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BEVEZETES

A HSV-1 és a HSV-2 a herpeszvirusakerpeszvirus alcsaladjaba tartoznak. Bér altalanesertek
arrol, hogy lézi6t okoznak a szdj komyékén (HS\éd)a genitdliakon (HSV-2), de azaltal, hogy képese
kozponti idegrendszeren bellli terjedésre, olyatneébzolo kdzponti idegrendszeri betegségekkorhatnak,
mint meningitis és enkefaliisz. HSE a leggyakmlafdorduld, sporadikus agyvglyulladas emberben. Mig a
felnéttkori HSE hatterében HSV-1 féxts all, addig az UjszUlott kori HSE kialakulaséibségében a HSV-2
felelss. A felrbtt kori HSE-t, egyoldali megjelenés, illetve tendierés frontélis lebenybeli lokalizacio jellemzi
eldlegesen. Ezzel szemben az Ujsztilttek korébkarpsE sokkal generalizaltabb, itt a virus kivéékil
pusztit mindent, ami az Utjaba kerdl.

Az antivirdlis terdpia sokat f&jlott az elmult 20 évben, ennek ellenére a HSE kiediénelyet foglal el
mind az elhalalozasi rata, mind a morbiditas te#éhen. Kezeletlen betegek 70%-a elhaldlozik. Altkeztegek
esetében ez a mutatd 19%-ra csokken, de t6bb0¥AtkNal kell szamolni visszamarado mérsekelt salygs
neurolégiai elvaltozassal. Harom HSE-egy primer fefizésnek koszontden alakul ki, mig a fennmaradd
kétharmad esetében a HS¥zetes jelenléte szeroldgiailag igazolhatd. A \d@mpsmer ferizést kdveten tként
a szaglogumadba vagy a trigeminalis ganglionbadsrk magat, de az agyban &aetiulhat ilyen latens goc,
mely a szervezet immunrendszerének csokiériiaase eseten reaktivalodik.

A HSE patogenezise nem teliesen tisztazott. Kotahbimanyok beszamolnak arrdl, hogy a HSE
kialakulasa soran litkus és hemorragias folyamtiiskilya figyelndt meg a medidlis halanték, és az alsé
homloklebeny tajékan. A HSV férés nagyon gyorsan terjed az egyik oldali féliehaikus struktirain beldl,
majd a virus, az agyat nem elhagyva, atterjedghati oldalra is. Ez a folyamat harom hét alatiileza fertzott
terlleten nekrozis és sulyos gyulladas nyomaitviaagiaga utan. A sejtkarosodas pontos mechanizrensa n
ismert, de valosZiteg mind virus altal kozvetlen mediélt, mind koetteh, az immunrendszeriikidése
kovetkeztében kialakuld gyulladasos folyamatokkimwg résztveli a HSE kialakulasanak. Ismert tény, hogy
gyulladasos folyamatok soran a gyulladas helyédowd fagocitak képesek oxidativ gyokok termesgROS),
tovabba az is, hogy bizonyos virugieisek képesek szovetkarositd oxidativ stresszakiu@d. A ROS
szbvetekben torténelszaporodasa lipid peroxidacidhoz, oxidativ k@léshoz vezet, mely olyan lipid
peroxidacios bioaktiv melléktermékek megjelenéséineenyezi, mint a 2-hidroxi-4-nonenal (HNE). Mand
ROS, mind az HNE hatassal lehet a virus replilieaiboxidativ stressz és karosodas Iévén, tovAtita, aogy
modositjak a gazdasejt gyulladasos és immunrdakeitietséges, hogy a HSV maga is képes mind iaxidat
stressz, mind oxidativ karosodas kozvetlen inddkaiamely szovetrombold kdvetkezmeényei révén fimitdat
a HSE kialakuldsdhoz. Tovabba ROS képes a vérdglszamolasara, példaul a RhoA kis GTPaz éltal
kozvetitett jelétviteli Gt révén, ami még tobb inmsejt bedzonlését vonja maga utan, aseebb oxidativ stresszt



€s VEegs soron az idegrendszer gyulladasos elvaltozasiabéngezi. A RhoA kis GTPazok aktivitasat a ROS
mellett az idegrendszerben talalhétddrpesz receptor a nectin-1 is képes modositani.

Korabbi vizsgélatok azt sugalligk, hogy mind gazdad virdlis faktorok részt vesznek a HSV
fertézésben, és ez altal jelémiszerepet toltenek be a HSE patogeneziséberelepiik ezidaig nem teliesen
tisztdzott. Adott virdlis faktorok, kilonos tekiték a virus envelop glikoproteinjeire (gB, gD, gk gL),
nélkulozhetetlenek a HSV sejtbe jutisdban és-sejire vald terjedésében. A HSV sejtbe jutaskeiésbl all:

) a plazma membranhoz valo kapcsolodas, i) éma kovetkei fUzid a plazmamembrannal, vagy endocitozis
esetén az endoszéma membrannal. Mindezek mgtttiasejten talalhato receptor molekuldk (neatieetin-

2, HVEM, 3-OST-HS) is kritikusak ezekben a folyapkban. A virus a sejtbe torebelépése és séjtsejtre
terjedése soran kulcsfontossagu a nectin-1 ésus giiv proteinek kolcsonhatasa. A nectin-1 sejtahéz
molekula, mely homo-transdimereket képezve részt aresszinapszisok felépitésében, ezeknek a viraiayD
valo felbontasa sulyos élettani kbvetkezmeényelitahi, mely eddig a pontig nem képezte kutatdstarg

Osszefoglalva, az eddigi eredmények alapjan elnatddiiogy a HSV sejtbe Iépése soran a virdlis
glikoproteinek funkcidja illetve a gazdasejt reosgihak, kilonds tekintettel az idegrendszerbeah éetin-1,
funkcidja és eloszlasa fontos szerepet jatszikakitakulasaban és a patogenezisében. Ez asztefeiben
jelenleg feltarasra var. Munkank soran ezekredisviess gazdasejt faktorokra fokuszaltunk, valaaziokra a
molekularis mechanizmusokra, Id. oxidativ stresR®A GTP-az jelatvitel, melyekben ezek a faktogskt
vesznek. Tovabba ezen faktorok és molekuldris mizomasok szerepét tanulmanyoztuk a HSE
patogenezisében. Jelen pillanatban nincs olydieglarapia, amely orvosolna a HSE-vel asszocialoldgiai
problémékat. igy, kulcsfontossagii a HSV sejtbesépiietve sejti-sejtre vald terjedését kisérelluléaris és
molekuléris folyamatok feltardsa, mely hozzajatahdSE elleni terapias agens kifejlesztéséhez.



CELKIT UZESEK

1. Annak a hipotézisnek a tesztelésére, vajon az radfigzerepet kapd HSV-1 receptor (nectin-1) expresszios

mintazata hozzajarul-e az Ujszul6tt kori illetfeliatt kori HSE eltéf patogeneziséhez célirtiik ki:

A nectin-1 receptor ids és térbeli eloszlasanak vizsgalatat immunhisztokéanmaodszerekkel
posztnatalis UjszUlott és felitt BALB/c egér agyon.
Ember és egér agybdl szarmazd immunhisztokémai mettek Gsszehasonlitasat, esetleges

hasonlésagok felderitésének céljabdl.

2. Kovetked lépesben a HSE kialakulasaért &dellehetséges molekularis mechanizmus feltarasara
fokuszaltunk. Korabbi munkak nagy jelisgiget tulajdonitanak az oxidativ stressznek ésatixid
kérosodasnak, melyek gyulladasos folyamatok lébémta sejtek karosodasahoz &égson a sejtek

pusztulésédhoz vezetnek, ezaltal hozzajarulhatd8lEssoran tapasztalt nagy méitiglegsejt karosodashoz,

€s idegsejt vesztéshez. Munkamkaitro rendszerben retin sawal differencialt P19 (P1@hjalis sejteken

vegeztik.

a.

Ahhoz, hogy a sejtvonalat tovabbi kisérletekben atfmazzuk mindenek ebtt tesztelni kellett
azt, hogy a P19N sejtek fogékonyak-e a HSV-1 féxesre. Miutan megggzodtink err él, célul
tiiztuk ki:

A HSV fertézés oxidativ stresszre(reaktiv Q gyokok (ROS) mennyiségének mérése
fluoreszcens maédszerrelletve lipid peroxidaciéra (HNE mennyiség mérése kromatografias
maodszerrelpyakorolt kbozvetlen hatasanak vizsgalatat.

Annak meghatarozasat, hogy a lipid peroxidacid mgelenlev reaktiv mellékterméke (HNE)
hogyan befolyasolja a virus feizéképességét neuralis és nem neurdlis kultirakban.

Valamint annak meghatarozasat, hogy a kilonbdizkoncentracioji antioxidanssal (ebselen)

torténé kezelés hogyan befolyasolja a virus féaé képessegeét.

3. A RhoA kis GTP-azok fontos molekularis kapcsololegyes jelatviteli utakban, tovabba ezek a molekula
nectin-1 és ROS révén egyarant aktivalhatok. igytetik ki a RhoA kis GTP-azok szerepének tisztazasat

a HSV sejiil-sejtre valo terjedésében.

a.

Elséként megnéztiik, hogy dominans negativ illetve allaidan aktiv RhoA GTP-aznak milyen
hatasa van a virus fehérjék altal medialt sejtflizica.
A RhoA akitivitasanak valtozasat vizsgaltuk a ezemizié soran Westemn blottal, illetve G-LISA

maodszerekkel.



MODSZEREK

1) Immunhisztokémia

A ragcsélo agyakat, a perfuziot kdeet 4%-0s PFA-val fixaltuk, majd cryostattal megrettisk. A blokkolast
szobatimérsékleten (RT) végeztik 1h oéran at, a blokkdkt disszetétele: 10% normal kecske szérum, 0,01%
Triton X-100 PBS-ben (0, 01M pH7.4). Ezt kbvetvg égzakan at inkubaltuk 4°C-on a nectin-1 ellend#
elgdleges antitestek egyikével (patkanyban termeltgét monoklondlis antitest 12, Takai Osaka Egyetem,
Japan] illetve nydlban termelt anti-humén monoklonéiititest, 1:100JRJ Eisenberg, Pennsylvania, USA|
Majd mosast kovéen 1h oran keresztil inkubaltuk a metszeteket adtages antitestek egyikével 1:200
higitasban (nyulban termelt anti-patkany IgG, sdsangtermelt AMCA konjugalt anti-patkany IgG, kesisén
termelt anti-rabit IgG). Ezutan a metszetek (kM A-kon;.) avidin-biotin-HRP komplexszel inkuhdlt 30-
40 percig. Az éhivashoz 3,3-diaminobenzidin-tetrahidrokloridotzhatiunk az avidin-biotin-HRP konjugéalt
metszetek esetén, mig az AMCA konjugalt mintak édtienil fluoreszcens mikroszkdppal lettek vizustza
Kontrolként olyan metszeteket alkalmaztunk, meahgek lettek kitéve elslleges antitesttel vald inkubacionak

A P19N sejtkultiran végzett immunhisztokémiai \alaigsoran a sejteket, 2h oras 4%-o0s PFA fixdiastien,
nyulban termelt specifikus HSV-1 antitesttel inkiulbe82 percen keresztiil 43°C-on. Majd a gyabliittositott
blokkol6 oldattal blokkoltuk a mintat a masodlagostesttel (biotinilalt anti-nyul) valo inkubacidiegebzéen.
Az ebhivas 3,3-diaminobenzidin-tetrahidrokioriddal tirte

2.) HSV-1fertozés

A sejteket, a mosast kdéeh megfelé multiplicitasu virussal inkubaltuk PBS-ben, 1mderesztil 37°C-on
néha gyenge razasnak kitéve. Ezt Kiveh virust eltavolitottuk a rendszirés a sejteket normal mediummal
inkubaltuk adott ideig. A feizés kontrollja (mock kezelt sejtek) a viruskesrtEbhasznalt Vero sejtkivonattal
tortérd kezelés volt, mely a virusiéréssel parhuzamosan tortént.

3.) Plague assay

A fagyaszott fellliiszokat felolvasztottuk és higisirt készitettiink Kdilik, majd duplikatumban lefértiik
vellk a titrdlashoz hasznalt Vero sejteket. AsZédt koveten 0,5%-0s metilcellulozzal ellatott médiumot
helyeztiink a sejtekre és 3 napig inkubaltuk 3PCeat kdveien a plakkokat megszamoltuk a legkezétitet
higitasban.

4.) Szincicium assay

A sejteket fixaltuk abs. metanollal 20 percig, niRigE-sel tortéhmosast kdvéen, frissen keszitett Giemsa
festékkel kezeltiik 20 percig. A mintat 95%-0s dianmajd vizzel differencialtuk.

A fluoreszcens assay-ben mind az akceptor mirfebkioesejtbe GFP-t is transzfektaltunk , a megjel
szinciciumokat, 72h éraval az 6sszekeverestddivdiioreszcens mikroszkoppal vizsgaltuk.



5.) ROS detektalas

A virussal dlkezelt sejteket PBS-sel toidémosast kévéen hydroxifenil fluoresceinnel (HPR)olecular
Probes)kezeltik (oM végkoncentracio, fenolredmentes tapoldatban plavaely fluoreszcensé valik ROS
jelenlétében. A lemezeket 37°C-on 5%-0s @Elett 20-60 percig inkubaltuk., majd eltavolitkta felesleges
HPF-t és friss PBS hozzaadasat kirea Tecan GENios Pro készilékkel mértiik az eggekriuoreszcens
aktivitasat.

6.) Lipid peroxidacio mérése Biotech LPO586 szinreakaialapuld assay-velOxis)

Az ebkezelt sejtek felilliszdjabdl aliquotokat vettiinknagfeleb idpontban, amit butilalt hidroxitoluollal
kezeltiink a tovabbi oxidacidé megakadalyozasa yégetkovdien a mintakat -80°C-on taroltuk az LPO 586
assay elvegzéséig. Az assay elvégzése soran kavgyidirto altal adott protokolit. Az igy kapott Kanélt MDA

és HNE szintet ezutan normalizaltuk a Coomasie Plagein Assay kiPierce)segitségével meghatarozott total
protein koncentracidval. A mintakat Biomate3 spébipmeéterrel mértik.

7.) HNE kezelés

Az HNE-l, az ebkezelést meg&tden torzsoldatot keszitettiink 100% etanollal. Bzezklés soran a sejtekre
jutd alkohol 0.05%-0s volt minden minta esetébgy,az alkohol toxicitasaval nem kellett szamolnank
kiertékelés soran. Kontrolként olyan sejteket reikatunk a HNE citotoxicitasanak vizsgélatara, rkeyiE-t
nem, csak 0,05% vegkoncentracidban alkoholt kaptak.

A HNE virus replikaciéra gyakorolt hatasanak viletgkor a sejteket, a virustagést megékéen 5 illetve 50M
HNE-vel kezeltik 0,5h illetve 1h 6ran at alacsargrnsn tartalmu oldatban 37°C-on. 24h draval ézést
kovetien a fellliszét a plaque assay elvegzéseéig -8tk

8.) Antioxidant assay

A kezelést megétéen DMSO-ban oldva friss 10mM torzsoldatot kesaitkthz Ebseleid A P19n sejteket 1h
oraval a virusfetizest megékden, majd a virusféirést koveien 24h oraig tettik ki O, 5, 10, (28
vegkoncentracioju antioxidans kezelésnek 37°Cabiizeben a felllliszot a plague assay elvégzéseéig -80°C-on
taroftuk.

9) Sejtfuzidsp-galaktozidaz riporter assay

A vad tipusu kinai horcsdg petefészek sejteket (@HMEL populaciora osztottuk. Az akceptor sefteketin-1
plazmiddal és f-galaktozidaz gém peptidjével transzfektaltuk, mig az effektor kbgeaB-galaktozidaz gén
peptidie és a virus flzidhoz szikséges glikopjeitéi, gD, gH., gL) és kertitek. 16h 6ras inkidtddveten,
mikor mar a fehérjék kifejértek, a két populaciot 1:1 ardnyban 6sszekevefiis lemezre helyeztik, és 37°C-
on inkubaltuk. Az Gsszekevereést kdeet a sejteket 0.5% Nonidet P-40-nel lizaltuk, rilgbfenol red3-D
galaktopyranosidRoch@adasaval prgalaktozidaz aktivitas 560nm-en meghatarozhaté vol



10.)Westemn blot

A transzfektalt és ékezelt sejteket &zor egy RhoA protein pull-down assay-nek vetettiikmely izolalja a
total protein oldatbdl az aktivalt RhoA molekulakéat inkubéaciot Rhotekin-RBD-GST gyongyokkel veégkzt
1h oran keresztll 4°C-on. Pozitiv kontrolként haisemntak GTRS-sel lettek ékezelve, mig belskontrolnak
az alap RhoA aktivitast hasznaltuk. Az aktivalt Reautan Westem blot analizissel lett detektalval,a semidry
transfert kdveéen, a blottokat 1h éran at, szabakrsekleten blokkoltuk, a blokkolashoz 5% zsimseteiet
hasznaltunk. Majd a primer antitesttel (anti-Rhodnatlonal, SantaCruz ) valé 2h oras, szatensekleten
tortérd inkubacio kovetkezett. Mosast ket a sejteket szekunder antitest (HRP konjugéégat 1:10000,
Jackson) kezelésnek tettiik ki szdipadrsékleten, 1h éran keresztll. A vizualizaciGhemilkiminescens

szubsztratot hasznaltunk.



EREDMENYEK

la.) Kisérleteink soran Ujszulott ragcsald agyban ifenectin-1 expressziot figyeltink meg a kortikalis
terlileteken, valamint a hemiszférak kozotb leapesold struktirakban (kéregtest, comissura dapmai, €s
commissura anterior), ami a kofrel haladtaval névekedett a limbikus tertletekerezesl parhuzamosan
csokkent az asszociacios terileteken. A nectirieledidés markans cstkkenése a kéregtestben az agy
egyedfejidése soran korrelalt a fétragyra jellemé egyoldali HSV terjedéssel.

1b.) Mind az UjszUl6tt egér mind a fetdlis human kbeexspecializalt nectin-1 mintazatot figyeltiink meg
Szembeiné nectin-1 pozitivitast tapasztaltunk a kéregleratsi fétegeiben, kozvetlenll a marginalis zéna alatt.
Ezek a sejtek Cajal-Retzius sejtekre jeliemporiologiaval rendelkeztek. Tovabba a kortikéliméz vandorlo
sejtjein is jelerdis nectin-1 expresszid volt megfigyetheéh pia matetil a kéreg mélyebben fekvétegei felé
haladva nectin-1 expresszié egyksenbé valt. A subplate egy atmeneti zénat kézethtia helyet foglald
intermedier zénaval egyetemben. Az intermedierzaima tangencidlisan vandord neuronokon intesziinAl
jelet talaltunk. Az alatta elhelyezkeslbventrikularis zonaban gyér, mig a ventrikéisaban éisebb nectin-1
expresszié volt megfigyelldetbar a kamra kozvetlen kozelében ez alig tadaetrtatzintre csokkent. Emellett
ventrikuléris zona radialis gliara emlékeztmorfologiaju sejtiei ételies fesidést mutattak, sugallva azt, hogy a
nectin-1 fontos szerepet tolthet be a radialisésgjoriasban. A UjszUlott egér hippocampusban tan-hec
pozitivitas az egész hippocampusban detektalhlit@zammun pozitiv sejtek granularis sejtekre @elteh
morfologiaval rendelkeztek a str. radiatumbartyédi@iramis sejtekre emléke#tenorfologiaval a str. oriensben.
Szlletés utani 7. naporeimmunszignal jellemezte mind a hippocampustpfgtamidalet kivéve), mind a
gyrus dentatust. Félthegér agyban viszont a str. pyramidale kimagagioaitivva valt nectin-1-re, mig egyeb
rétegek mérsekelten fédtek csak. Human fetalis hippocampusban a nedingl/enge volt a subgranularis
rétegben, mig &s jelet kaptunk a granuléris és piramis sejt rétegb

Emellett a ragcsalé szaglogumoéban azonositottupknedin-1 altal kijelolt, Uj tangencidlis sejtvariési
Utvonalat: a CMS-+t (callosalis migraciés Gt), naatgstralis migracios uttal (RMS-sel) parhuzamfugan

2a.) P19N sejtekben a HSV-1 ferést koveten a virdlis protein jelenlétét immunhisztokémiaidszerrel
vizsgaltuk.A mock ferbzotthtz képest, ahol immunjel nem volt detektalhaijdnem minden sejt immun
pozitiv volt az 1 PFU HSV-1 virussal &adtt kultiraban, 24h éraval a éaést kdveien. Plague assay-vel is
megebsitettiik, hogy a HSV-1-vel lefézbtt P19N kultiraban a virus 1h éraval a&fédt kdveten a elkezd
replikélodni, és 24h dra elteltével eléri az irgptdtket.

2b.) A HSV-1 fertizés mér az éisdrdban (38,2%-kal) szignifikdnsan (p<0,01) megenaeképads ROS
mennyiségét a mock &bt kontrol sejtekhez képest. A kégiz ROS koncentracioja magas maradt é4ést
kovet 2h (32,4%), 3h (35,6%) és 24h (54,3%) drabanzidJ¥X és 16 kezelt virussal végzett kezelések nem

vezettek szignifikdns ROS koncentracié emeléséhezinvaltozason alapuld fotometrias mérések dtztigid
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informéciét a sejtfelliliiszoban felszaporodo ligicbgidacios melléktermékekikEnt HNE, koncentraciojardl. A
lipid peroxidacié mértéke 2h éraval a HSV-1aist koveten szignifikansan (p<0,05) magasabb volt (358,00)
mint a kontrol mock kezelés (302.00) hatasaraoabb emelkedett, 4h oraval adeést koveien a HSV-1
virussal fefizott sejteken a lipid peroxidacid meértéke 486,09, anmock kezelten 310,20 (p<0,01). Viszont
annak ellenére, hogy a tertitél ROS koncentracidja magas volt 24h éraval ézfsst koveten, a lipid
peroxidacié mértéke kontrol kozeli értékre essdiza.

2c¢.)Az HNE koncentracio és differencialtsagi foktolgten befolyasolta a HSV-1 replikaciojat. AN HNE
ebbkezelés anélkil, hogy barmilye citotoxikus hatéttasblna kezelt sejtekre, Vero sejtekben a Ojshéekl
szignifikansan csokkentette a virus hozamot, mity é&és €lkezelésnek a virus #&xbképességre gyakorolt
hatasa nem tért el lényegese a kontroltdl. PERIseji mind a 0,5h mind az 1 éréketelés hatasa kontrol korli
ertékeket mutatott. P19N sejtekben a 0,5h orasekelentrol kozeli volt, de az 1h 6ras HNEkekelés
szignifikansan megemelte a virus replikacio mertékéqQuM HNE ebkezelés a P19 sejtek kivételével mind ket
idépontban szignifikdnsan csotkkentette a virus hozanma Vero, mind P19N sejtekben. De it jelent
citotoxikus hatassal is szamolni kellett.

2d.) Az ebselennel (seleno-organikus antioxidans) teBkezelés koncentraciofligignddon szoritotta vissza a
virus hozamot. 5 és 1Bl ebselen kezelés kdzel hasonld eredményt mulagjelentisebb hatasa a 26/
ebselen kezelésnek volt, mely 0,95%-ra szorfisttzaa virusreplikacio meértékét a kezeletlenddbolr képest.
3.a)A RhoA kis GTP-az hatasat a HSV ékjiejtre valo terjedése soran egy sejt-sejt fimdgell rendszerben
vizsgaltuk. Mivel a RhoA szerepet jatszik a neurodiiferenciacioban, a korabban alkalmazott iejpgsalat
nem hasznalhattuk, és egy olyan indifferens sejabkellett valasztanunk (CHO-K1), amely léhéttette a
nectin-1 és a viralis glikoproteinek kolcstnhataisarolalt rendszerben val6 vizsgalatat. A koristin aktiv
iletve dominéns negativ  RhoA plazmidot kotransafiekk a virdlis glikoproteinekkel illetve a neefi
receptorral, mely populécidkat 1:1 aranyban Osgerii. p-galaktozidaz assay-vel vizsgaltuk a fuzio mertékét
mely a konstitutivan aktiv RhoA jeleniétében 72¥shagasabb volt, mig a dominansan negativ Rhostimell
52%-ra esett vissza. Konstitutivan aktiv RhoA gléhen méretben nagyobb és tébb szinciciumotikaptind
CHO-K1, mind a HSV-1 fefizésre alapbdl fogékony Vero sejtek esetén. Donaindiegjativ RhoA jelenlétében
forditott hatast tapasztaltunk.

3b.) Annak meghatarozasara, vajon a sejt-sejt fuzionémregbz-e valtozast a RhoA aktivitasaban, nectin-1-t
hordozo akceptor, és virdlis glikoproteineketltadad effektor sejteket kevertiink 6ssze, majd mldptbntban a
folyamatot ledllitottuk, és G-LISA illetve Rhotekpull-down assay-vel kiegészitett Wetem blot tiékial
izolaltuk az aktivalt RhoA proteint. Legmagasablividst 15-20 perccel az 6sszeengedést déivenértiink,
majd 1 dra elteltével ez visszaesett alapsziigrent 2h, 3h és 5h-nél az aktiv RhoA szintje isnagiemelkedett.
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MEGBESZELES

Egyéves kor feletti gyermekeknél, illetve @tlek esetében a HSV-1 féela HSV enkefalitisz
kimagaslo hanyadéért, ami jelléfiem egyoldali és a limbikus tertleteket, illetvarefrpntalis régiot érinti. Mig
Ujszulottekben a HSE kialakulasa, mely ez esetffign) thbb agytertletet érint preferaltsag nélkildent HSV-2
fertzésre vezethietvissza. Napjainkban még nem teljesen tisztazéit miutat életkortdl fuggn jelents
kilonbséget mind patogenezisében, mind klinikai nylegnuldsédban az idegrendszer HSV6iede.
Vizsgdlataink ramutattak ennek a paradigmanak etgisEges magyarazatara, mely a kozponti idegeendsz
elgsdleges receptoranak, a nectin-1 molekulanak tasedbeni eloszlasanak valtozasa az agjdégie soran.
Kisérleteink soran UjszUlott ragesalo agyban ifverectin-1 expressziot figyeltink meg a kortikigisileteken,
valamint a hemiszférak kozott ékapcsold struktirakban (kéregtest, comissura dapmai, €s commissura
anterior). A nectin-1 kifejélés a kor éle haladtaval ndvekedett a limbikus rendszerb@zzébparhuzamosan
csokkent az asszociacios terileteken. A nectifeledidés markans csotkkenése a kéregtestben az agy
egyedfejpdése soran korrelalt a fétn agyra jellem egyoldali HSV terjedéssel. Eredményeiitkhrra
kovetkeztettlink, hogy az agy dejese soran a virus receptor (nectin-1) térbelbiesli kifejezidésének valtozasa
magyarazatul szolgalhat arra, hogy mikor menrggékdony az agy a neurotrop HSVdeésre.

Az Ujszilott kori HSE-t olyan patologiai elvaltoaas kisérik, mint kérgi atrofia, vizfegég,
microphthalmia. Mely azt sugallja, hogy ezek az elggitozasok a virus kdzvetlen pusztitasanalatakiibe,
masrészt, hogy kiléntsen a vandorld neuronok vartaakadas kdzéppontjaban. Ragcsalokon végaditikise
is megefsitik azt a nézetet, miszerint addfl agy sokkal fogékonyabb a HSV dadsre. Human és ragcsalo
mintakat vizsgalva arra a kovetkeztetésre jutqthudyy a nectin-1 tevékeny iranyitoja a radigisaaorasnak,
ugyanis kifejeddik mind a vandorld sejteken, mind azokon a sejfekelyek a sejtvandoriast iranyitjak (ld.:
radialis gliak és Cajal Retzius sejtek). Ez alafgitiitottunk egy lehetséges modellt, arrdl, lamggzabalyozza a
specifikus, rétegenként etidrectin-1 kifejeédés a sejtek radiélis vandorlasat.

A HSV gD—nectin-1 kapcsolat kialakulasa nélkiildztiest az eredményes virugfeéishez. igy a nectin-
1-hez kapcsolodd HSV gD befolyasolja a nectinflagldunkcijat, mely a sejtvandorias soran gliadjlia
halozat és a vandorld idegsejtek intim kapcsolat@iegszakadasahoz, ezaltal hibas kérgi titeghaez vezethet.
Kisérleteink azt mutatték, hogy a radiélis vandari&llet a nectin-1 részt vesz a tangencidlis vasdan is. A
ragcsald szaglogumoban ennek kapcsan azonositetynij sejtvandorlasi Utvonalat: a CMS-t (calissal
migraciés Ut), mely a rostralis migracios Uttal @#sél) parhuzamosan fut, és afigs csak egy bizonyos
stadiumaban talalhaté meg. Igaz, hogy a radidengencidlis vandorias kozott a kapcsolat mégseiyeben
nem ismert, Ugyihik, a nectin-1 kapcsolatot teremt a kétféle vdégidipus kozott. Eimondhatjuk, hogy az agy

fejlédése soran a nectin-1 fontos szerepet tolt beranokumind radidlis, mind tangencialis vandorlasaloy
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egy méhen belll bekdvetkeASV fertizés nagymertékben megvaltoztathatja mind a kéegiidést, mind a
kérgi Osszekdttetéseket. Mivel a HSV mas recegibisibhasznal a sejtbe vald bejutashoz, elképzdimy

ezeknek, a receptoroknak az eloszlasa médosithtdj patoldgiai megjelenését.

Az oxidativ stressz, mint kigflenséget, mar sokféle virusheds esetében leirtak. Kisérleteink
kimutattak, hogy HSV-1 kdzvetlen médon képes reakiigén (ROS) gyokdk felhalmozddasa révén oxidativ
stressz kivaltasara in vitro neuronalis sejtkuit(@19N), tovabba, hogy a HSV-1 dedst kovét ROS
képddéshez szilkség van a virus sejtbe valo bejutédarajnt replikacidjara. Emelt ROS szint mar @ést
koveb elsh oraban megfigyelngtami arra enged kovetkeztetni, hogy az oxidatiss kivaltasa a bejutassal egy
idében, vagy kozvetlen utana lezajlé esemény, melbgend egy vagy tobb viralis jmmediate early’ vagy
Lcarly’ gén étirodasa. A HSV-1 fériés antioxidanssal, ebselnnel, mely egy glutaiooxjoléz tipust enzim,
visszaszorithatd. Ez a tény megint csak risijeazt a feltételezést, hogy az eredményégdstiez a virusnak
oxidativ stresszt kell indukélnia. Az oxidativ e a membranok foszfolipidieinek karositasa rédipéh
peroxidaciohoz vezet, melynek soran olyan bioakidiéktermékek keletkeznek, mint 4-hydroxi-2-nohena
(HNE) és malondialdehid (MDA). Kisérleteink azt atidtk, hogy HSV-1 kdzvetlentl indukdl lipid percdibt,
mely jelenbs sejtpusztulashoz vezet a sejtmembran szétesaakimsnsay karosodasa révén. Az HNE és MDA
amellett, hogy apoptozist indukél, kis koncentt@oi regulator funkcidt tolt be a sejtosztédas és a
sejtdifferenciacio folyamataban. Munkank sorén rasgaltuk, hogy magas illetve fizioldgids koncaitidan
jelenle HNE hogyan hat a virusfértsre. Erdekes maédodon, azt kaptuk, hogy difféterdegsejtek
kormyezetében kis koncentracioban jelénldNE pozitivan hat a virusféresre, mely maga utan vonja azt a
lehetséget, hogy ezaltal a szomszédos, még néiritegejtek HSV-re valo fogékonysaga befolyasaltiatd
nagyon fontos lehet, ha szamba vesszik, hogy @malikénti reaktivacié soran a latensifeis helyén is
kimutathatd enyhén emelkedett sziftNE, mely ezaltal gyorsithatia a fexs kiterjedését, és igy seqiti a
gazdaszervezet védeeantioxidans rendszerének visszaszoritasat. Mkirikéa enged kovetkeztetni, hogy az
oxidativ stressz és oxidativ karosodas a HS\6zést esszenciadlis velejaroja, mely jéenimeértékben
hozzajarulhat a HSE kialakitasahoz.

Végul a RhoA kis GTP-az szerepét vizsgaltuk a gl sejtre valo terjedésében CHO-K1 sejteken.
Mivel a RhoA befolyasolja az idegsejtek differedlddasat, ezért Ugy talaltuk, hogy egy nem idetycsgjl
alkalmazasa, pontosabb kovetkeztetéseket engeshilevanechanizmust ili@n. A virus sejtil-sejtre vald
terjedése, delleges modja annak, hogy a virus az idegrenddael@nijabb és Ujabb sejteket hajtson igaba.
Ismert, hogy a virus sejtbe lépésekor RhoA aktiikéfiectin-1-t expresszalo sejtekben, de szersgiibsejtre
valo terjedés soran eddig a pontig feltératiarériéteink azt mutatték, hogy az aktivalt Rhodsetjiti a sejt-sejt
fuzidt és a szinciciumok kialakulasat. A legmadag@ioA aktivaciot a sejtek dsszeeresztését kgt 20
percben tapasztaltuk, mely azt mutatja, hogy ataecés virus glikoproteinek jelenléte elengedbatet RhoA
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aktivaciohoz, tovabba azt, hogy a RhoA korai dkiiléa elengedhetetlen adeés korai fazisaban. Mivel az
aktivitas az els60 percet kovéen ismét megemelkedett 2h, 3h és 5h 6randl, eddtilipa enged kovetkeztetni,
egyreszt, hogy a RhoA részt vesdi@atviteli folyamatokban is, vagy aktivaciojilitius, €s az Ujabb és Ujabb
kovetkezmeénye lehet, mig a d#dlsi, kapcsolddhat a HSV-1 éltal indukalt ROS képzhez. ROS képes
felhasznélni RhoA jelétvitelt arra, hogy feloldjeszoros kapcsolatokat (tight junction), melyek inedadin
rendszer szabalyozasa alatt allnak. A szoros Kapkselbomlasa a vér-agygat karosodasahoz veedt,
tovabbi emelkedéséhez. Tehat RhoA felteingelentis mind a virus altal kbzvetlen medialt (HSV &ejtejtre
terjedése), mind az immunrendszer altal kbzvetijeftadasos folyamatok kivaltasaban (immunsejeAR
jeléatvitel altal tortét bearamlasa a féres helyére). Ezek a folyamatok hozzajarulhatd®Ea kialakulasaban
szerepet jatsz6 nagymeétidejtkarosodashoz, és sejtpusztulashoz. Baskilgy hogy ROS és nectin-1 képes
aktivalni a RhoA kis GTP-azt a HSV altal kivaltottidativ kérosodas soran, tovabbi vizsgélatok sise
indokolt, mely a jelétviteli Ut pontosabb megéhiézéezethet.

Zarszoként emlitésre méltd, hogy HSV-1 jeleniésgpdsz enkefaliiszen kiviil olyan idegrendszeri
betegségekben is, mint Alzheimer kor és szkizafré@irtak mar, bar ezekben a HSV szerepe megdtian.
Mindenesetre érdekes az a tobbszoros egybeesesintrisHSE-ben és a szkizofréniaban érintetttegiéetek
azonosak, tovabba egy perinatélis herpesz vittedendveli a kockazatat egy esetleges, az egeéfegoran
késibb megjeledh, szkizofrénia kialakulasanak, valamint az is, hedigid peroxidacio egyes elméletek szerint
hozzajarul a szkizofrénia patologiai elvaltozasailyy HSV ltal kivaltott idegrendszeri elvaltazésnogott allo
folyamatok kutatasa hozzjarulhat mas neurologgdiegek patoldgidjanak tisztazasahoz és segiffelienik
iranyulo Kiinikai terapia kifejlesztéséhez.
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KOSZONETNYILVANITAS

Elssként szeretnék koszonetet mondani az Alma MateaneBzegedi Tudomanyegyetemnek, hogy
elgsorban a Pszichiatriai, Orvos Bioldgiai valamirt s Idegtudomanyi Intézete altal nyijtott szelksalmpos
képzés lehéte tette ennek a dolgozatnak a megsziiletését rigtiskdartozom témavedetnek, Dr. Horvath
Szatmamak, aki kezdetikfogva tamogatta tudomanyossreenetelemet. Ugy érzem, a jelenségek mogot
folyamatok jobb megértéshez vezetett, az, hogydmatinemcsak kutatdként, hanem orvosként isiféialldi ényeg
latasa és motivacioja mindig példakent &iitezh. Kilon kdszonet lleti Dr Valyi-Nagy Tibortinkk laborjaban
tolthettem 15 hénapot az llinois Egyetemen, Chtmn, akiben nemcsak egy nagyon logikusan goddolk
kutatora, hanem barétra is leltem. Szeretnék lgisydmondani Dr. Rosztoczy Ferencnek, akidebéttte szamomra
Rosztoczy alapitvanytdl kapott 6sztondij révéa ek szemponthdl gyimolos@merikai tanuimanyutat. Tovabba
koszonettel tartozom Dr. Deepak Shukla-nak, aaét lehefiséget biztositott laborjdban a molekularis munkak
elvégzesére, egy Ujabb amerikai tanuimanyt kefmtéihk melyre a Magyar Oktatasi Minisztérium és a
Doktoranduszok Orszagos Szévetsége biztositotiayar)i fedezetet. Es semmiképpen sem szeretnérool so
kihagyni Dr. Toldi Jozsefet, akire mindig mindemkaények kozott szamithattam, annak ellenére, imdgynem
tartoztam hivatalosan az Intézetéhez.

Szeretném megkdszonni az Gsszes kolléganakssetgliigenye nélkil Dr. Seprényi Gyorgynek, az Orvos
Biologiai Intézet asszisztenseinek, az Eletia#dimunkatarsainak meg nefimsbaratsagét €s tamogatasét.

Nem utols6 sorban, de a legnagyobb kdszonettdbarszek, dcsémnek és jovébdi paromnak tartozom.
Készoném a tirelmet, a biztatast, azt hogy minigighek voltatok ram. Es nem utolsé sorban nekiafcdyIRita,
Déni, Andi,, kedves baratok, akikre mindig szarttiihaNeélkiletek, ezt nem tudtam volna véghez vinni.
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