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A virdlis transzkriptom rejtett komplexitasa

BEVEZETES

A virusok obligat parazitdk, amelyek csak gazdasejten belil képesek szaporodni. Minden sejtes
életformaval tarsulnak, a baktériumoktél az emberekig. A virusok gazdasejtjeikre gyakorolt hatdsa
valtozatos, jelent6s kdrokat okozhatnak a human egészségligyben, valamint a vadon él6 és
hazidllatok kozott, és a mezdgazdasdgban is. A virusok globdlis hatdsat a COVID-19 pandémia
vildgosan szemléltette. Tudomanyos szempontbdl a virusok modellszervezetként szolgdlnak
egyszer(i genomjuk és gyors reprodukcids ratajuk miatt; alkalmazasuk kiterjed génbeviteli® és
génterdpids? technikdkra, idegpalya jeldlésére3, valamint vakcina®*- és immunterdpids®
fejlesztésekre. A bakteriofdgok® haszndlata az antibiotikum-rezisztens baktériumok elleni
védekezésben és a bélrendszeri mikrobiom helyreallitdsaban is fontos. A virusok rendszertana
valtozékony, dinamikus, és Uj virusfelfedezések, valamint szekvenalasi technolégidk eredményi
kovetkeztében folyamatosan frissiil. A Baltimore-rendszer alapjan a virusok osztalyozdsa genetikai
tulajdonsagaik szerint torténik, emellett az International Committee on Taxonomy of Viruses
(ICTV) fogalmaz meg nevezéktani szabdlyokat. A virusok osztalyozasa az ICTV alapjan tobb
birodalomra bontva toérténik’.

A virusok szdmos kilonbozé fert6zési mechanizmust fejlesztettek ki az évmilliok soran, mint
példdul a bakteriofagok DNS-injektaldsa, valamint az eukaridta virusok endocitdzisa és
membranfizidja. A sejtmagba jutd DNS virusok (néhany kivételtél eltekintve) a gazda DNS-
szintetizalé mechanizmusait haszndljak, mig az RNS virusok a citoplazmdaban maradnak, ahol sajat
replikacids apparatust alkalmaznak. A génexpresszid szabalyozasa jelentds valtozatossagot mutat
a kalonféle viruscsalddok kozott: a kisebb RNS virusok orokitéanyaga gyakran mRNS-ként is
funkcional, mig a nagyobb genommal rendelkez6 DNS virusok esetén komplex transzkripcios
mechanizmusok figyelhet6k meg. Az egyes gének kinetikai osztdlyokba sorolhaték, attdl fligg6éen,
hogy a virus életciklusanak melyik stadiumaban aktivak. A herpeszvirusoknal (HV) a legkorabban
leirddo (immediate-early; IE) gének rendszerint transzkripcids faktorokat (TF) kédolnak, a korai
(early; E) gének altaldban a DNS replikacidhoz sziikséges fehérjéket, mig a kései (late; L) gének a
szerkezeti fehérjéket kddoljake.

A DNS szintézis a prokariéta genomokban altaldban egyetlen replikacids origdébdl (Ori) indul, mig
az eukariéta DNS-ek tobb tizezer Ori-t tartalmaznak. A virusok egy vagy néhany Ori-val
rendelkeznek, példaul az 1-es tipusu Herpesz szimplex virus (HSV-1) harommal®. Az eukariota DNS-
replikacié az Ori felismeré komplex (origin recognition complex; ORC) Ori-hoz vald kotédésével
kezdddik, amely komplex segiti a repliszéma 6sszedllitasat, beleértve a DNS helikazt, polimerazt,
és mas fehérjéket.

Az Ugynevezett replikacids RNS-ek fontos szerepet jatszanak a replikacid szabalyozdsaban, tobbek
k6zott az ORC Ori-hoz vald verbuvalasaval és a replikacios fehérjék transzlacidjanak gatlasaval.
Bizonyos hosszi nem-kddolé (long non-coding; Inc) RNS-ek a herpeszvirusokban mar ismertek
voltak, de az Ujabb felfedezések azt sugalljdk, hogy a replikacids szabalyozas dsszetettebb, mint
korabban gondoltak.

A DNS és RNS szekvenalds mara alapvet6 eszkdzévé valt a modern genomikai kutatdsoknak. Az
els6 generdcids Sanger-szekvenalds magas koltsége és idGigényessége miatt helyét fokozatosan
atvették a fejlettebb technoldgidk, ugymint a masodik generdcids rovid-leolvasasu (short read-
sequencing; SRS) és a harmadik generdcidés hosszu-leolvasdsu (long-read sequencing; LRS)
szekvenaldsi mddszerek. Az SRS, kilénésen az lllumina technoldgidja, jelentésen felgyorsitotta a
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A virdlis transzkriptom rejtett komplexitasa

genomok szekvendldsat, bar a mddszer nem optimalis a komplex és ismétl6ds régiok
térképezéséhez. Ezzel szemben az LRS, melyet a Pacific Biosciences (PacBio) és az Oxford
Nanopore Technologies (ONT) cégek fejlesztettek ki, lehetévé teszi hosszabb szekvencidk és ritka
strukturalis varidciok pontosabb elemzését!®. Az LRS el6nyei kdzé tartozik a teljes genomok
Osszedllitdsa, komplex ismétl6 régiok meghatdrozdsa (1. abra), ugyanakkor kevésbé pontos és
koltségesebb, mint az SRS. Az optimalis pontossdg és lefedettség érdekében az LRS és SRS
technolégiak kombinalasa javasolt a genomikaban; a technolégiak gyors fejlédése varhatéan
tovabb fogja javitani a szekvendlds hatékonysagat és koltséghatékonysagat.

Ripitekben gazdag genomi régio

SRS
readek

LRS
readek

SRS assembly LRS assembly

1. dbra Egy ismétlédésekben gazdag genomi régio sematikus dbrdzoldsa: SRS (fent), és LRS (lent) mddszerrel valo
szekvendlds. Mivel az SRS mddszer dltal generdlt leolvasdsok révidebbek, mint a repeat egység hossza, igy az ésszeillesztés
nem egyértelmd, a bioinformatika nem tudja a genomi régick egymdsutdnisagdt megmondani (SRS assembly), mig ez az LRS
technikaval egyértelm(. Zélddel jeléltem az ismétlédé szakaszokat, mig a tébbi szin egyedi régidkat abrdzol.

A genom szekvendlason tul az LRS-nek szamos elénye van a transzkriptomikdban is: a modszer
lehetévé teszi az olyan RNS varidnsok azonositdsat, amelyek a hagyomanyos SRS technolégiaval
és mas genomikai mddszerekkel nehezen vagy egyaltalan nem detektalhatdk. Az LRS technika
alkalmas a transzkripcio kezdd- és vég helyeinek (TSS és TES), valamint az alternativ splicing révén
létrejovd izoformdknak a pontos azonositdsara; azaltal, hogy képes a teljes RNS molekulak
szekvenaldsara. Igy az Osszetett spliceolt izoformak is azonosithatok (2. abra). Emellett a

|
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A virdlis transzkriptom rejtett komplexitasa

technoldgia segitségével megkiilonboztethet6k a parhuzamosan atfed6 transzkriptek, melyek~

mennyiségi meghatarozasa is lehet6vé valik ezaltal.

Transzkript izoformak
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2. dbra Az LRS képes az izoformdk azonositdsdrall. Az egyes TSS-ek, TES-ek és splice junkciék SRS-sel is meghatdrozhatdk,
azonban ezek kombindcidjdt nehéz megkiilénbéztetni, amennyiben t6bb izoforma taldlhaté ugyanazon a lokuszon. Tovdbbd,

az LRS képes teljes hosszusdgu transzkriptek leolvasdsdra, amelyek teljes kontig informdcidt nyujtanak az egyes RNS-ekben
szerepld exonokrol.

v

A legUjabb LRS mddszerek letetévé teszik a nativ RNS kdzvetlen szekvenalasat is (ONT direkt RNS
szekvenalas)!?, minimalizalva a konyvtarkészités sordn keletkezd torzitasokat, és lehet6vé teszi az
epitranszkriptomikai modosuldsok kimutatasat is.

A virusgenomok annotaldsa hagyomanyosan az ORF-ek azonositasaval tortént, illetve a Northern
blot, a DNS chip és a qRT-PCR® technikakat alkalmaztak, mely modszerek bar specifikusak és
érzékenyek, korlatozottan alkalmazhatdk csak transzkripcios aktivitds vizsgalatara, mivel csak
ismert szekvencidk kimutatasara képesek. Az SRS technolégidk megjelenésével U] lehetGségek
nyiltak a virusok és gazdasejtjeik kozotti genetikai kolcsonhatdsok részletes vizsgdlatdra, a
transzkripcié kezds- és végpontjainak detektdlasara, s maguknak a transzkripteknek az
annotalasara'#’>. Az LRS technoldgidk bevezetése még tovabb gyorsitotta a virus
transzkriptomikai kutatasokat, lehetévé téve az ismeretlen mRNS-ek, nem-kédolé (nc)RNS-ek,
poligénes RNS-ek, valamint kiilonb6z4 transzkript izoformak (TI-k) azonositasat.

A vilagon elséként alkalmaztuk mind a PacBio és ONT mddszereit eukariota virusgenom?® — és
transzkriptom szekvendldsra'>!"2,
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A virdlis transzkriptom rejtett komplexitasa

CELKITUZESEK

1. Technoldgiai innovacid a molekularis viroldgidban: a virustranszkriptomok
Ujradefinidlasa, feltdrdsa kombindlt szevenaldsi mddszerek alkalmazasaval — integrdlni a
techolégiai és bioinformatikai Ujitasokat a projektjeink soran

2. Komplex (analitikai) megkozelitések: a virusok szerkezetére vonatkozd ismeretek U
dimenzidinak feltarasa

a. statikus transzkriptom meghatdrozdsa: azonositani, annotalni az mRNS-eket, ncRNS-
eket, transzkript izoformakat

b. dinamikus génexpresszio analizis: meghatarozni a virusgének, illetve transzkriptek
kinetikai osztalyait, meghatdarozni a virusok idében véltoz6 génexpresszids profiljat

c. RNS modifikdaciok detektdldsa: azonositani azokat a genomi régidkat, amelyek a
fert6zés egyes id6pontjaiban metildltak, vagy hipereditaltak

3. Funkciondlis genomika

a. olyan mutans virusok léterhozdsa, melyek transzkripcids faktort kédolo, vagy egyéb,
a virusfert6zés szempontjabdl kulcsfontossdgu génben deletaltak. Ezt azzal a céllal,
hogy meghatdrozzuk e gének, a virus globalis expresszids profiljara gyakorolt hatasat.

b. az altalunk e projektek soran leirt Uj RNS osztaly, a replikacid-asszocidlt (ra)RNS-ek
képviselSinek funkciéndlis analizise — id6ben valtozd expresszidjuk, izoformaik
azonositdsa, validadlasuk Northern blottal, gRT-PCR-rel

c. az uj transzkript izoformak kédold potencidljanak elemzése in silico

4. Virus-gazdasejt interakcidk: megérteni a virusok patogenitdsat és ezdltal, hogy miként
kiizdhetjik le fert6zést.

a. avirusfert6zés gazdasejtekre gyakorolt hatasanak elemzése

b. a sejtvonal viralis génexpresszidra gyakorolt hatdsanak vizsgalata
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A virdlis transzkriptom rejtett komplexitasa

EREDMENYEK ES ERTEKELES

Céljaink megvalésitdshoz szamos virus transzkriptom profiljat és genom szekvencidjat hatdroztuk
meg. E virusokat az 3-as abran mutatom be.
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3. dbra Az ICTV 2022-es taxonémiai besoroldsa és nevezéktana alapjan az dltalunk analizdlt virusfajok besoroldsa. Az
egyszerlisités érdekében minden esetben csak azokat a magasabb rendszertani kategdridkat jeléltem, melyekben kiilonbség
van a vizsgdlt fajok kézé6tt. Az abrdn a birodalom (Realm), kirdlysdg (Kingdom), térzs (Phylum), altérzs (Subphylum), osztaly

(Class), rend (order), alcsaldd (Subfamily), nemzetség (Genus) és faj (Species) neveket mind a 2022-es besorolds alapjan
jeloltem.

TECHNOLOGIAI UNTASOK: ,, WETLAB”, BIOINFORMATIKA

Kombinalt szekvendldsi mddszerek alkalmazdsaval ujradefinidltuk szamos virus (3. abra, 1.
tablazat) transzkriptom profiljat. Ehhez integraltuk az 6sszes szekvenalasi technoldgiat, mind a
PacBio, mind az ONT maddszert els6ként alkalmaztuk tovabba mind a labor, mind a bioinformatika
terén Ujitasokat vezettiink be.

Mivel sem a PacBio, sem az ONT egyik mddszere sem problémamentes, mindegyik megkozelités
okoz valamilyen mértékd torzitast az eredményekben, ezért kombinaltuk a technikakat, valamint
szamos kiegészit6 metddust alkalmaztunk: LRS [amplifikalt és nem amplifikalt (Un. direkt cDNS)
szekvendlds, direkt RNS szekvenalas], SRS, CAGE-Seq, cap-szelekcid, Terminator-kezelés,
méretszelekcid, mds, fliggetlen adatszettek alkalmazdsa, stb. E kombinalt megkdzelitést révén
annotaltuk a vizsgalatba bevont virusok TSS, TES, valamint a splice helyeit, intronokat, illetve
magukat az RNS molekuldkat is. A statikus transzkriptomok megallapitdasa mellett a virusgének
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A virdlis transzkriptom rejtett komplexitasa

kinetikai elemzését is megoldottuk az alkalmazott mddszerek révén. Mindehhez a laboratériumi
technikdk fejlesztésén tul, szamos az elemzéshez elengedhetetlen bioinformatikai scriptet,
programcsomagot is kidolgoztunk??, tovabba matematikai megkdzelitéseket, az RT>-PCR adatok
elemzéséhez?3.

ICTV elnevezés Kézismert (magyar) név, | ICTV elnevezés Kézismert (magyar)
rovidités név, rovidités
Simplexvirus Herpesz szimplex virus 1- | Orthonairovirus Krimi-kongdi vérzéses
humanalphal es tipus, HSV-1 haemorrhagiae Iaz virusa, CCHFV
Varicellovirus Varicella Zoster virus, VZV | Orthoflavivirus nilense | Nyugat-nilusi virus,
humanalpha3 WNV
Varicellovirus Bovine alphaherpesvirus Orhoflavivirus Zika virus, ZIKV
bovinealphal 1, BoHV-1 Zikaense
Varicellovirus Equid alphaherpesvirus 1, | Severe acute Sulyos akut légz8szervi
equidalphal EHV-1 respiratory syndrome- | szindréma-
related coronavirus-2 koronavirus 2, SARS-
CoV-2
Varicellovirus Pseudorabies virus Enterovirus B Coxsackie-virus 5B,
suidalphal (Aujeszky-féle virus), PRV CVB5
Cytomegalovirus Human citomegalovirus, Porcine endogenous Sertés endogén
humanbeta5 HCMV retrovirus retrovirus, PERV
Rhadinovirus Kaposi-szarkdmaval African swine fever Afrikai sertéspestis
humangamma8 tarsitott herpeszvirus, virus virus, ASFV
KSHV
Lymphocryprtovirus | Epstein-Barr virus, EBV Alphabaculovirus Autographa californica
humangamma4 aucalifornicae multiple nucleopoly-
hedrovirus, ACMNPV
Vesiculovirus Vesicular stomatitis Monkeypox virus Majomhimlé virus,
indiana Indiana virus, VSIV MPXV
Circovirus porcinel | Porcine circovirus 1, PCV- | Vaccinia virus Vakcinia virus, VACV
1
Alphainfluenzavirus | Influenza A virus, IVA Varicellovirus Simian varicella virus
influenzae cercopithecinealpha9 | (SVV) *

1. tdbldzat Osszefoglalé tabldzat a vizsgdlt virusfajokrdl. * Az SVV transzkriptomikai elemzéséhez kizdrélag mdsok dital
szekvendlt adatokat haszndltunk fel.

VIRUS GENOMOK ANNOTALASA: DNS ES RNS SZEKVENCIAKBOL

Az RNS molekulak azonositdshoz sziikség van referencia genomokra. Célszer(i azt a torzset
haszndlni a térképezéshez, aminek a transzkriptomdval dolgozunk. Mi a PacBio platformot
haszndltuk a PRV genom vad tipusi Kaplan (Ka) torzsének szekvenalasara, s igy els6ként
szekvendltunk meg e mddszerrel eukaridta virus genomot!® (GenBank: KJ717942.1). A Ka térzs
mellett egy altalunk generalt géndeletalt torzset??, illetve egy szintén altalunk, Gjonnan izolalt PRV-
t25, valamint a PCV-12° genomot is megszekvenaltunk. A PERV?’ és a VACV?® genomot pedig a

transzkriptek PacBio RSII, Sequel és ONT szekvenalasbdl nyert adataibdl allitottuk 6ssze. Tovabb3,
|
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a SARS-CoV-2 izolatum genom szekvencidjat is meghataroztuk (els6é magyar SARS-CoV-2 teljes
genom szekvencia) a long-read RNS-Seq eredményezte leolvasasokbdl?.

VIRUS TRANSZKRIPTOMOK

Munkdank sordn az LRS mddszerek koziil els6ként a PacBio technoldgidjat (RS 11 késziilék) vezettiik
be a virusok transzkriptomanak atfogo jellemzésére. ElGsz6r modellvirusunk, a PRV Ka torzsének
RNS profiljat hatdroztuk meg'>'’. Ezt kdvette szdmos tovabbi virus, dgy, mint a HSV-13°, HCMV
3132 \VACV33, PCV-13* és a PERV?®, ugyanezen médszerrel. Majd az Gjabb technikdk megjelenésével
alkalmazni kezdtiik a PacBio Sequel II-t [PRV, HSV-1, HCMV3¢, VACV?!, AcMNPV?’] és az ONT
MinlON [PRV?8, VZVv38 EBV3°, HSV-1%°, AcMNPV?°, VACV#!, ASFV42, HCMV?3¢, BoHV-1%3, PERV?®, IVA,
CVB5, VSIV, WNV, CCHFV, ZIKV*, SARS-CoV-22°, EHV-1%, MPXV?, KSHV#] késziilékét is. Az
id6kozben megjelend technoldgiai Ujitasok (uj konyvtarkészité kitek, enzimek, basecallerek, stb.)
folyamatosan bevezetésre keriiltek kutatdsaink soran, igy ugyanazon virusrél esetenként tobb
frissitett elemzést is kozoltlink. Tovabba, ha elérheté volt, masok adatait is bevontuk az
analizisbe3%7%8  Sok esetben pedig, f6ként, azon virusok esetében, ahol kordbban még SRS
platformot sem hasznaltak transzkriptomikai céllal, ott mi ezt is elvégeztiik (PRV#Y7, EHV-1%,
ASFV*2, PCV?%), és bevezettiink egy SLRS méddszert is*3. A ’statikus’ elemzés mellett, amikor az
egyes virusok RNS variansait vizsgaljuk, dinamikus elemzéseket is végeztiink, azaz meghataroztuk
a virusgének kinetikai osztalyait, azt, hogy a virusfert6zés mely id6pontjaban fejez6dnek ki, illetve,
hogy az adott génrél leirédo izoformak kozt figyelhet6-e meg idSbeli eltérés.

A viralis transzkriptomok strukturalis analizise

A projektjeink f6 célkitlizése a virdlis komplexitas feltérképezése volt, melyet el6bb NGS, majd TGS
madszerekkel vizsgaltunk.

Az elemzéseink feltartak, hogy a virusok RNS profilja sokkal komplexebb, mint azt gondoltuk, s
hogy ez altaldnos érvényl. A virdlis transzkriptom kordbban fel nem ismert Osszetettségét
mutattuk ki, beleértve Uj fehérjét kddolo és nem kddolé gének felfedezését, Uj mono- és poligénes
transzkripcids egységeket, valamint kiterjedt transzkripcids atfedéseket mind a szomszédos, mind
pedig a tavoli gének kdzott!”203038, A HV-ok replikécids origdit dtfedd, nem kddold transzkripteket
azonositottunk, amelyek szerepet jatszhatnak a DNS-szintézis szabalyozdsaban'>173%4> tovabb4 a
transzkripcids faktorokat kddold gének kozt is azonositottunk atfedéseket, mely arra utalhat, hogy
ezek a gének nemcsak fehérje, hanem RNS szinten is befolydsolhatjak a génexpressziot.
Meghatdroztuk mostanra szamos human- illetve allati patogén, igy 6t a-, egy B- és két yHV,
tovabba két, a poxvirusok csalddjaba tartozé virus teljes transzkriptom profiljat, foglalkoztunk az
afrikai sertéspestis virusaval, egy rovarvirussal, tovabba szdmos kis, f6ként RNS genomu virus RNS
profiljaval is. A 4. dbran az EHV-1 transzkriptom lathato.
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4. dbra EHV-1 transzkriptom®. Az ONT MinlON szekvendtordt alkalmaztuk az EHV-1 genomrdl leirédé RNS-ek
komplexitdsanak feltardsdhoz. Az dbrdn a LoRTIA program dltal azonositott transzkriptek kerdiltek feltiintetésre. Csak azok a
nagyon hosszti RNS molekuldk keriiltek dbrdzoldsra, amelyeket a LoRTIA programcsomaggal azonositottunk a dcDNS
szekvendlds adatait felhaszndlva. A ritka transzkriptek esetében, ahol a TSS megdllapitdsra nem volt lehetdség, csillaggal
jeleztiik, ha a TSS csak becstilt pozicid. Az dbra a Geneious programmal késziilt.

A strukturdlis komplexitas , hattere”

Kimutattuk tehat, hogy az egyes virusok RNS profilja rendkivil komplex, hogy egy-egy génrél nem
csupan egy, hanem esetenként tucatnyi RNS-féleség irddik le. A legtdbb Ujonnan felfedezett
transzkript olyan kategdriakba tartozik, amelyeket az SRS és mas korabbi technikadk segitségével
nehéz tanulmanyozni, mint példaul a beagyazott (embedded) mRNS-ek (emRNS-ek), a poligénes
transzkriptek, az atfed6 transzkriptek és RNS-izoformak, beleértve a splice, TSS és TES variansokat.
Az LRS révén szamos ncRNS-t [antiszensz (as)RNS, intergenikus (iRNS) és beagyazott nem kddold
(enc)RNS] is azonositottunk. Szintén leirtunk egy specialis transzkript osztalyt, melyet replikacids
origd-asszocialt (ra)RNS-eknek*>*° neveziink. Leirtunk szamos Uj transzkripciés atfedést mind a
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A virdlis transzkriptom rejtett komplexitasa

szomszédos (lehet parallel, konvergens, divergens és komplex), illetve tavoli gének kozott”
egyarant. A komplex atfedéseket komplex (cx) RNS-ek alakitjdk ki. Mind a konvergens, mind a
divergens atfedés lehet puha (soft), illetve kemény (hard): az 5. abran lathatdak.

Uj transzkriptek

Kodold (emRNS) —

Nem kodolo (encRNS; asRNS; iRNS) AT iRNS
. Konvergens atfedés —
Uj mono- és poligénes transzkriptek  pivergens atfedés e —

Monocisztronos [|<

Policisztronos _<__

Komplex — U=t [\ < L
Uj transzkrlpt- |zc?f(ormak< "

Transzkripcios start hely (TSS) U :

Transzkripcios vég hely (TES) s

Sp"ce Komplex atfedés

<
Transzkripci6s atfedések, read-through () e
@ <oribban mar annotalt RNs-ek (] Altalunk leirt RS és RNS izoforma féleségek

5. dbra Az dltalunk leirt transzkript féleségek és a kanonikus RNS-ek sematikus dbrdja. A feketével jelélt, mdr kordbban
annotdlt RNS-ekhez képest szamos uj transzkript és transzkript izoforma varidnst irtunk le, ezeket zélddel adbrazoltam. Az dbra
az egyes transzkript hosszvaridnsok leiréddsdnak kévetkeztében kialakult (potencidlis) dtfedéseket is mutatja.

Az LRS technikdk rendkivil hatékonyak azon RNS-ek azonositdsdban, amelyek egy hosszabb
gazdagén TSS-ével vagy TES-ével kozosnek osztoznak. Azok a bedgyazott (e)RNS-ek, amelyek
tartalmaznak egy rovidebb ORF-et [in-frame (if)ORF] a hosszabb gazdagén kddold régidjan belill,
potencidlisan egy N-terminalisdban csonkitott polipeptidet kddolhatnak. Az ilyen emRNS-ek
ismertek voltak a herpeszvirusoknal (pl. a PRV esetén az ul/3.5 gén), azonban eredményeink
megsokszoroztak ezeknek a potencidlis mRNS-eknek a szamat minden herpeszvirus-
alcsalddban’*83% valamint egy bakulovirusban is?°. A teljes EHV-1 transzkriptomot bemutatoé 5.
abran zold szinnel jel6ltiik az eRNS-eket, mig a 6. dbra a PRV, a 7. abra pedig a HSV-1 egy-egy
Ujonnan felfedezett eRNS-ét mutatja.

34 kb 36 kb ‘ 38 ‘kb ) 40 kb 42‘ kb

P o fa Tt
SRAR AL

essmwmmwn  kédold szekvencidk (a fehér nyilak az orientaciéra utalnak)
B % ROl readek

I a transzkriptek sematikus dbraja

6. dbra Az ul36.5 — uj, potencidlis fehérje kédolo gén'?. Az dbrdn a PRV egy 11 kbp-os genomi régidja és az ide térképezdd6
PacBio RSIl readek IGV dbrdzoldsa lathato.
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A virdlis transzkriptom rejtett komplexitasa
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7. dbra A HSV-1 ul2.5 és az ul2.5-3 eRNS-ek*. Egy példa az ifORF-et tartalmazd transzkriptekre, melyet szamos technikdval
kimutattunk. Az dbrdn az UL2 és az egyik csonkolt transzkript varidnsa (UL2.5) leolvasdsai lathatdak, az IGV-vel vizualizdlva.
A readek LRS és SRS adatszettekbdl szarmaznak. Ldthatd, hogy a dRNS-Seq és a kétféle LRS cDNS technika ugyanazt a TSS-t
detektdlja (azzal a megjegyzéssel, hogy a dRNS-Seq révidebb 5'-UTR-eket produkdl, atlagosan 23 bp hidnyzik). Az is Idthatg,
hogy az SRS mddszer specifikus kényvtdrkészitési metodus (pl. CAGE) nélkiil nem hatékony az 5’ végek megdllapitdsdra.

Funkcio a strukturalis komplexitas mogott

Az LRS technoldgiak megjelenése jelent6sen felgyorsitotta az Uj virus transzkriptek és Tl-ik, gy,
mint a splice, TSS és TES valtozatok felfedezését. Szamos IncRNS-t azonositottunk az aHV-ok OriS
és Oril régioi kozelében'’33°°, Ezek funkcidja még nem ismert, csak feltételezziik a replikacidban
betoltott szerepiket (elhelyezkedésiik, illetve a HCMV és EBV Ori régidiban leirt és funkciondlisan
vizsgalt RNS-ei alapjan). Ezt az Uj RNS osztalyt replikacid origd-asszocialt RNS-eknek (raRNS)
nevezzik, s azok az RNS-ek alkotjak, melyek a virusok Ori-jai kdzvetlen kozelében irédnak le, vagy
azokkal at is fednek*®. Tovabbd olyan RNS-ek, melyek az Ori-k kériili, a virus transzkripcio, illetve
replikacio szabalyozdsaban résztvevs génekkel fednek at>°.

A HV-ok mindharom alcsaladjaban (a, B és y) azonositottunk raRNS-eket, melyek a virus genom
Ori régidi koré térképezddnek®™>7:3%, tovabba a bakulo?%3’- és cirkovirusokban3* is taldltuk az Ori
régidkba térképez6dé6 transzkripteket. Egy altalanos, a herpeszvirusok mindharom alcsaladjat
érint6 analizist végeztiink, melybe sajat és masok SRS, LRS és RAMPAGE-Seq [RNA annotation and
mapping of promoters for analysis of gene expression sequencing] adatait is bevontuk, illetve
konkrétan e régidk vizsgalata céljabdl végeztiink tovabbi LRS és CAGE-Seq kisérleteket, qPCR
validdlast®.

Specialis elhelyezkedésiik és az ebbdl (is) kovetkezd feltételezett szerepiik miatt e tézisben
hangsulyozottan tdrgyalom az raRNS-eket, az alfaherpeszvirusok OriS régidjara fokuszaltan.

|
TOMBACZ DORA MTA Doktori értekezés / Tézisek

/

12



A virdlis transzkriptom rejtett komplexitasa

Az alfaherpeszvirusok raRNS-ei

Az raRNA-ek kdzé azok az RNS-ek tartoznak ide, melyek atfedik az Ori-k valamelyikét, vagy azok
kozelébe térképezédnek. Vannak koztiik IncRNS-ek és mRNS-ek hosszu, 5'-, illetve 3'-UTR
izoformai egyardnt. Az OriS elhelyezkedése az a-HV-ok esetén konzervativ, mindig az us1 génhez
képest upstream helyezkedik el. Az alcsalad altalunk szekvenalt 6t (PRV, HSV-1, VZV, EHV-1 és
BoHV-1) tagja, illetve a csak adatok szintjén feldolgozott SVV mindegyike esetén azonositottunk
Uj, az OriS koril leirédo, illetve azzal atfedd transzkripteket és Gj RNS izoformakat.

A NOIR-1 transzkript csalddba tartozé RNS-ek mind az IR régidban irédnak le és kozos 3'
koterminadlisban végzddnek egymadssal és az antiszensz transzkripttel (AST) és a hosszu latencia
transzkripttel (LLT) is® Az dltalunk leirt NOIR-2 szintén az IR régiébdl irédik le, a noir-2 gén az ie180
gént6l downstream helyezkedik el, azzal parallel orientacidban, s konvergens allasban a noir-1-hez
képest. A NOIR-2 rendkivil alacsony abundancidju RNS molekula. Az ORF-ek hidnya arra utal, hogy
az Osszes noir gén IncRNS. Egyik leolvasasi keretben sem figyelhet6 meg GC-preferencia, ez is
erGsiti azt, hogy nem kddold gének.

Az AZURE (antisense transcripts in the IR-US overlapping region) névre keresztelt transzkriptet is
azonositottuk, mely az us1-gyel ellentétes orientdcidju. Az AZURE egy IncRNS, mely részben atfed
az us3 génnel, illetve az IR régid egy szegmensével. Az AZURE hosszabb, TSS variansa részben az
us4 génnel is atfed, antiszensz allasban.

Az EHV-1 azonositott raRNS-ei koziil az ORF65 (az usl, azaz az icp22 homoldgja) génjérdl leirddd
hosszi 5'-UTR izoforma atfedi az OriS-t*. Azonositottunk egy TATA-boxot az OriS-en beliil, és
azonositottuk azt a transzkriptet, amely valdszinlileg ennek a promédternek a szabdlyozdsa alatt
all. Kimutattuk a PRV NOIR-1-gyel homolég NOIR-t. Az EHV-1 NOIR-1 transzkriptnek két splice
izoformaja van, illetve azonositottunk spliceolatlan verziot is (8. abra).

<z

eknek a bICP4 nagyon hosszu TSS transzkript izoformaja, a masik pedig a bICP22 nagyon hosszu
TSS variansa. Ez a két TSS varidns az OriS mellett egymassal is atfed®!. Abundancidjukat (lévén
nagyon hosszuak) az LRS aldbecsiili. A bICP22-nek tobb izoformajat is azonositottuk. A TAATGARAT
és a TAATGARAT-szer( szekvenciak a herpeszvirusok IE génjei aktivitasdhoz sziikségesek. A bicp22
gén promotere az IE transzkripcids unit 1 (IEtul) tartalmaz TAATGARAT-szer( szekvenciat
(TAATCGAGA) és az ehhez asszocialhato TSS atfed az OriS-sel. Ez egyedilallé az alfaherpeszvirusok
kozott. Tovabba kimutattuk az ORIS-RNS1 és ORIS-RNS2 raRNS-eket is. A BoHV-1 raRNS-ek
alacsony abundancidjuak, s csupan a fert6zés kés6bbi id6pontjaiban jelennek meg. A HSV-1-ben
ugyanezt a szervezGdést figyeltiik meg, mig a VZV-ben és a PRV-ben csak a bICP22 homolégjanak
hosszu 5' UTR variansat detektaltuk. Szamos raRNS-t azonositottunk a VZV OriS-sel atfedésben is.
A VZV-ben a csoportunk altal kimutatott3® raRNS-eknek egy csoportja a kanonikus ORF62-ben (icp4
gén homoldgja) helyezkedik el, részben azzal ellentétes orientaciéban (asRNS-ek). Tovabba, az us1
homoldég ORF63 hosszu TSS variansai is atfedik az OriS-t.

Ezeknek az RNS-eknek a funkcidéja ismeretlen, lehetséges, hogy a NOIR transzkripteknek is
kozvetlen vagy kozvetett szerepiik van a replikacié szabalyozasaban.

Az aHV-ok OriS kozeli régidjaban tehat az aldbbi IncRNS-eket, illetve TI-kat azonositottuk: a BoHV-
1 esetén az OriS-RNS-t, a HSV-1 esetén OriS-RNS1-et, a PRV-nél, az EHV-1-nél, az SVV-nél a NOIR-
1 transzkriptet, mig a PRV esetén a NOIR-2 RNS-t is. Kimutattuk, hogy a BoHV-1, EHV-1, HSV-1 és
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SVV virusokban a transzkripciot szabalyozd gének (mint az us1 és az icp4) nagyon hosszu 5' Tl-jei”
atfednek az OriS-sel. Az aHV-okban az US1 RNS esetén egy rendkivil komplex splice mintdzatot
azonositottunk. Azonositottunk egy a HSV-1 OriS-RNS1-ével antiszensz alldsu IncRNS-t. Az altalunk
leirt NOIR-1 géncsaldd tagjai divergens dllasuak az icp4 génhez képest. Ezeknek a NOIR-1 RNS-
eknek a kanonikus tagjai nincsenek atfedésben az icp4-gyel, azonban a hosszabb izoformak
részben atfedik ezt a legfontosabb viralis TF-t kédold gént. Az EHV-1, VZV és SVV hosszu US1
transzkript variansai a noir-1 gén promoéterébdél indulnak. A PRV-nél csak feltételezzik ezt. Az SVV
transzkriptom analizise sordn azonositottuk a NOIR-1 egy olyan TSS variansat, mely atfed az ICP4
RNS kanonikus valtozataval. A NOIR-1-nek mind a kanonikus, mind a fenti TSS izoformaja atfed az
OriS-sel. A VZV ugyanezen génszegmensében 6t IncRNS-t azonositottunk (NOIR-1A, -1B, 1C, -1D,
and -1E). Mind a hat aHV esetében olyan TSS-ekkel rendelkezé Ti-ket talaltunk, amelyek nagyon
kozel helyezkednek el az OriS-en beliili TATA-boxokhoz, ami arra utal, hogy ezek a prométer
elemek funkciondlisak lehetnek.

Al AR

114 kb 115 kb 116 kb 117 kb 118 kb 119 kb 120kb OFiS 1210 122kb 123 kb
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8. dbra Az EHV-1 OriS-kézeli transzkriptjei*®. Az dbrdn az EHV-1 OriS régidja és azok kérnyékérdl leirédo transzkriptek
Idthatéak. Fehérje kddolo gének: fekete nyil; nem-kédolo géneket z6ld; mRNS-ek: kék; ncRNS-ek: piros nyil. A tébbi HV-vel
valo 6sszehasonlithatdésdg érdekében a HSV-1 terminoldgia szerint neveztiik a géneket. A szinek intenzitdsa az abundancidra
utal: 1: 1-9 leolvasds (read), 2: 1049 read, 3: 50—199 read, 4: 200-999 read, 5: > 1000 read. Az intronokat vizszintes vékony
Osszekdts vonalak jelzik. A PCR sordn alkalmazott primerek pozicidit z6ld nyilakkal jelélték.

a
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Dinamikus transzkriptom: a génexpresszio id6beli valtozasainak elemzése

Szamos virus esetén meghatdroztuk a géntermékek relativ expresszids szintjét. Az IE gének
azonositasdhoz cikloheximid (CHX) kezelést végeztiink, mely fehérjeszintézisgatld, hianydban nem
termelddnek azok a TF-ok, melyek az E és L gének leirédasdhoz sziikségesek. A gének kinetikai
besoroldsahoz alkalmaztuk a PacBio, illetve az ONT szekvendlast egyarant, el6bbi esetben az
amplifikdcio-mentes IsoSeq mddszert, mig utébbi esetben a dcDNS szevenaldst. A PacBio IsoSeq
konyvtarakat szekvendltuk az RSIl-vel a PRV°? és a Sequel-lel a VACV33* esetén, mig ONT MinlON-
on szekvenaltuk a HSV-1%°, a VACV3¥#! és a BoHV-1** dcDNS kdnyvtarakat a dinamikus RNS
profiljuk elemzéséhez.

A dinamikus PRV transzkriptom

A herpeszvirusok transzkriptomanak (féként HSV-1 és PRV) dinamikus tulajdonsagait korabban
szamos médszerrel tanulmanyoztdk, beleértve a microarrayt®® lllumina szekvendldst>*, valamint
az altalunk végzett QRT-PCR elemzéseket!3. Sajat PhD témam is a PRV génexpresszié qRT-PCR-rel
valé elemzését emelte a fékuszba?®, s azt kdvetden, az LRS mddszer bevezetését megelSz8en is
ezzel a technikaval foglalkoztam.

Az LRS mddszerek megjelenésével azokat els6ként vezettiik be a virusok dinamikus transzkriptom
profilalkotdsdhoz is®2. A PRV transzkriptom id8beni véltozasainak vizsgalatdhoz a PacBio RSl
szekvenaldsi platformjat haszndltuk. Ennek a munkdnak kettds célja volt: egyrészt a PRV
transzkriptek jellemzése és osztalyozdsa kinetikai tulajdonsdgaik alapjan egy Uj mddszerrel,
tovabba annak bemutatasa, hogy az LRS mddszer hogyan hasznalhaté és mennyire hasznos a
globalis transzkripcid kvantitativ elemzésében, az id6ben valtozé génexpresszié 6ssz-genomszint(i
profilozasaban.

A konyvtarkészitést a PacBio ,Very Low Input” protokollja szerint végeztiik, mely a relative rovid
(1-2 kb) hosszusagu readeknek kedvez, ezért az ennél hosszabb és rovidebb leolvasasok
alulreprezentaltak a mintankban. Az abszolut kvantifikaldst nem tette lehetévé a mddszeriink,
azonban a relativ expresszids (Fx) értékek kiszamitasaval a génkifejez6dés mértéke
Osszehasonlithatd. Azokat a transzkripteket, amelyek atlagos F értéke kisebb volt, mint 0,05%,
kizdrtuk az elemzésbdl. A PRV transzkriptek poligénes természete egy tovabbi nehézség volt a
transzkriptek azonositdsa soran. Azokat a poligénes egységekrél szarmazé, nem teljes hosszusagu
readeket, melyek legaldbb 8 bp-t tartalmaztak az upstream génbdl, a hosszabb RNS molekulahoz
kalkuldltuk. Ezt a kiisz6bot a PRV statikus elemzésekor!’ tapasztalt, a transzkriptek TSS-ére
vonatkozdé (~ 4 bp-os) hossz polimorfizmus miatt allitottuk be. A virus RNS-ek kinetikai
kategorizalasat azon elvek alapjan végeztiik, hogy az E gének a virus fert6zési ciklus korai
id6szakdban nagymértékben kifejez6dnek, ugyanakkor a késGbbi id6szakokban relative alacsony
expressziot mutatnak. Az L2 gének viszont csak kis mértékben fejez6dnek ki a fert6zés elsé
drdiban, s kés6bb valnak abundanssa. Az L1 gének koztes kinetikai profillal rendelkeznek.

A transzkriptek Fx értékeit k-kozép klasztereztiik, Pearson-korrelacids analizist végeztiink, s igy
allapitottuk meg az egyes klasztereket, s az ide tartozo transzkripteket (9. abra).
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9. dbra A PRV gének transzkripcids kinetikdja hétérképes dbrdazoldsa®2. A PRV transzkriptek Fx értékei elkiiléniilG expresszids
profilt mutatnak a hdrom kinetikai klaszterben. Soronként Iathatjuk az egyes transzkriptek relativ expresszios valtozdsait. A
piros a magas, mig a fekete az alacsony relativ expresszios értékre utal

Eredményeink szerint az dltalanos E, L1 és L2 génkifejez6dések jelentSsen kiilonbdznek egymdstol.
Az E gének magas relativ kifejez6dést mutatnak a DNS replikacié kezdete el6tt, amely 12 h-val a
fert6zés utan jelentGsen csokken. Az L2 gének ‘inverz’ kinetikdat mutatnak az E-khez képest. Az L1
gének kezdetben eltéréen viselkednek az E génektdl, mig késSbb expresszios profilkjuk hasonléva
lesz. Ellenben, az L1 gének az infekcid elsé drdiban az L2 génekhez hasonld kifejez6dési
dinamikdjuak, ami az infekci6 mdsodik felében eltérévé valik. Az E gén termékek maximalis
értékeikhez viszonyitott ardnya magasabb volt az L génekhez képest az infekcid els6 4 érajaban.
Minden gén expresszidja n6 6 és 8 h kozott; latszolag részben a virus DNS replikdcié miatt. Az E
gén termékek mennyisége tipikusan csokken 8 és 12 h kozott, ami ellentétes az ebben az
id6szakban névekvé L2 transzkriptumok mennyiségével.

A virusgén domének iddfiiggé kifejezédése

Az izoformak (kiilondsen a splice variansok) amelyek kiilonb6z6 fehérjedoméneket hordoznak,
gyakoriak példaul az emberi sejtekben és bizonyitottak, hogy fontos szerepet jatszanak a rak
kialakuldsaban®. A virusokban, ahol a transzkriptek osszetettsége és ugyanabbdl a génbdl
kifejezett transzkript izoformdak szama sokkal magasabb, ez a jelenség még fontosabb lehet. A
transzkript izoformdk ardnydnak valtozasa kilénb6z6 funkcidkat indukalhat. A BoHV-1
transzkriptom vizsgdlata sordn a virusfert6zés alatt e lehetséges jelenségek megfigyelése
érdekében az isoformswitchanalyser eszk6zt>® hasznéltuk a LoRTIA dltal kapott transzkript
mennyiségeken.

A 10. abra az annotdlt fehérjedoméneket, jelpeptideket és IDR-eket mutatja be két példagén
transzkriptjeiben. Az elemzés eredményei szerint az us4.5 gén 5' végén csonkolt transzkriptjei nem
rendelkeznek az 0Osszes azonositott fehérjedoménnel és jelpeptiddel a kanonikus US4
transzkripthez képest. Az adataink azt mutattak, hogy kezdetben az us4.5 gén termékei nagyobb
aranyban keletkeznek, de a fert6zés késéi szakaszdban az us4 gén US4 transzkriptjei valnak
dominanssa (10. dbra). Ez azt jelentheti, hogy egy kezdeti "zajos" transzkripcié (amely funkcié
- - -
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nélkdli transzkripteket eredményez) utan a transzkripcié a funkciondlis mRNS-ek kifejezésére valt.
Ezt a megfigyelést az a tény is aldtdmasztja, hogy az us4 egy kései gén, a fert6zés korai szakaszdban
nem sziikséges. Nem zarhatd ki, hogy az US4.5 transzkript funkciondlis, és lehetséges, hogy
szabdlyozhatja az us4 gén kifejez6dését. Hasonld mintat taldltunk az u/44 gén esetében is. A bicp0
gén két splice varianst fejez ki (azonos doménszerkezettel) a kanonikus izoformdaval nagyjabdl
egyenlé mennyiségben, de két éra utan jelentés csokkenést figyeltiink meg. Tébb 5'-csonkolt
izoforma (néhany annotalt domén nélkiil) kisebb abundancidban fejez6dott ki a virusfertGzés
késébbi szakaszaiban. Tobb masik gént is azonositottuk az isoformswitchanalyser-rel, amelyek
izoforma valtast mutatnak 'kovetkezménnyel' (ul18, ul21, ul40, ul44), de ezekben a génekben az
izoforma arany nagyon hasonlé volt minden mintdban a 2 h-s id6pontot kovetGen.

us4
s+
Domén
US43k =j 5 .
g_ . :ignal pe;:;nde 5
o lerpes_glycop
US4.5Kk [N - IDR 9
US4.5-S3<
I :
o I |
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T Eaaaa—
2 I
0.00 0.%‘ ?‘fo ?)& e
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BICPO =i | NI =
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10. dbra A szines boxok a Pfam adatbdzis haszndlatdval azonositott fehérje doméneket mutatjak>l. Az dbrdn a bicp4 és a
bicp0 gének a fertézés sordn megjelend izoformdk szerkezetét és az expresszios profiljukat tiintettiik fel. A megvdltozott RNS
expresszios profil eredményeként izoforma switchet (vdltdst) detektdltunk, mely vdltdsok a fehérje domén struktira
vdltozdsat is indikdljdk, tovabbd vdltozdst a szigndlpeptid tartalomban, vagy a predikdlt fehérje rendezetlenségében (IDR). A
transzkript izoformdkat kodoldsi valdszinliségiik alapjdn csoportositottuk (amit a CPAT2 REF-fel értékeltiink). A 3’- és 5'-
csonkolt transzkriptek csak prediktdlt ORF-eket tartalmaznak.
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A GAZDASEJT TRANSZKRIPTOMOK ES A VIRUSFERTOZES A GAZDAGENEK EXPRESSZIOJARA KIFEJTETT
HATASANAK ANALIZISE

Szamos virus esetén elvégeztiik a gazdasejtek expresszidjara gyakorolt hatasuk elemzését is (pl.
BoHV-1, EHV-1, VACV, VSIV, SARS-CoV-2). A tézisben részletesen a VACV gazdasejtjeinek a
virusfert6zés kovetkeztében megvaltozo génexpresszids profiljat mutatom be.

A gazdagének valasza a VACV fert6zés hatasara: kordbbi tanulmdanyok kevés differencidlisan
expresszalédd gént azonositottak a VACV fert6zés hatdsara®’, mig egy nemrégiben végzett
proteomikai tanulmdny szintén azt mutatta, hogy a VACV fert6zés nagyon kevés gazdagént
befolydsol®®. Az eredményeink szerint nagymértékben expresszalédd 768 gént 6t klaszterbe
csoportositottuk a virusfertGzésre mutatott valaszuk alapjan (11. dbra). Az ugynevezett ‘early-up’
(korai-fel) klaszterbe sorolt gének a virusfert6zést megel6z6en (mock) nem, vagy nagyon alacsony
mértékben fejez6dtek ki, mig a fert6zés utani kés6bbi id6pontokban konzisztensen magas
expressziojuak. Az ‘early down’ (korai-le) RNS-ek a mock mintdkban nagy mértékben
expresszalédtak, mig a fert6zés utan vagy alig fejez6dtek ki, vagy egyaltaldn nem irddtak le. Az
‘early up/down’ (korai fel/le) kategoridba sorolt transzkriptek nem, vagy alig irédnak le a VACV
fert6zés elStt, majd a fert6zés utdn 1 h-val magas az expresszidjuk, ami szinte teljes mértékben
megsz(inik a kdvetkez6 drakra. A ’'mid up’ (k6zép fel) transzkripteknek nincs expresszidja a mock
sejteken, a csucs kifejez6désiik és a platd fazisuk 2-3 h-val a fert6zés utdn van. A ’constant’
(konstans) transzkriptek kategoridjat olyan gének alkotjak, melyek relativ expresszidja
mértékében nem tortént szignifikans valtozas a virusfert6zés altalunk vizsgalt id6pontjaiban (12.
abra). A legjobban jellemezett génklaszterek expresszids mintazatainak értékelése soran a GO-t
hasznaltuk, és jelent6s tulreprezentacidt talaltunk a "szignalreceptor aktivitds szabalyozdsa" GO
folyamatban azon géneknél, amelyek a korai szakaszokban mutattak magas expressziét, de a
kés6bb nem, vagy csak alig fejez6dtek ki. Tovabba, sok, a virusfert6zés soran upregulalt gén jatszik
szerepet a sejtosztédasban, vagy a "virus életciklusanak pozitiv szabalyozasaban". Néhany, a
virusfert6zés hatasara downreguldlt gént pedig a "sejtndvekedés" és a "mezenchimalis
differenciacio" kategdridakba annotaltunk.
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11. édbra Az abunddns gazdagének expresszios vdltozdsai a VACV fertézés sordn*®. (A) Gazdagén klaszterek expresszids
profilja. (B) Azonositott 6t elkiiloniilégazdagén klaszter hétérképes abrdja.
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A céljaink eléréséhez technoldgiai Ujitasokat hajtottunk végre, integrativ megkozelitéseket
alkalmazva meghataroztuk szdmos viruscsaldd tagjainak transzkriptom profiljat, melyhez
lényegében az 6sszes rendelkezésre allé szekvenald platformot (lllumina, PacBio RSII és Sequel,
ONT MinION) és szdmos konyvtarkészitési technikat alkalmaztunk. A sejtes szervezetekkel
Osszehasonlitva, a virusoknak igen kevés génjiik van, genomjuk kompakt, ezért idealis
modellszervezetek &ltaldnos transzkriptomikai kérdések vizsgalatara is. Mar az els6 LRS
eredményeink sokkal bonyolultabb RNS profilt mutattak, mint azt a kordbbi ismeretek alapjan
gondoltuk. Eredményeink egyben arra is ramutattak, hogy az LRS-nek szdmos el6nye van az RNS
szekvenaldsban az SRS mddszerekhez képest. Eredményeink egyértelmlisitették, hogy a virus
transzkripcio rendkiviil komplex és, hogy szinte a teljes genom transzkripciondlisan aktiv. Az
intergenikus régidkat hosszu UTR szekvencidk irjak at, illetve 6nallé transzkriptek is leirédnak errdl
a DNS szakaszrol.

Kimutattuk, hogy sokkal tébb RNS és transzkript izoforma képzédik egy adott ORF-rél, és, hogy
a poligénes RNS-ek szama is sokkal magasabb, mint, ami eddig ismert volt. Munkank
eredményeként megsokszoroztuk az ismert transzkriptek szamdt minden vizsgalt virus esetében.
Genommeéretlikh6z mérten nagyszdmu transzkriptet és RNS izoformat azonositottunk még a
kisméretl, DNS genommal rendelkez6é PCV-nél és PERV-nél, illetve az RNS virusok kozil a VSIV-nél
és a SARS-CoV-2-nél. A tébbi vizsgalt RNS virusndl ezt a nagyfokd komplexitast nem tapasztaltuk.

Szdmos uj potencidlis mRNS-t, ncRNS-t azonositottunk mind géneken belll, mind az intergénikus
régidkban egyarant az 6sszes nagy genomu virusnal. Meghatdroztuk a virusgének kanonikus TSS
és TES pozicidit, illetve az alternativ hossz-izoformdkat. Leirtunk szamos uj intront, spliceolt
transzkriptet és alternativ splice varidnst. Kimutattuk, hogy a poxvirusok genomjanak kézépsé
régioja a génexpresszio szempontjabol ’kaotikus’: az e genom-szegmensébe lokalizalédd L gének
nem rendelkeznek fix TSS és TES pozicidkkal, hanem a genom szadmos pontjardl indul és végzédik
a transzkripcio. Ebben a régidban az antiszensz RNS-ek expresszio is rendkiviil magas. E kaotikus
expresszios profil a virusfert6zés kései fazisaira hatvanyozottan érvényes. A korai id6pontokban,
illetve a genom két szélsé szegmensében az egyes génekrél sokkal szabalyosabb RNS-ek irddnak
le, itt alig jellemz8ek az alternativ TSS és TES variacidk. Kimutattuk, hogy a poxvirusok genomja
az elsétdl az utolsé nukleotidig transzkripciondlisan aktiv. A herpeszvirusoknal ismert volt, hogy
a gének jelent6s hanyada poligénes. Leirtuk, hogy ez a pox-és a bakulovirusokra is jellemz6.
Kimutattuk, hogy a konvergens, divergens és parallel transzkripcids atfedések alapvetd jellemzéi
a viralis RNS profiloknak. A transzkripcios dtfedések komplex hdlozatat tartuk fel a vizsgalt
virusokban, még tavoli gének kozott is igen gyakoriak az RNS szint(i atfedések. A viralis
transzkriptomok feltardsa nagy jelent6ségli, mert betekintést nyerhetiink &altala a virusok
replikacidjanak és patogenezisének molekuldris mechanizmusaba, ami segithet a potencialis
antivirdlis célpontok fejlesztésében.

Amellett, hogy meghataroztuk a viralis transzkriptek izoformait, azt is vizsgaltuk, hogy ezek a
virusfert6zés soran mikor irédnak le. Az id6ben valtozé transzkripcios profilok elemzése ugyanis
alapvet6 jelentGségli a génexpresszid 0Osszgenom-szintl szabalyozasanak megértéséhez.
Meghatdroztuk a virusgének kinetikai osztdlyait, illetve a transzkripteket is kategorizaltuk
aszerint, hogy a virusfert6zés mely id6pontjaban fejez6dnek ki kisebb, vagy nagyobb mértékben.
Az 3ltalunk leirt, sajat promoterrel rendelkez6 ncRNS-eket (pl. a CTO, a NOIR és ezek izoformai) is
be tudtuk sorolni a megallapitott kinetikai osztalyok valamelyikébe. Az expresszios dinamikdk
alapjan csoportokat alkottunk. Meghataroztuk, hogy az adott génr6l leirédd kiilonbozd
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transzkript izoformdk egymdshoz viszonyitott ardanya hogyan valtozik a fertézés egyes
idépontjaiban.  Tovdbbda, megvizsgaltuk a transzkript izoformak koédolé kapacitdsat is.
Megallapitottuk, hogy hosszi 5' UTR-eket eredményez6 TES varidansok uORF-eket kddolnak,
melyek szabdlyozé szereppel birnak, mig az egyéb varidnsok (rovid 5' UTR, illetve splice varidnsok)
esetén a fehérje domén szerkezete, ezaltal a funkcidjuk tér el a kanonikus variansétol.

Osszefoglalva, bemutattuk az LRS hasznossdgdt a virusok dinamikus transzkriptomdnak
vizsgdlatdban is. Megdllapitottuk, hogy ezt a technikat alkalmazni lehet minden olyan folyamat
tanulmanyozdsara, amelyek egy meghatdrozott, jél kontrollalt transzkripcids id6beli lefolydst
mutatnak, mint példaul a virusok replikacidja, az embridfejlédés, a szbveti regeneracio, stb.
Tovabba, sikeriilt nyomon kovetniink az egyes TI-k, intron varidnsok és atfed6 RNS-ek egyéni
dinamikajat, amelyek kiléndsen fontosak a nagy DNS genomu virusokndl, amelyek 6sszetett
transzkriptom profillal rendelkeznek a produktiv fert6zés soran. Ezenkivil jellemeztiik szdmos
virus RNS kinetikai sajatsagait is.

A virusgének LRS altal megdllapitott kinetikai besoroldsat — ahol rendelkezésre alltak adatok -
Osszehasonlitottuk a qRT-PCR eredményeinkkel. Ezek javarészt megfeleltek egymasnak. Az LRS-
alapu megkozelités el6nye, hogy e mddszerrel el tudtuk kiiloniteni egymdstdl az izoformakat,
illetve az egymadssal parallel atfedé RNS-eket is, melyre a gPCR nem alkalmas.

Mind a statikus, mind pedig a dinamikus elemzésekhez (beleértve a TSS-ek, TES-ek, intronok és
maguknak a transzkripteknek a meghatarozasat) a csoportunk altal fejlesztett LORTIA transzkript
annotatort, illetve szdmos 'in-house’ scriptet alkalmaztuk. A dinamikus transzkriptom analizishez
sajat matematikai megkézelitéseket dolgoztunk ki.

Megszekvendltuk a PRV-Ka torzset, sajat izoldtumunkat, az MdBio torzset, valamint szamos
mutans genomot. Els6ként haszndltuk virusgenom meghatdrozdsra a PacBio SMRT
technologidt, s kimutattuk, hogy a PacBio médszer optimdlis a magas G+C tartalmu, repeat
régiokban gazdag genom szekvencidk meghatdrozdsdra. A genom szekvendlasok révén
meghatdroztuk a sajat labortorzsiink és az altalunk izoldlt MdBio torzsek kozti DNS szint(
eltéréseket és meghatdroztuk a hozzajuk legkozelebbi PRV genomokat. Tovabb3,
megszekvendltuk és annotaltuk a PCV-1 és a PERV genomokat is.

AVACV PacBio és ONT transzkriptom szekvendlasa soran a genom teljes, kdzel 200 kbp hosszusagu
szakaszanak minden nukleotidjardl kaptuk leolvasast, azaz a VACV teljes genom
transzkripciondlisan aktiv. Az LRS alapu RNS-Seq mddszer eredményezte adataink a genom
meghatdrozdsdra is alkalmazhatéak voltak. Hasonloképpen, a SARS-CoV-2 genomot is
meghataroztuk a transzkriptom mellett.

Az ONT dRNS-Seq technikdjaval, illetve validalasként Illumina MiSeq késziléken biszulfit
konverzids mintdkon, kimutattuk, hogy egyes AcMNPV gének metildltak, illetve hipereditdltak,
tovabb3d, az ONT nativ RNS szekvendlds alkalmazhatésdgdt az RNS médosuldsok detekcidjara.

Homolég rekombindcioval génkiiitott PRV-ket dllitottunk el6, majd a vad tipusu virussal
parhuzamosan az 0Osszes génjik expresszidjat mértiik real-time kvantitativ RT-PCR-ral.
Meghatdroztuk az ep0, az uld1 és az ul54 gének teljes virdlis RNS profilra gyakorolt hatdsat.

Az LRS mddszert alkalmazva meghatdroztuk a BoHV-1 fert6zés gazdagének expresszidjdara
gyakorolt hatdsdt, tovabba annotdltunk gazda RNS-eket. A Bos taurus (MDBK) géneket
expresszios dinamikdjuk alapjan klaszterekbe rendeztiik, s meghatdroztuk azokat a funkciondlis
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csoportokat, melyek alul-, vagy feliilreprezentdltak a virusfert6zés hatdsdra. Az alul-reprezentalt
csoportokat alkotok zomében az alapvet6 sejtfunkcidkban szerepelnek, igy, mint morfogenezis, a
sejtciklus szabdlyozdsa, a jeldtvitel, a katabolikus Utvonalak és az aerob légzés, mig jelentés
mértékben nétt az antiviralis valaszban részt vevé gének expresszidja a fert6zés kovetkeztében.
Ezenkivil, a transzkripcidban, RNS lebontdsdban, transzlacidban szerepet jatszd gének is
upregulaltak. Azonositottunk egy kis csoportot az azonnali valaszt addé génekbdl is, amelyek
jelent6sen megvaltozott expresszidt mutattak mar 1 h-val a virusfert6zést kovetéen. A VACV
fert6zés hatdsat a CV-1 sejtvonalon vizsgaltuk, melynek eredményeként azonositottunk szamos
uj Chlorocebus sabaeus (CV-1) RNS-t és transzkript izoformat, illetve a fert6zés hatdsdra
overreprezentdlt gének csoportjat, melyek a ,jelatviteli receptor aktivitdsdnak szabalyozasa” GO
(Gene Ontology - Génontoldgia) annotacidban szerepelnek. Ez azt jelenti, hogy a fert6zott
sejtekben aktivabbak azok a gének, amelyek a sejtfelszini vagy intracellularis receptorok altal
kozvetitett jelatviteli folyamatok aktivitasat szabalyozzak. Ez a megfigyelés arra utal, hogy a
virusfert6zés hatdssal van a gazdasejt jelatviteli Utvonalaira, potencidlisan befolydsolva a sejt a
fert6zésre adott vdlaszat, beleértve azimmunvadlaszt és a sejtszaporodast. A VSIV fertézés hatdsat
két sejtvonalon (Vero és T98G) is megfigyeltiik. JelentGs kilonbséget talaltunk a két sejttipusban
a virusfert6zés hatékonysadgdban. A gliasejtek sokkal érzékenyebbek a fertézésre, mig a
fibroblaszt sejtek ellendlliébbak. Kozel 1400 eltéréen kifejez6d6 gént és 35 kiilonbdz6en
expresszalédé KEGG (Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes - Kyoto Gén- és
Genomtudomanyi Enciklopédia) utvonalat észleltiink a sejtvonalak kozott. Korilbeldl 2,5-szer
tobb gént taladltunk a gliasejtekben, amelyek kifejez6dési trajektéridjat jelentésen befolydsolta a
virusfertGzés (452 a gliasejtekben, és 172 a Vero sejtekben). Ezek koziil 137-et azonositottak
kordbban veszettség fert6zés soran az egér agysejtekben®.

Kimutattuk az LRS mddszerek alkalmazhatdsdgat a viralis fert6zés gazdasejtekre gyakorolt
hatasanak elemzése, a gazdagének annotdcidja, s transzkript izoformdinak meghatarozasara
egyarant. A virus-gazda interakcidkkal kapcsolatos adataink értékesek jovébeli funkciondlis
tanulmdnyokhoz és annak megértéséhez, hogy a virus hogyan kiizdi le a gazda védekezési
mechanizmusait. Ezenkivil ezek az eredmények hasznosak lehetnek az uj antivirdlis terdpidk
fejlesztéséhez.

A projektjeink soran —illetve egyes virusoknal masok altal - kimutatott jelenségek, azaz a rendkiviil
dsszetett, genom-szerte atfedS transzkripciés halézat létezése*>0, illetve a szorosan egymds
mellett elhelyezkedé gének altal kddolt RNS-molekuldk parallel, divergens vagy konvergens
modon torténd atfedése az egyes viruscsaladokndl, a transzkripciés appardtusok kozotti
kélcsénhatdsra utal az egész virusgenomon. Kimutattuk, hogy a legtobb, altalunk vizsgalt
virusban a replikdcids origokat atfedik bizonyos IncRNS-ek, valamint az mRNS-ek hosszu 5' vagy
3' UTR izoformdi.

Munkank egy fontos célja az volt, hogy az Ori-k kornyékén leir6dé RNS-eket, melyek kulcsszerepet
jatszanak a herpeszvirusok replikaciojanak és/vagy genom-szerte torténd transzkripcidjanak
szabalyozdsaban, annotdljuk. Nagyobb hangsulyt fektettlink az aHV-ok vizsgalatdra, mivel
esetiikben ezekrél az raRNS-ekrél kevesebb informacio allt rendelkezésre a tébbi herpeszvirushoz
képest. Munkank sordn leirtunk uj és korrigdltunk madr leirt raRNS-ek kordabbi annotdcioit.
Tovabba azonositottunk egy bonyolult TO-hdlézatot a replikdcids és transzkripcios szabdlyozo

gének dltal kodolt transzkriptek és koriilottiik 1évé specifikus IncRNS-ek kézétt is. Promoter
konszenzus szekvencidkat is detektdltunk az Osszes vizsgdlt herpeszvirus OriS-ében. Bar a
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herpeszvirus OriS-ai AT-gazdag szekvencidkat tartalmaznak, amelyeket potencialisan tévesen
TATA boxoknak azonosithaték, minden esetben azonositottuk a megfelel6 TSS-eket ezekhez a
szekvencidkhoz kozeli helyeken. Lehetségesnek tartjuk, hogy néhany, a kilénféle virusokban
altalunk azonos névvel illetett IncRNS valdjaban polifiletikus eredetli. Mindazonaltal a CTO és
NOIR-1 transzkriptcsalddok ortologok a PRV és EHV-1 esetében.

A DNS-replikacio és a transzkripcio egyidejl aktivitdsa ugyanazon genomi régidban interferenciat
general a két folyamat koézétt az egész genom mentén®. Kordbbi eredmények azt sugalljdk, hogy
ezek az Utkozések dramaibb kovetkezményekkel jarnak, amikor konvergens orientacidban
tdérténnek, nem pedig parallel®?. Szdmos molekularis mechanizmus alakult ki a RNP és a replikécids
villa kozotti konfliktus minimalizalasara. Azonban eredményeink arra utalnak, hogy létezik egy
beépitett, belsé szabdlyozo rendszer, amely a két appardtus kézétti kélcsénhatdson alapul, hogy
egyiittmiikdve szabdlyozza mind a replikdcié, mind a transzkripcié kezdetét. Ugy gondoljuk,
hogy a leir6dé RNP és a repliszdma kozotti Gitkdzés és versengés, valamint a folyamatban [évé DNS
és RNS szintézisek altal létrehozott pre-replikdcidos és transzkripcid-iniciacios komplexek
Osszedllitasa kozvetiti ezt az interakciot (60. abra).

Az aHV-okban az OriS pozicidja rendkivil konzervativ: az US repeat régidk teriletén helyezkedik
el, és a f6 transzkripciot szabdlyozd gének, az icp4 és usl veszik koril. Kimutattuk, hogy ezek a
gének transzkript izoformdkat dllitanak el6, amelyek nem csak az OriS-sel, hanem a replikdcios
origé mdsik oldaldn Iévé TF RNS-ekkel és/vagy specifikus Ori-kézeli IncRNS-ekkel is dtfedésben
vannak. A TO-k valdszinGsithet6é funkcidja, hogy tovabbi interakcié formakat segitsen el6 ezek
kozott a gének kozott (a TF/promadter interakcion tul), mely interakcidk jelenthetnek RNS:DNS és
valdszinlileg RNS:RNS hibridizaciokat egyarant, valamint a transzkripciés apparatusok kozotti
interferenciat. Ennek eredményeként feltételezhets, hogy az aHV-ok US-IR régioja egyfajta
»szuper szabdlyozo kézpontként” miikédik, ahol a DNS replikacié és az Osszgenom-szint(
transzkripcid iniciacio egy kdlcsonhatasokon alapuld tébbszint(i rendszeren keresztiil, egylittesen
szabalyozott. Tovabba, ez a genomi szegmens szabdlyozza a litikus ciklus és a latencia kozotti
atmenetet, valamint ezeknek a folyamatoknak a fenntartésat. igy ez a régié funkcionalisan az aHV-
ok legbsszetettebb genomi lokusza, amely IncRNS-eket, azaz intergenikus transzkripteket, asRNS-
eket, s mRNS-ek hosszu izoformait kodolja, melyek egyittese egy bonyolult TO mintazatot hoz
létre. A litikus transzkriptek mellett, tobb latens IncRNS (LAT, LLT, L/ST) és miRNS is kifejez4dik
ebbdl a genomi régidbdl.

Azonositottuk a NOIR-1 transzkript csalddot, amelyet az US-IR régio kodol, és amely a
Varicellovirus nemzetség evolicids ujdonsdga. Ezeknek az IncRNS-eknek a pontos helye jelentGs
valtozatossagot mutat, azonban kozos bennik, hogy 3'-koterminalisban végzédnek a latencidban
mUkodé LLT transzkripttel, ugyanakkor a litikus ciklusban expreszalddnak. Emellett, a kiilonféle
NOIR RNS izoformak az OriS régidé kornyéki transzkripcid szabalyozé faktort kddold génekkel
és/vagy magaval a replikacidés origéval fednek at. A NOIR-1 RNS-eknek szerepe lehet a
transzkripcio szabdlyozdsdban azdltal, hogy atfedik az icp4 TF gént, illetve kontrolldlhatjak a DNS
replikdciot az OriS-sel vald atfedésiik révén. Azon esetekben, amikor mind az OriS-t, mind az icp4-
et atfedik, hatasuk lehet mindkét mechanizmusra. Hasonloképpen mikédhet a HSV-1-ben az
altalunk leirt OriS-RNS1-is.

A Simplexvirusok OrilL-jét a f6 replikacids gének (ul29/ul30) veszik korul. Feltételezzik, hogy ezek
a gének nem csak a hagyomanyos TF/promoter kotédésen keresztil 1éphetnek interakcidba a
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replikacid iniciacids folyamatdaval, hanem mas mddon is, beleértve az RNS:DNS és/vagy RNS:RNS
hibridizaciét, valamint az &atfed6 régidban a transzkripcié és replikdcié apparatusai kozti
interferencidt. A CTO ncRNS-eket el6szér PRV-ben azonositottuk'>'’, majd detektdltuk az
ortolégjaikat a kézeli rokon EHV-1-ben*. A kanonikus CTO-S nem fedi 4t az OriL-t, de
befolydsolhatja a replikdciot azaltal, hogy segit szétvdlasztani a két DNS szalat, s igy példaul igy
meghatarozza a replikacio irdnyat. Az egyik CTO-S TI-t az OrilL-en beliili prométer szabalyozza, mig
a masik az ul21 gén TES varidnsa.

Eszrevettiik, hogy az aHV-okban, 6sszesen harom kemény konvergens atfedés van, s azt is, hogy
e génparok egyik tagja mindig egy, a replikacidban szerepet jatszo gén. A jelenség valdszinileg
funkcidval bir: feltételezéstink szerint a Simplexvirusok u/30/ul31 génparja kozti kemény TO
hatdsara az ul31 hosszu, az OriL-t atfed6 TES izoformakat produkal transzkripcids read-through
révén. Bar a PRV-ben és az EHV-1-ben az OriL az ul21 és ul22 gének kdzott helyezkedik el, az Oril-
t az wl21 hosszu TES izoformaja is atfedi. Mivel a Simplexvirusokban az ul21-nek, a
Varicellovirusokban pedig az ul31-nek nincsenek hosszu TES izoformai, azt feltételezzik, hogy
ezeknek a TI-knek a szerepe a DNS replikacié kezdetének megzavarasa.

Eredményeink azt mutatjdk, hogy az raRNS-ek jelenléte dltaldnos jelenség a herpeszvirusok
korében, azonban még a kézeli rokon fajok is egyedi stratégidkat fejlesztettek ki, 5nallé IncRNS-
ek, mRNS-ek izofomai, vagy ezek kombinacié alkotjak &ket. Ugyanakkor az dltaldnos
eléforduldsuk a jelenség jelentéségét mutatja, a DNS replikdcio és az dltaldnos transzkripcio
szabdlyozdasaban. Mig az aHV-ok OriS régidjaban a f6 TR gének ugy tlnik, hogy egymdst és a DNS
replikacié kezdetét szabalyozzdk, a Simplexvirusok OrilL régidjdban a f6 replikacids gének inkabb
egymast és a DNS replikaciét szabdlyozhatjdk a TO-kon keresztil. Ezek a feltételezett
mechanizmusok tobb szabdlyozdsi szintet biztositanak a hagyomanyos transzkripcids
faktor/promoter interakcion tul.
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TUDOMANYMETRIAI ADATOK .

Tudomanyos folydiratcikkek szama: 69
= teljes cikk, nemzetkozi folydiratban: 65
= rovid kozlemény, nemzetkozi folydiratban: 4
= az utolsé 10 év tudomdnyos teljes, lektoralt folydiratcikkeinek szama:
60
Els6 és utolsod szerz6s kozlemények szdma: 44
Osszesitett impakt faktor: 324,144
Els6 és utolsd szerz6s kdzlemények impakt faktora: 182,366
Az értekezés alapjat képez6 kozlemények impakt faktora: 186,983

Hirsch index: 21

Osszes hivatkozas: 1225
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KOSZONETNYILVANITAS

Halaval tartozom Prof. Dr. Boldogkéi Zsoltnak, az SZTE SZAOK OBI tanszékvezet§ egyetemi
tanaranak, aki PhD hallgaté koromtdl, témavezetSként megismertette velem a virusok molekuldris
vilagat. K6sz6ndm a bizalmat, hogy doktori fokozatszerzésemet kévetéen kdzvetlen munkatarsa
lehettem, az elmult 18 évben nyujtott inspirdlé tudomanyos kdzeget, a sok kivald javaslatot, s az
Otleteim megvaldsitdsaban, helyes irdnyba terelésében nyujtott segitségét. A tdmogatast mind
szakmailag, mind emberileg. Naponta példat mutat hihetetlen munkatempéjdval, s mindezt
barati, s altalaban ,laza” hangulatban, melyért kiilon halas vagyok.

Ko6szonet illeti Prof. Dr. Michael Snydert a Stanford Egyetem (Stanford, CA, USA) Genetika Tanszék
vezet6 professzorat, akinek révén elsajatithattam a hosszu-read szekvenalds mddszerét, akinél a
PacBio kisérleteket és az lllumina szekvenalasok egy részét elvégezhettem. Koszonet illeti azért is,
mert az extrém elfoglaltsaga ellenére gyakran biztositott szamomra is szakmai, ugyanakkor
kozvetlen hangulati beszélgetést, s lehet6séget adott a legtobb otletiink, igy a virusokkal
kapcsolatos kutatasaink mellett a human genomikai projektjeink kivitelezéséhez is. Koszonet illeti
Dr. Alexander Urbant (Stanford Egyetem) és Dr. Hagen Tilgnert (Cornell Egyetem, New York, NY),
akiknél kollaboraciés partnerként dolgozhattam. Készonet a Snyder-, Urban- és Tilgner-laborok
(ahol két évet tolthettem vendégkutatdként) munkatarsainak, (elsésorban Dr. Donald Sharon, Dr.
Brian Piening, Dr. Shinichi Takahashi, Dr. Julien Jarroux, Yi ’Francis’ He) akik a legujabb genomikai
technikak elsajatitasaban és a felmeril6 logisztikai problémak megoldasaban segitettek.

Projektjeinkhez tovabbi kollaboracids partnerek is hozzajarultak, ezaton készoném nekik: Prof. Dr.
Palkovits Miklos (Semmelweis Egyetem), Prof. Dr. Jakab Ferenc és Dr. Kemenesi Gabor (PTE), Dr.
Zddori Zoltdn (ATKI), Dr. Dénes Béla (NEBIH), Dr. Maréti Zoltdn és Dr. Kalmdr Tibor (SZTE SZAOK
Gyermekgyogyaszati Klinika), Dr. Megyeri Klara (SZTE SZAOK Mikrobioldgiai Intézet), Prof. Dr.
Dékany Imre (SZTE TTIK Fizikai Kémiai és Anyagtudomanyi Intézet), Prof. Dr. Varré Andrds (SZTE
SZAOK Farmakoldgiai és Farmakoterapias Intézet), Prof. Dr. Roska Botond (FMI/IOB Bazel, Svajc),
Dr. Florencia Meyer (Mississippi State University), Dr. Zsolt Toth (University of Florida).

Halas koszonettel tartozom a kozvetlen jelenlegi (Dr. Csabai Zsolt, Dr. Kakuk Baldzs, Dr. Prazsdk
Istvdn, Dr. Torma Gdbor, Dérmé Akos, Gulyds Gdbor) és egykori (Dr. Baldzs Zsolt, Dr. Moldovdn
Norbert, Dr. Olah Péter, Dr. Téth Judit) munkatarsaimnak, PhD hallgatdinknak a sokéves, kit(iné
munkajukért, mely alapvet6 jelent6ségl volt a dolgozatban bemutatott eredmények eléréséhez.

K&sz6ndm az SZTE SZAOK OBl 3G és az MTA-SZTE Lendilet GeMiNI Csoportok mindenkori
munkatdrsainak (Dr. Fiilép Addm, Dr. Kiss Andrds, Dr. Ordég Baldzs, Dr. Péka Ndndor, Dr. Sziics
Attila, Dr. Takdcs Irma, Csdnyi Viktor, Dani Virdg, Harangozé Akos, Henkrich Miksa, Jaray Tamds,
Mizik Mdté, Nagy G. Armin, Petrovszki Pdl, Dr. Islam Almsarrhad, Md Asaduzzaman, Ahmed
Taifi), hogy hozzatettek egy-egy szeletet az elért eredményeinkhez. Koszonet minden kollégamnak
a baratsagos atmoszféraért. Kilon kdszondm Jdsz Anikénak a rengeteg adminisztrativ teendé
elvégzésében nyujtott segitségét, Magyarné Papdi Csilldnak a labortechnikai segitséget és a sok
nevetést, Bibor Bettynek a ‘'mindennapos’, mig Prof. Dr. Duda Ernének a szakmai diskurzusokat.

Kb6szonet illeti sziileimet és 6csémet, akik elsé pillanattdl kezdve tdmogattak a hatéves koromban
megfogalmazott célom ’'bioldgus leszek’ megvaldsitdsaban, ill. Totit és TBGt. Rengeteget segitettek
az elmult évtizedekben. K6szondm A baratomnak a hosszu, évtizedes tdmogatdsat az élet minden
kalandjaban és kihivasaban. Az 6 bennem valé hite is kellett ahhoz, hogy most itt alljak.
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Az értekezés alapjat képez6 kutatdsainkat, publikdcidink megjelenését és a munkdmat
tdmogattak:

e aSzegedi Tudomanyegyetem
e a University of Szeged Open Access Fund
e a Human Frontier Science Program
o Young Investigator Grant (RGY0073/2006; Boldogkdi Zsolt)
e a Magyar Tudomanyos Akadémia
o BolyaiJanos Kutatasi Oszténdij x2 (Tombdcz Déra)
o Lendilet Palyazat (LP2020-8/2020; Tombdcz Déra)
e a Nemzeti Kutatasi Fejlesztési és Innovacids Hivatal
o Fiatal kutatoi kivaldsagi program (FK142676; Tombdcz Déra)
o Fiatal kutaté altal kezdeményezett témapalyazat (FK128252; Tombdcz Dora)
o Kutatasi témapalyazat (K128247, K142674; Boldogkdi Zsolt)
e aSvajci-Magyar EgyluttmUkodési Program (SH/7/2/8; Boldogkdi Zsolt)
e a Nemzeti Kivalésag Program
o Magyari Zoltan Posztdoktori Oszténdij (Tombdcz Déra)
e a Nemzeti Tudésképz6 Akadémia
e a Campus Hungary Program (Tombdcz Déra)
e aTempus Kozalapitvany (Tombdcz Déra)
e aTarsadalmi Megujulds Operativ Program (TAMOP)
e a Tarsadalmi Infrastruktira Operativ Program (TIOP)
e a Magyar Genetikusok Egyesiilete
e a Magyar Mikrobiolégiai Tarsasag
e a National Institutes of Health (NIH CEGS Center for Personal Dynamic Regulomes
[5P50HG00773502]; Michael Snyder)
e a Stanford Egyetem (Stanford University)
e a Weill Cornell Medicine
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