései gének atirédasara
vonatkozé6 megfigyelést. Osszehasonlitottuk a DNS
replikacié beindulasanak idépontjat, valamint a kései
gének expresszidjanak kezdetét. Ebbdl kideriilt, hogy a
kései gének atiroddsa hamarabb kezdddik, mint a DNS
replikacid, tehat a korabbi elképzeléssel szemben nem a
DNS replikacio a triggere a kései gének expresszidjanak.

A virus titer hatasa a fertozés lefolyasara Masik
munkankban vizsgaltuk azt, hogy a virus fert6zés esetén a
fert6z6 virionok szdma hogyan befolydsolja a
génexpressziot. Kisérletiinkben 0,1 és 10 multiplicity of
infection (MOI) mennyiségii virust hasznaltunk. Majdnem
az 0sszes PRV gén esetén magasabb volt a génexpresszid
magas szamu virussal torténd fert6zésnél az 1 és 2 oras
idépontban. Az ie180 expresszidja végig alacsonyabb volt
nagy titert fertdzésnél. Az AST expresszidja ellentétesen
alakult, nagy titerti fert6zésnél volt magasabb a szintje. Ha
az iel80 ¢és AST szintjét hasonlitottuk egymashoz,

észrevettiik, hogy nagy titer(i fert6zésnél az ie180 szintje
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sokkal magasabb volt az AST szintjénél. Kis titernél
viszont az ie180 ¢és AST szintje ugyanazon tartomanyban
volt, bar id6ben ellentétesen valtoztak. Ebbdl arra
kovetkeztettiink, hogy kis titer esetén az iel80 és AST
szabalyozza egymas szintjét, ezzel befolyasolva, hogy a
virus latens vagy litikus ciklusba 1ép-e be. Nagy titer
esetén pedig az 1e180 expresszidja egyértelmiien
magasabb, igy litikus iranyba viszi a fert6zést. A
szabalyoz6 gének (ep0, usl és ul54) szintje magasabb volt
az els6 két oraban a nagy titerli fertézésnél, és az usl és
ul54 szintje késobbi idépontokban (4 és 6 ora) is. Ennek
valosziniileg az az oka, hogy a nagyobb mennyiségli DNS
replikaciohoz tobb szabalyozo fehérje sziikséges.

Neuron jelolés Munkank soran olyan virusokat hoztunk
létre, amellyel nyomon kovethetok az adott neuron
funkcionélis kapcsolatai. Ezen feliil a virus kijeldl egy
olyan periddust, amelyen beliil a neuron még élettanilag
€p, a virus nem karositja, igy elektrofizioldgiai vizsgéalatok
biztonsaggal végezhetdk velik. Ez a virus kétféle
fluoreszcens proteint fejez ki, az egyik a DsRed, a masik
pedig a GFP. A GFP hamarabb jelenik meg, a DsRed
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pedig 7 6réval utana, ez alatt az id0 alatt lehet biztonsaggal
elektrofiziologiai vizsgalatokat végezni.

A masik 0 virus tipus a neuronok aktivitasat jelzi. A
virus kifejez egy un. troponeon molekulat, amely két
fluoreszcens molekulat tartalmaz, melyet troponin kot
Ossze. A troponin érzékeny a Ca-milid valtozasara,
megkoti azt, igy konformaciovaltozas kovetkezik be.
Ennek hatdsara a két fluoreszcens molekula (cian €s citrin)
kozel keriil egymashoz, és bekovetkezik a FRET jelenség:

a molekula sarga fényt bocsat ki.

Osszefoglalas

Munkéam soran a PRV virus egyik szabalyoz6 génjének
funkcidjat vizsgaltam. Megallapitottuk, hogy az US1
fehérje szerepet jatszik a génexpresszids kaszkad
elinditasaban, gatolja a korai és korai-kései gének,
valamint serkenti a kései gének kifejezddeését. Nagyon
fontos megemliteni egy, a vad tipusnal és usl mutansnal
is észlelt, DNS replikaciora és kései gének kapcsolatara
vonatkozo jelenséget. Ellentétben a korabbi hipotézissel, a

kései gének kifejezddése nem kovette a DNS replikacio
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beindulésat, tehat nem a viralis replikdcio a kései gének
leirddasanak elinditoja.

A virusfert6zésnél az eredeti mennyiség befolyasolja a
génexpressziot. Ha nagyobb mennyiségli virussal torténik
a fertozés, akkor kozel az Osszes gén expresszidja
magasabb, igy az i1e180 és tobbi szabalyozd fehérje is
erésebben fejezddik ki. A litikus vagy latens ciklusba
torténd belépést az ie180 és AST aranya hatarozza meg.

Létrehoztunk egy olyan PRV alapu rendszert, amellyel
neuronokat tudunk megjeldlni. Azonban nemcsak
morfologiailag tudjuk feltérképezni a neuronhaldzatokat,
hanem a Timer virusok segitségével meg tudjuk allapitani,
hogy milyen iddintervallumban lehet elektrofiziologiai
vizsgalatokat végezni. Ezek a virusok ugyanis kijeldlnek
egy 7 oras periddust (piros majd zold szin megjelenése),
amikor a virus még nem karositotta a sejtet, de mar
megjelolte. Egy masik PRV alapu virussal pedig a
neuronok aktivitasat tudjuk detektalni ugy, hogy a sejtbe
aramlo Kkalcium mennyiségének valtozasat FRET
jelenséget kihasznald troponeon molekuldt tartalmazé

virus jelzi.
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