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Bevezetés

A Pseudorabies virus (taxonémiai nevén: Suid herpes
virus | — SuHV-I) a Herpeszvirusok csaladjan beliil az alfa-
herpeszvirusok ko6zé tartozik. El6szor 1902-ben Ajueszky
Aladar magyar allatorvos irta le (Ajueszky, 1902). A virus a
sertések egyik korokozoja, amely komoly gazdasagi karokat
képes okozni. Emellett kozeli rokonsdgot mutat a human
herpeszvirusokkal, valamint természetes modon képes
szinaptikusan Osszekapcsolt neuronokat fertdzni (anterograd
iranyban), igy kivaloan alkalmazhatd neuronhalézatok
feltérképezésére és neuronok  aktivitasanak  mérésére
(Boldogkoi et al., 2009). A virus életciklusat egy preciz
transzkripcios kaszkad iranyitja, melyhez a génkifejez6dés
pontos iddbeli szabalyozasara van sziikség. A géneket annak
fiiggvényében, hogy a fert6zés utan mikor a legmagasabb az
expressziojuk, 4 (korabban 3) osztalyba soroljuk (un. kinetikai
osztalyok): azonnal kifejez6d6 (immediate early — IE), korai
(early — E), atmeneti (early-late — E/L) illetve kései (late — L).
Kutatdsunk célja a virus transzkriptomjanak ¢és a virdlis

génexpresszid szabalyozasanak pontosabb megismerése volt.



Kutatasunk célkitiizései
1. Hogyan befolyasolja az usl gén kiiitése a globalis
génexpresszio szinteket?
2. Ujgeneraciés szekvenaldsi modszerekkel (NGS) a
transzkriptom minél pontosabb feltérképezése.
3. Miként hat a gE/gl heterodimer fehérjekomplex
(us8/us7 gének) kiiitése a globalis génexpresszios

szintekre?

Anyagok és mddszertan

Kutatdsunkhoz a PRV Kaplan torzsét hasznaltuk.
Kisérleteink sordn minden esetben PK-15 sertés vese
epithelialis sejteket hasznaltunk gazdasejtként. Téaptalajnak
DMEM-t hasznaltunk 5% FBS ¢és 80ug/ml gentamicinnel
kiegészitve. Az inkubalast 37 °C-on 5% CO2 mellett végeztiik.

A kisérletekben hasznalt mutans virus torzseket a
molekularis biologia bevett eszkoztarat (restrikcios emésztés,

molekularis klonozés, kotranszfekcio) alkalmazva hoztuk 1étre.

A génexpresszid iddbeli valtozasanak nyomon
kovetésére a mutans torzsekkel tortént fertézéseket az
kovetkez6é idépontokban szakitottuk meg: 0.5 (csak az US1-
nél), 1,2,4,6,8, 12, 18 és 24 h. A munkank soran 3 biologiai

parhuzamost hasznaltunk.



A génexpressziot vizsgalatat reverz-transzkripcidval
kapcsolt real-time PCR segitségével végeztiik el, amelyhez a
mintakbol a sziikséges RNS-t NucleoSpin RNA 11 Kit
hasznalataval vontuk ki, a gyartd eldirasainak megfelelden. A
reverz-transzkripciot SuperScript III enzimmel végeztiik, mig a
real-time PCR-hoz Absolute QPCR SYBR Green Mix-et,
valamint Corbett Roto-Gene 6000-es gépet alkalmaztunk.

A szekvenalasi kisérletiinkhoz két kiillon cDNS
konyvtarat készitettiink: random hexamer primer alapt total
RNS konyvtarat a 100 bp-os paired end szekvenalashoz,
valamint egyedi oligoT10(VN) horgonnyal ellatott primereken
alapuld konyvtarat a polyA-szekvenalashoz. A szekvenalast
kiils6 partner végezte Illumina HiScanSQ platformon. Az
adatfeldolgozast a bioinformatikaban altalanosan hasznalatos
szoftverekkel végeztiik (FastQC, Tophat, HOMER, Bowtie 2,
IGV v2.2), valamint az aktudlisan elérhetd referencia
genomokat  hasznaltuk. Az  génexpressziés  adatok
kiértékeléséhez a relativ expresszid aranyat mér6 Un. R-értéket

¢és ennek tovabbi szarmaztatott variansait hasznaltuk.
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1. abra. A us1 gén expresszios kinetikaja kis (0,1 pfu/sejt ) és nagy (10 pfu/sejt)
titerli fertézések esetén vad tipusu virusban. Kis titer esetén 6-8 oOra utan
masodlagos fertézés 1ép fel az ujonnan termelddott virusrészecskék altal,
amelyek jelentésen torzitjak az expresszios adatokat, igy kis titer(i fertdzésnél
csak az elsé 6 Ora adatait lehet felhasznalni. Hasonl6 titerfliggd expresszios

kinetikat mas gének esetében eddig nem tapasztaltunk.

Eredményeink
Az us] mutans virus Kis és nagy titerti (0,1 és 10 pfu/sejt —

[ ]
plaque forming unit, plakk formalo egység)

pfu =
fertdzésének Osszehasonlitasa soran megfigyeltiik, hogy
Kis titer esetén a génkifejez6dés felfutasa és maximuma

mintegy két oraval késobbre tolodik a nagy titerd

fertdzéshez képest. (1. abra)



R, values
Genes o5 1 2 4 6 8 12 18 24

ie180
ep0 1,497 2,118
ul9 0,43974,095 1410 1,351

PRVL 10,077 12,
ul2l 1,589 0,555 0,547

184 8,912

0,738 1,357 0,881

ul23 1,053 1,205 0,390
ul29 2,395 2,561 1,413
ul30 1,170 4,329 4,608 2,785
ul50 3,402 3,174 1,240
uls2 0,245 2,7738006,524 1,371 13.000
ul54 0,527 0,765 0,404 9,000
us3 3,780
ul14 2,597 3,000
ul1s 0,319 0,721 1,076 0,565 1,000
ul43 2,382 56680 2,234 0,900
ul53 0,429 1,347 0,511 1,106 3,220 1,891
us6 0457 0,419 0,800
ull ‘ 0,504 1,046 3,082 0,937 0,700
uls 0,324 0,249 0,322 0,600
ul6 1,070 1,254 0,808 0,500
ul10 0,358 0,816 0,444 0,400
ul17 0,634 1,178 0,885
ul19 1,136 2,517 1,563 0,300
ul22 1,750 2,679 EEEY 3,160
ul24 0,512 1,112 2,001 3,925 0,948
ul32 0,316 0,734 1,855 1,264
ul33 0,611 1,807 2,123 1,424
ul36 0,322 0,632 1,670 1,031
ul37 0,205 [ 0,314 0,868 1,578 1,414
ula1 | 0,244 0,584 1,998 3,334 1,155
ula2 0,351 1,534 1,784 1,673
ulaa 0,960 0,380
ulag 0,386 2,211 1,557
ul51 0,264 0,245
LAT 0,558 0,270
AST 0,278 1,443 1,062

2. abra. Az us] kisérletben vizsgalt gének mutansban és vad tipusban
mért expresszidjanak az aranyainak heat-map szer(i abrazolasa. A
vOrds szin arnyalatai jelzik, ha a mutansban az adott gén expresszidja
az adott idépontban elmarad a vad tipusétdl, a fehér az azonos
mennyiséget jeloli, mig a sziirke és arnyalatai a vad tipust meghalado
expressziot jelzik. Jol lathatd, hogy az E osztily génjei
tultermelédnek a vad tipushoz képest a fertdzés 6. draja utan.

Az usl mutansban IE, E és E/L osztalyok génjeinek atlagos
expresszioja a fertdzes 6. 6raja utan meghaladja a vad tipus
hasonlo értékeit, szemben a L osztaly génjeivel, amelyek

atlagos relativ expresszioja a 18 oOras minta kivételével



végig a vad tipus értékei alatt marad (2. abra).

Az us7/us8 mutans esetében a fert6z¢és korai szakaszaban
az atlagos génexpresszid minden kinetikai osztaly esetén
alacsonyabb a vad tipushoz képest, ugyanakkor a fert6zés
elérehaladtaval ennek forditottja figyelheté meg. A
legnagyobb overexpresszio az ep0-nal figyelheté meg
(majd 24-szeres tultermel6dés) (3. abra).

Az us/7Tus8 delécio a L osztaly génjeire hat a legjobban a
fertézés els6 oOraiban, késébb viszont az IE és E osztaly
génjei a leginkabb érintettek.

Az us/7/us8 mutans virusban az egyes génosztalyok
dinamikaja is eltérést mutat a vad tipushoz képest, kivéve
az L osztaly génjeit. (3. abra).

Az us/7us/8 mutansban a korabban megfigyelthez
hasonloan azie180 gén expresszioja erdsen korrelal a tobbi
gén expressziojaval — Pearson korrelacio r értékei: r=0,330
a vad tipusnal, és r=0,893 a mutansnal.

RNS szekvenalassal kimutattuk, hogy a virus majd minden
génje aktivan atirddik. A rovid intergenikus repeat régiok
ketto kivételével nem voltak aktivak. A két kivételt az
ul44-ul26 és az ul35-ul36 gének kozotti szakaszok jelentik,
ahol transzkripcios tuliras figyelheté meg. (4.4bra).
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2. dbra. Az us7/us8 mutans virus génosztalyainak Rr értékeinek 10-es
alapu logaritmusa Rr = Rmutans / Rvad tius. AZ Rr esetén az 1-nél nagyobb
szam taltermel6dést, az 1-nél kisebb szam pedig alultermelddést jelent
a mutansban a vad tipushoz képest.

Kimutattunk egy j nem-kédolé RNS-t, a CTO-t.
Az elméletben megjosolt ORF1.2 szekvenciat is sikeriilt
kimutatnunk, de a pontos transzkripcidés startot nem

sikertilt megallapitani.



. UL ORF-1 uL5
| UL26 uL54
UL26.5

3. ébra Példa a transzkripcios thlirasra
Jelmagyarazat: narancs: kodolo régiok, kék:
transzkriptumok, kék korok: polyA hely + széalon,
piros kor: polyA hely a — szalon, zold kor: alternativ
polyA hely a + szalon. Kozépen és feliil,
lefedettség/bp, feliil: PA-szekvenalas, zold: + szal
lefedettsége, fekete: — szal lefedettsége, kozépen:
total RNS szekvenalas, kék: + szal lefedettsége,
vords: — szal lefedettsége.



Kovetkeztetések

Az usl gén titerfliggd expresszidjat korabban nem
publikaltak. Koézel rokon virusokban mutattak mar ki hasonlo
jelenséget és hogy az usl génrdl tobb RNS is atirddhat (Holden
etal., 1992), ugyanakkor a szekvenalas soran nem talaltunk 0j,
ebbdl a régiobodl szarmazd RNS-t, igy ennek a jelenségnek az
oka egyeldre ismeretlen. Az eredmények arra engednek
kovetkeztetni, hogy az usl altal kodolt ICP22 fehérje serkenti
globdlis génexpressziot a fert6zés korai szakaszdban. A
génexpresszid serkentése kozvetlen a viralis promoterekre
hatva vagy azon gazdagének gatlasan keresztiill is
megvalosulhat, amelyek terméke megemésztené a viralis RNS-
eket. HSV-1-ben mar kimutattdk, hogy az ICP22 képes
kolesonhatasba 1épni ciklin-dependens kinazokkal, s ezen
keresztiil képes gatolni a gazdasejt génjeinek kifejez6dését.
Mindkét mechanizmushoz sziikséges, hogy a fehérje jelen
legyen a fertézés korai szakaszaban, és ennek megfeleléen
kimutattak, hogy az ICP22 megtalalhato a virus tegumentjében
(Kramer et al., 2011), igy a virus nucleo-kapszidjaval egyiitt
bejut a fertdzott sejtbe.

A gE/gl heterodimer génszabalyozasban jatszott
szerepe eddig nem igazan volt ismeretes. A mutans virusban az

ep0 gén (a virus egyik transzkripcios faktora, amelyek szerepe



lehet a génexpresszid szinkronizalasaban is (Tombacz, Toth
and Boldogk®i, 2012)) jelent6s overexpresszioja és a tény, hogy
az 1180 (a PRV f6 transzaktivatora) kifejez6dése nagyban
korrelal tobbi gén expressziojaval, megmagyarazhatja, hogy bar
az egyes génosztalyok kifejezédésének mértéke jelentésen
eltér, a fertézés alatt mutatott dinamikdjuk azonban mégis
nagyon hasonlo. Az elméletiink szerint a gE/gl heterodimer egy
eddig még nem ismert hatast gyakorol az ep0 transzkripciojara,
amely cserébe befolyasolja az ie80 és/vagy mas gének
aktivitasat. Mivel az us7/us8 mutansokrol tudjuk, hogy a DNS-
replikaciojuk nem sériilt, és az eredményeink sem mutatnak
ebben eltérést, ezért azt feltételezziik, hogy nem a DNS-
replikaci6 valtozasai okozzak az us7/us® mutans virusban

tapasztaltakat.

A transzkriptom szekvenalds soran kimutatott 01j nem-
kodolo RNS funkcidja egyelére ismeretlen, de figyelemre
meéltd, hogy igen nagy mennységben volt jelent a mintankban.
Tovabbi vizsgalatok sziikségesek a funkcio és a pontos kinetika
megismeréséhez. A transzkripcios tiliras kimutatasa két génpar
esetében szintén fontos bizonyiték lehet a transzkripcids
interferencia  halézat elméletének  aldtdmasztdsara. A
szekvenalas azt is megmutatta, hogy az altalunk hasznalt

torzsben nincsenek 1j, a laborkornyezet altal indukalt mutaciok,



igy ezek nem okozhatték az altalunk tapasztaltakat.

Osszegfoglalas

Kutatasunk fOobb eredményei az alabbi pontokban

Osszegezhetok:

e Az usl gén expresszioja fligg a fert6z¢€s titerétol

e Az usl gén delécidja eltérden befolydsolja az egyes
kinetikai osztalyokba tartozo géneket

o A fert6zés késo szakaszaban minden kinetikai osztalyban
magasabb volt az atlagos génexpresszio az us7/us§ mutans
virusban a vad tipushoz képest

e Az us7/us8 gén par delécidja eltéréen hat a kiilonboz6
kinetikai osztalyokra

e Az us7us8 mutans virusban az iel80 gén expresszioja
korrelal a tobbi gén expresszidjaval

e A PRV transzkriptom nagy felbontasu profiljanak rovid
Osszegzése (ezen eredmények részletes bemutatasa egy

masik doktori disszertacid részét képzi).
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