A virdlis transzkriptom rejtett komplexitasa
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VALASZOK A BiRALO KERDESEIRE

1. Mi a magyardzata annak, hogy Vero sejtvonalat haszndltak a HSV-1 és szamos RNS virus esetében
is?

A Vero sejtvonal (szarmazéasa: Chlorocebus sabaeus — z6ld majom — vesesejtek) az egyik legszélesebb
korben hasznalt modell a viroldgiaban (Ammerman és mtsai, 2008; Kiesslich és Kamen, 2020; Tatara,
2022), és tobb szempontbdl is indokolt volt a valasztasa mind a HSV-1, mind pedig szamos RNS-virus
esetében. Az aldbbi okok miatt dontottiink emellett:

e Fenntarthatésag: A Vero sejtek konnyen tenyészthet6k (Kiesslich és Kamen, 2020), stabilan
fenntarthatdk, és jol reprodukalhatd kisérleti kbrnyezetet biztositanak (Shen és mtsai, 2019),
igy ideadlisak viroldgiai vizsgdlatokhoz. Hidnyzé interferonvalasz: A Vero sejtvonal I. tipusu
interferon (IFN) lokusza deléciés mutdcio (Emeny és Morgan, 1979) miatt nem funkciondlis,
ezért az l. tipusu interferon valasz hianyzik. Ez lehet6vé teszi, hogy a virusok szaporodjanak
és magas titert érjenek el és igy jelent6s RNS-mennyiség legyen kinyerhet6, ami elényos
sajatsag a transzkriptomikai vizsgdlatoknal.

e Modellként val6 sokoldalt alkalmazhatdsag: A sejtvonal tébbféle DNS- és RNS-virus (pl. HSV-
1, vakcinia virus, SARS-CoV-2, vesicularis stomatitis virus) vizsgalatara alkalmas (Wu és mtsai,
2004; Paillet és mtsai, 2009; Kiesslich és Kamen, 2020). Ezaltal azonos gazdasejt-hattérben
6sszehasonlithatdk kiilonbo6z6 virusok.

Osszefoglalva: a Vero sejtvonal nemcsak technikailag praktikus, hanem bioldgiai tulajdonsagai miatt is
idedlis vdlasztas volt a vizsgalt virusok széles korére nézve.

2. 81. oldal, Norhtern blot - Az dbrdn azonositott két PRV transzkriptumot Northern blottal. Valamint
egy kb 4000 bdzis nagysdgu alacsony abundancidju transzkriptet is. Az LRS technikdval sikeriilt-e ezt
igazolni?

A kérdéses, ~4000 bazis hosszusagu, alacsony abundancidju transzkript valdéban megjelent a korabbi
Northern blot dbran (Tombacz és mtsai, 2016), azonban hosszu olvasasu szekvenaldssal (LRS) nem
sikeriilt egyértelmiien megerdsiteniink a jelenlétét. Ez a publikdcidé a korai PacBio-kisérleteink
egyikérdl szolt (ahol még csak kb. 140 000 olvasat allt rendelkezéslinkre), s ez nem igazolta vissza a
Northern blottal kapott fragmenst. Mivel bizonytalanok voltunk a |étezésében, igy fogalmaztunk az
eredeti publikacidban: ,....which might indicate a putative novel transcript”, illetve: ,,A low-abundance
4 kbp band has also been detected by using two non-overlapping probes, which might indicate the
presence of a middle-sized truncated UL36 transcript. However, we have not obtained PacBio reads of
this size therefore further investigations are needed to confirm the existence of the putative RNA
molecule”.

A késbbbi tobb millié olvasatos ONT szekvenalasainkban sem jelent meg megbizhaté mdédon ez a
transzkript, illetve a CAGE-Seq adataink sem mutatnak egyértelm( TSS-aktivaciot ebben a poziciéban.
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Egy TSS expressziét dbrazold képen mutatom be (1. dabra), hogy, mig az ul36.5 transzkript jelenlétét

egy igen magas csucs igazolja, addig a 4000 bp-os jelet ado feltételezett transzkript jeleit nem latjuk.
Osszefoglalasként: bar a Northern blot jelezte egy alacsony szint(i, ~4 kb hosszusagu transzkript

jelenlétét, azonban sem a LRS-adataink, sem a CAGE-seq nem ergsitették meg, ezért ezt az atiratot
nem is vettlk fel a hivatalos PRV transzkriptom-annotaciéba.
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1. dbra A PRV UL36 gén régiojat dabrdzolo grafikon. A kék nyilak az UL36 és UL36.5 gént jelolik. A nyil irdnya megfelel a transzkripcic
irdnydnak. Az alsé panelek az id6fiiggé transzkripcids aktivitdst mutatjgk az UL36 régidban 1, 2, 4, 6, 8 és 12 érdval a fert6zés utdn. A
grafikonokon a fekete csucsok a transzkripcios starthelyeket (TSS) jel6lik. A legdomindnsabb csucs az UL36.5 transzkript kezdSpontjdnak felel
meg. Megfigyelhetd, hogy az ul36.5 transzkript kezdépontja mdr 1 drds idépontban is detektdlhatd, és folyamatosan jelen van egészen 12
ordig, jelezve, hogy a génexpresszio kordn elindul és magas szinten fennmarad a fertézés késébbi fazisaiban is

3. A gliasejtekben vajon miért szaporodik jobban a VSIV, annak ellenére, hogy a Vero sejtben szamos
citokint kodold gén deletalt?

A jelen vizsgdlatunk kifejezetten a génexpresszidt célozta, nem a virus produktiv szaporodasat.
Vizsgalatainkban a Vero és a T98G (humdn glioblastoma eredett, asztroglia-jellegii) sejtvonalakat
haszndltuk (Baez és mtsai, 2017), mivel ezek széles kérben elfogadott modellek a virusok sejttipus- és
gazdaflggé replikacids mechanizmusainak tanulmanyozdsdra. A Vero sejtvonal klasszikus viroldgiai
modell, kalénésen azért, mert hidnyzik bel6le a tipus | interferon termelés, igy lehet6séget ad
interferonfliggetlen sejtvalaszok nélkili virusreplikacio vizsgalatara. A T98G sejtvonal ezzel szemben
egy tumorsejtmodell (Stein, 1979), amely megdérzi a glia sejtek szamos funkcionadlis jellemzGijét, és
alkalmas neurotrép virusok, igy a VSIV tanulmdanyozasara. Valéban azt talaltuk, hogy a VSIV replikacidja
Iényegesen hatékonyabb volt a T98G gliasejtekben.

A jelenség hatterében tobb tényez6 allhat:

e A Vero sejtek interferonhianya nem jelent automatikus el6nyt: Mig az antivirdlis vdlasz
hidnya kedvezd lehet a virus szamara, ez nem kompenzalja azt, ha egy sejtben daltaldnosan
alacsony a transzkripcidés és transzlacids kapacitds, vagy hidnyoznak a virusspecifikus
kofaktorok. A Vero sejtek példdul kevesebb olyan komponenst biztosithatnak, amelyek a VSIV
RNS-polimeraz miikodéséhez vagy a virusfehérjék szintéziséhez sziikségesek.

o A VSIV sajat immunelkeriil6 stratégiai: A virus M (matrix) fehérjéje globalis transzkripciogatlod
hatassal bir (Clinton és mtsai, 1978; Yuan és mtsai, 2001), illetve blokkolja a gazdasejt mRNS-
einek kijutdsat is a citoplazmdba (van Kobbe és mtsai, 2001), igy interferonkompetens
sejtekben is hatékonyan elnyomja a védekezd vdlaszokat. Ez azt jelenti, hogy a Vero sejtek
»,elénye” (az interferonhiany) a VSIV esetében nem feltétlenil jelent szamottevé tébbletet.

Osszefoglalva: A T98G sejtvonal kivalasztasa részben a VSIV neurotrop jellegéhez illeszkedik. A
replikacid hatékonysaga nem csupdn az interferonhidanyos kérnyezet determindlja. A két sejtvonal
Osszehasonlitasa éppen ezért volt kiilbnésen informativ. A két sejttipus haszndlata lehet6vé tette
annak feltarasat is, hogy a virus sejttipus-fiiggé modon szabdlyozza sajat transzkripcios és replikdcios
programjdt.
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4. A VSIV hatdsdra a DEG-eket tekintve glia és Vero sejtekben nagy volt a kiilonbség. Adodhat-e
abbdl, hogy a citokinhidnyos Vero sejtvonalban nem emelkedett meg a citokin-indukdlhato gének
expresszioja?

Igen, a glia- és Vero-sejtekben megfigyelt differencidl expresszids mintazat kilonbségének egyik f6 oka
éppen ez: a Vero sejtvonal genomjabadl hianyzik az IFN lokusz és tobb, a tipus | interferon-valaszhoz
kapcsolédd komponens (Desmyter és mtsai, 1968; Osada és mtsai, 2014). Emiatt ezek a sejtek nem
képesek klasszikus antiviralis valaszt kialakitani. A virusfert6zés soran igy nem aktivalédnak az
interferon-stimuldlt gének, sem mas, citokin-indukalhaté gének, ami jelent&sen csokkenti a fertézésre
adott transzkripcios valaszt, és a DEG-ek szamat és tipusat is befolyasolja.

A glia sejtek ezzel szemben rendelkeznek ép interferon-jelatviteli (Das és mtsai, 2009) és patogén-
érzékeld rendszerekkel (pl. RIG-I, MDAS, Zheng és mtsai, 2018), igy a VSIV-fert6zés erGteljes antiviralis
génexpresszids valaszt valt ki. Ez nemcsak nagyobb szdmu DEG-et eredményez, hanem kvalitativ
eltéréseket is hoz létre a két sejttipus valaszdban. A megfigyelt kilénbségek tehat visszavezethetdk a
Vero sejtek genetikai defektusaira, és megerGsitik a sejtvonal-specifikus virus—gazda interakciok
jelent&ségét.

5. Mi lehet a szerepe a Vakcinia virus kaotikus régiéjanak a virus miik6désében?

A vakcinia virus un. , kaotikus régiéi” olyan genomszakaszok, ahol rendkivili mérték( transzkripcios
aktivitas figyelhet6 meg, jellemzGen a virusreplikacié késbi szakaszaban. Vizsgalataink soran (Tombacz
és mtsai, 2020) azt talaltuk, hogy ezekben a régidkban szinte minden genompoziciébdl indul és
termindlddik is a transzkripcid, ahelyett, hogy néhany jél korilhatarolt TSS-hez és TES-hez
kotédnének. Ez a kiterjedt, rendkiviil pervaziv transzkripcié azt eredményezi, hogy az egyes
leolvasasok ritkdn esnek egybe, a transzkriptek kezd6- és végpontjai szinte folyamatosan eltolddnak,
igy nagyon kevés fix TSS és TES figyelhet6 meg.

Ezek a kaotikus régiok a vakcinia virus genom kozépso szakaszan helyezkednek el, f6ként intermedier
és késdi (late) géneket tartalmaznak. E gének kozil sok membranfehérjéket, morfogenezisben részt
vevS fehérjéket, valamint belépéshez és korai transzkripcidhoz sziikséges faktorokat kodol. A
»kaotikussag” tehat idofiiggo jelenség, amely jellemzéen a fert6zés késdi fazisaban valik dominanssa,

valészinlleg a transzkripcids és terminaciés mechanizmusok fokozatos fellazuldsa miatt.

A kaotikus régid bioldgiai jelent6sége. Egyrészt, a kaotikus transzkripcid nodveli az expresszids
diverzitast, példaul alternativ TSS/TES varidnsok, antiszensz és poligénes transzkriptek révén.
Masrészt, e szakaszok lehetséges szabalyozo szereppel is birhatnak, példaul mas gének expresszidjat
modulalhatjak interferald hatas révén.

Ezzel parhuzamosan a proteomikai elemzések is Uj aspektusokat tartak fel (Yang és Moss 2015)
riboszoéma-profilozdssal végzett vizsgalatai alapjan a vakcinia virus genom tébb mint 600 uj, eddig
nem jelzett transzlaciés start helyet tartalmaz, koztik csonkolt ORF-eket, antiszensz szalon
elhelyezkedd ORF-eket, illetve 5’-UTR-be agyazott upstream ORF-eket. A legtobb ilyen kis fehérje (<65
aminosav) korabban kivil esett a klasszikus annotacid hatarain, mégis van kozottik olyan, amely
elengedhetetlen a virus penetracidhoz (pl. egy minddssze 35 aminosavas protein).

A kaotikus régidk tehat nemcsak az RNS-atirds, hanem a fehérjeszintézis szintjén is hozzajarulnak a
virus funkciondlis komplexitdsahoz, és valdszin(i, hogy kozilik tébb kis ORF regulaciés vagy
strukturalis szerepet télt be. Evolucids szempontbdl ezek a régidk a poxvirusok genetikai plaszticitasat
is szolgalhatjak: segithetnek () gének kiprobalasaban, esetleg horizontalisan szerzett szekvencidk
expresszidjaban, és hozzajarulhatnak a gazdaspektrum vagy a patogenitas mdédosuldsahoz.

A vizsgalatok azt is kimutattak, hogy az egyes gének gyakran intermedier és kés6i promodter elemeket
egyarant tartalmaznak (Yang és mtsai, 2011), ami tovabb néveli a transzkripcids komplexitast.
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Osszefoglalasként:

A vakcinia virus kaotikus régidi a kédold kapacitas és expresszids rugalmassag kozponti elemei. A
szabadlyozatlan transzkripcid és az ebbdl fakadd fehérje-diverzitas evollcids elényt jelenthet a virus
szamara.

Bizom benne, hogy a biralé a valaszaimat megfelelének taldlja és elfogadja.

Szeged, 2025. majus 30.

Tombacz Déra
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