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PA-Seq

TOMBACZ DORA

Dora 213 24

Herpes simplex virus type 1 (1-es tipusu herpesz szimplex virus)
herpeszvirus

intermediate (koztes)

International Committee on Taxonomy of Viruses
immediate early (azonnali korai)

in-frame ORF (kereten beliili ORF)
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isoform sequencing (izoforma szekvenalas)

Influenza A virus
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Kaposi's sarcoma-associated herpesvirus (Kaposi-szarkémahoz tarsuld
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next-generation sequencing (Ujgeneracids szekvenalas)
nonstructural protein (nem strukturalis fehérje)

nukleotid

occlusion body
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Oxford Nanopore Technologies

origin recognition complex (replikacids origd felismeré komplex)
open reading frame (nyitott leolvasasi keret)

origin of replication, unique long region (replikdcids origd egyedi nagy
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origin of replication, unique short region (replikaciés origd egyedi rovid
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Pacific Biosciences

poliadenilacids

porcine alveolar macrophage (sertés alveolaris makrofagok)
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SARS-CoV-2
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phosphate buffered saline (foszfattal pufferelt séoldat)

Porcine circovirus 1 (1-es tipusu sertés cirkovirus)

KSHV-positive primary effusion lymphoma (PEL) cell line iBCBL1-3xFLAG-
RTA102 (KSHV pozitiv rekombinans sejtvonal)

Porcine endogenous retrovirus (sertés endogén retrovirus)

plague forming unit (plakk-képz6 egység)

Porcine-kidney 15 cell line (sertésvese sejtvonal)

Pseudorabies virus (Aujeszky-féle virus; AyV)

replication-associated RNS (replikdcié asszocialt RNS)
RNA-dependent RNA polymerase (RNS-fligg RNS polimeraz)
RNA-dependent DNA polymerase (RNS-fliggé DNS polimeraz)
Rabbit kidney epithelial cells (nyulvese epitél sejtek)

RNS-polimeraz

Reads of Insert (leolvasasok inszertje)

Real-Time Sequencer Il

Reverse transcription (reverz transzkripcid)

read-through RNS (tovabbirédd RNS)

Severe acute respiratory syndrome coronavirus 2 (stlyos akut légzGszervi
szindrémat okozo koronavirus 2)

Sequencing by synthesis [(DNS) szintézis alapu szekvenalas)]
Spodoptera frugiperda cell line (Sf9 sejtvonal)

szubgenomi RNS

Synthetic long-read sequencing (szintetikus hosszu-read szekvendlds)
Short-read sequencing (Révid read/leolvasasu szekvenalas)
single-stranded (egyszalu)

single-stranded DNA binding protein (egy-szali DNS-koté fehérje)
transcription factor (transzkripcios faktor)

Third-generation sequencing (Harmadik generacios szekvenalas)
transcript isoform (transzkript izoforma)

transcriptional overlap (transzkripcids atfedés)

terminal repeat sequence (US régio terminalis ismétl&dése)
transcriptional read-through (transzkripcids tovabbiras)

template switching (‘szalvaltas’)

unique long (egyedi hosszu)

upstream ORF

unique short (egyedi révid)

untranslated region (nem transzlalodé/leolvasddé régid)

Vaccinia virus (vakcinia virus)

Virion host shut off

very late (nagyon kései)

Vesicular stomatitis Indiana virus (vezikularis sztomatitisz virus, Indiana
szerotipus)

Varicella Zoster virus

World Health Organization (Egészséglgyi Vildgszervezet)

West Nile virus (nyugat-nilusi virus)

Western Reserve [(strain of VACV) a vakcinia virus Western Reserve
torzse]

Zika virus
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2 ELGszO

Molekularis genetikdval a Szegedi Tudomdnyegyetem (SZTE) Altaldnos (ma Szent-Gyorgyi Albert)
Orvostudomanyi Kar (SZAOK) Orvosi Bioldgiai Intézetben (OBI) 2006 Gszén, PhD hallgatoként
kezdtem el foglalkozni Dr. Boldogkdi Zsolt Genomika és Géntechnoldgia (3G) csoportjaban. Az
Aujeszky-féle betegséget (AD) okozd dllati patogén alfaherpeszvirust (Aujeszky-féle vagy
Pseudorabies virus; AyV, PRV) hasznaltuk idegi aktivitds mérésére, mint idegi nyomjelz6 és mint
génbeviteli vektor!, ehhez kilénféle genetikailag médositott mutédns virusokat allitottunk eld. A
gének kifejez6désének tanulmdanyozdasara els6ként a PRV-t, mint modell organizmust hasznaltuk:
a virus vad tipusu Kaplan (Ka) torzse mellett szamos mutans PRV génexpresszios kinetikajat is
meghataroztuk reverz transzkripciot (RT) kdvetd Real-Time kvantitativ PCR-ral (QRT-PCR), mely
eredményeként a virus protein kédold génjeinek komplementer szalardl is detektaltunk bizonyos
mérték(i antiszensz (as)RNS kifejez6dést?. Eredményeink szerint a virus 6rokité anyaganak
jelentds része - hasonldéan az emberi genomhoz - transzkripcionalisan aktiv, mindkét DNS szélon.
A PRV teljes transzkriptomot masodik generacids szekvendlassal (NGS) is meghataroztuk®.

2013-t6l a Covid-19 pandémia okozta lezardsokig hét éven keresztiil kisebb blokkokban, 6sszesen
két évet a Stanford Egyetem Genetika Tanszékén (Snyder-lab) dolgoztam, ahol lehetGségem volt
a Pacific Biosciences (PacBio) harmadik generacios (TGS), hosszu-read szekvenald (LRS)
platformjain (kordbban az RSll-vel, majd a Sequellel), hazai projektjeinken dolgozni. E mddszerrel
megszekvendltunk szdmos (elsésorban herpesz) virusgenomot®> és transzkriptomot®®. Ezzel
egyrészt uttorék lettiink a virus transzkriptomikaban, tovabba hazdnkban els6ként alkalmaztunk
TGS modszert.

A Snyder laborban lehetGségem volt a depresszid-ongyilkossag genetikajat feltaro, szintén hazai
projektiinkon is dolgoznom (Illumina teljes exom szekvenalds), melynek eredményeként a TGF-B
jelut, a depresszio-dngyilkossdgban betéltott potencidlis szerepét taldltuk!®!!, A projekt a Cornell
Egyetemmel (Tilgner-lab) vald kollaboracionk keretein belil folytatddik, ahol a depresszio és az
Alzheimer-kér kutatdsat LRS alapu, egysejt transzkriptomikai megkézelitéssel célozzuk meg*?.

Az Oxford Nanopore Technologies (ONT) nanopdrusos TGS mddszerének megjelenésekor azonnal
bevezettiik!® a hazai laborunkban a virusok (kiildn6s hangsulyt fektettiink a herpeszvirusokra)
RNS profiljanak analizise céljabdl. Valéjaban a TGS médszereket olyannyira hamar vezettiik be,
hogy sajat transzkript annotdald programcsomagot is ki kellett dolgozzunk#*>, A TGS technikanak
rengeteg elénye van minden korabbi mddszerrel szemben, a transzkriptomok minden varakozast
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feliilmulé komplexitdsat tartuk fel az dltalunk vizsgélt 6sszes virusban'®26. Errél szél e disszertdcio.

A kutatéi életpdlya sordn szdmos fontos akadalyt kell megugranunk, egyre magasabb falakat kell
megmadsznunk. A PhD és az MTA doktori fokozatok megszerzése két ilyen jelent6s mérfoldké.
Mindkét esetben 0Osszefoglald dolgozatot irunk az addig elért eredményeinkrél. Ezeket az
eredményeket, bar egyénként érjlk, s sajat sikerként kényveljik el, nagyon fontos megemliteni,
hogy a kutatéi szakma (legalabbis természettudomanyoké) nem egyéni sport, hanem csapatjaték.

A disszertacioban bemutatott eredményeken szamos kollégam dolgozott hosszabb-rovidebb idén
at velem az elImult kdzel két évtizedben. Eredményeink egymasra éplilnek, sok esetben egymdstdl
nehezen, vagy nem is elkllonithet6k. A ’Kdszonetnyilvanitas’ fejezet javarészt nekik szél.

»The combined results of several people working together is often much more effective
than could be that of an individual scientist working alone.” John Bardeen
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3 BEVEZETES

A disszertacidban a 2011-2024 kozti id6északban megjelent publikdcidink eredményeinek széles
spektrumat tdrgyalom. Adott témakoron, publikdcién belll a sajat munkdm bemutatdsdra
fokuszdltam els6sorban, mely azonban sok esetben munkatdrsaim munkajival egylttesen
diszkutdlhaté. A publikdcidkban a szerz8i hozzajaruldsok megtekintheték. E munkahoz kizardlag
sajat dbrakat haszndltam, melyek kozil, ha valamely publikdcidnk részét képezik, azt az
abraleirasukban hivatkoztam. A tobbi abrat e doktori értekezés illusztralasahoz készitettem, két
kép pedig a mesterséges intelligencia (Al) mdve.

3.1 AVIRUSOK

A dolgozatban féként a herpeszvirusokkal kapcsolatos genomikai eredményeinkre fékuszalok,
azonban szdmos egyéb virussal is foglalkoztunk, s bizonyos transzkriptomikai jellegzetességeket
rajuk hivatkozva targyalok majd. igy a bevezetés elsé szakaszdban az e fajokra vonatozé, aktualis
rendszertani attekintést nyujtok, targyalom jelent&ségiiket és genomi felépitésiiket.

3.1.1 Avirusok jelentGsége

A virusok obligdt parazitdk, azaz a gazdasejten kiviil nem képesek szaporodni. Minden sejtes
életforma rendelkezik virus koérokozdkkal, ideértve a baktériumokat, gombdkat, novényeket,
allatokat és az embert. E szervezetek nagy karokat képesek okozni a mez6gazdasdgban és az
emberi egészségben, de a vadon é16 fajok és a hazi kedvencek kdrében is. A virusok hatasat a
vilagra az elmult években j6l megfigyelhettiik a COVID-19 vildgjarvany sordn, amely vildgszerte
jelent6s tarsadalmi és gazdasagi hatdsokat valtott ki. A virusok, kiilonésen a pandémids
potencidllal rendelkez6 virusok, komoly hatdssal lehetnek a vilagra és komplex vélaszokat
igényelnek mind az egészségiigyi, mind a tarsadalmi és gazdasagi rendszerek részérdl. Létezik
szamos virus, mely egyértelmlen mutualisztikus: egyesek létfontossaguak a gazdaszervezet
tuléléséhez, mig masok példaul versenyel6nyt adnak a gazdaszervezetnek a természet versengd
vilagaban?’.

A virusok a tudomanyos kutatasban pozitiv szerepet téltenek be, hiszen relative kisméretd és
egyszer(i genomjuk és gyors reprodukcids ratajuk kivdldé modellszervezetté teszi 6ket. Példaul,
bakteriofagok segitségével igazoltdk, hogy a DNS az 6rokitéanyag?®. Tovabba, virusokat hasznalnak
génbeviteli?®3!  és génterdpids vektorokként3?3> és idegpdlya jeldlésrel3%37, valamint
vakcinafejlesztésre®®3° és immunterdpids eszkdzként is***3. A bakteriofdgok pedig nagy
potenciallal rendelkeznek az antibiotikum rezisztens baktériumok elleni védekezésben**’, illetve
a fagterapia révén a bélrendszeri mikrobiom helyredllitdsanak klinikai alternativéjaként is*®,

3.1.2 Avirusok rendszertana

A virusok polifiletikus eredet(iek*. A nagy DNS genommal rendelkez8 virusok feltehetSen
baktériumsejtek leegyszer(isodésével jottek létre, mig a kisebb RNS virusok a gazdasejt
nukleinsavaibodl ‘barkacsoltak’ komplex strukturakat. A virusok rendszerezésének f6 problémadja,
hogy a rendkiviil gyors evolucidjuk elmossa a tdvoli rokonok kozotti genetikai hasonldsdgokat.
Emiatt a virusok taxondémidja eltér az Osszes tObbi szervezet rendszertanatdl: mig a sejttel
rendelkez6 él6lényeket a genetikai rokonsag alapjan osztalyozzdk, a virusok osztdlyozdsa mas
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logikat kovet. A virusok rendszertana dinamikus jelleg(, folyamatosan valtozik, ahogy Uj virusokat
fedeznek fel, és ahogy a genetikai és bioldgiai ismeretek béviilnek, szekvendldsi technoldgiak
fejlédnek®°. Altalaban két f6 séma kombinacidja alapjan osztalyozzak Sket. Egyrészt a genomjaik
tipusa és a replikaciojuk mddja szerint, ez a Baltimore-rendszer (I-VII csoportok)®!>3, mely alapjan
megkilonboztetlink példaul DNS (egyszalu és duplaszalu), RNS [duplaszaly, illetve (+), vagy (-)
egyszalu], és reverz transzkripciét alkalmazd virusokat. Ehhez kapcsolédnak a nevezéktani
szabalyok és iranyelvek, amiket az International Committee on Taxonomy of Viruses (ICTV)
dolgozott ki, s valtoztat nagy gyakorisdggal; legutdbb 2022-ben®*. Az ICTV a virusokat hat
birodalomba sorolja. A birodalmakban taldlhaté virusoknak nem feltétlenil vannak kdz6s Sseik és
a birodalmaknak sincsenek kozos Gseik. A virusokat konkrét, konzervativ tulajdonsagok alapjan
csoportositjdk, melyek lehet, hogy egy, vagy tobb alkalommal alakultak ki az evolucié soran. A
virusok ilyen irdnyu rendszerezését a 21. szdzad mddszerei, mint a metagenomika és a krio-
elektronmikroszkdpia tették lehetévé, ezek vezettek a Riboviria 2018-as, majd 2019-ben tovabbi
harom és végiil 2020-ban a maradék két birodalom megalapitasdhoz.

2018-ban gyakorlatilag az 6sszes RNS virust a Riboviria birodalomba soroltdk>, el6szor csak az
RNS-fliggé RNS polimerazt [RNA-dependent RNA polymerase (RdRp)] kédold virusokat, majd egy
évvel kés6bb kibdvitették a retrovirusokkal, melyek RNS-fligg6 DNS polimerdzt [RNA-dependent
DNA polymerase (RdDp)] koédolnak. El6bbiek az Orthornavirae, utébbiak a Pararnavirae
kirdlysagot alkotjak. A Riboviridk kozé kevés prokaridta virus tartozik, azonban a legtdbb eukariéta
virust magaban foglalja, ideértve a legtobb emberi, allati és ndvényi virust egyarant (a
metagenomikai tanulmanyok megvaltoztathatjak még ezt a perspektivat).

2019-ben alapitottak a legtdbb kettds szalu (ds)DNS-virust magaba foglald birodalmakat. A dsDNS
virusok tobbségét a Duplodnaviria birodalomba soroljdk. Ide tartoznak két kiilon torzset alkotva
az eukaridta herpeszvirusok (Herpesvirales nemzetség) és a bakteriofagok (Caudoviricetes osztaly)
képviselSi egyarant>®. A dsDNS virusok egy kisebb csoportja, tdbbek kézétt az drids eukaridta DNS-
virusok>® és a poxvirusok is a Varidnaviria birodalomba keriltek besoroldsra (ICTV). A Peploviricota
(herpeszvirusok) és Uroviricota (bakteriofagok) torzsei mellett 2023-ban egy feltételezett uj, a
Duplodnaviria birodalomba sorolt térzset is leirtak: ez a Mirusviricota®, melynek tagjait az
o6ceanok mélyén fedezték fel. E virusok a virion morfogenezis alapjan keriiltek a Duplodnaviria
birodalomba, azonban szamos tulajdonsaguk a Varidnaviria birodalom Nucleocytoviricota (pl.
Orias- és poxvirusok) torzséhez hasonlit, s ezaltal 6sszekapcsol két tavoli rokon virus birodalmat.

Szintén 2019-ben alapitottak az egyszalu (ss)DNS genomu virusok tobbségét magaba foglalod
birodalmat, a Monodnaviriat. Prokariéta virusok mellett szamos, human betegséget is okozé
viruscsalad (pl. papilloma — és poliomavirusok), illetve a cirkularis genomu cirkovirusok csalddja is
ide kerlt besorolasra”’.

A hipertermofil archaedkat fert6z8 virusokat 2020-ban az Adnaviria®®, mig azokat a szatellit
nukleinsavakat (virusoid), melyek replikaciéjukhoz egy masik virust igényelnek (pl. Hepatitis delta),
a Ribozyviria birodalomba soroltdk®®. A nemrégiben felfedezett viroid-szer(i elemek, az
obeliszkek®® besorolasa még vérat magara.

A fent emlitett, a virusok klasszifikacidjara és nevezéktanara vonatkozd valtozatossag miatt, mely
a gyakori fajszint(i névvdltoztatdst is magaban foglalja, a disszertacidban az altalunk vizsgalt
virusok esetén els6 emlitéskor megjel6l6m a legujabb, 2022-es nevezéktan szerinti elnevezéseket,
azonban a hagyomanyos neveket hasznalom a tovabbiakban.
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3.1.3 A transzkripcio és a replikacio szabdalyozasa

A virusok igen valtozatos fert6zési mechanizmusokat fejlesztettek az évmilliok soran. Példaul, a
bakteriofagok beldvellik a DNS-liket a baktérium sejtekbe, mig az eukariéta virusok endocitozissal
vagy membrdanfuzidval jutnak be a sejtekbe. A buroknélkdli virusok csak az elsé mechanizmust
vehetik igénybe, a membran burokkal rendelkez6k pedig fajtél fliggen mindkét maddot
alkalmazhatjak. A sejtbe bejutott virusok szallitédhatnak a sejtmagba (a citoszkeleton rendszert
hasznalva erre), de maradhatnak a citoplazmaban is. Az elGbbi a DNS-, az utébbi pedig az RNS
virusokra jellemz8, melynek oka, hogy a DNS virusok a gazdasejt DNS szintetizdld és splice
mechanizmusait hasznaljdk, mig az RNS virusok sajat replikacios apparatust kodolnak. E szabaly
aldli kivétel példdul a nagy DNS genommal rendelkez6 poxvirusok, melyek maguk allitjdk el6 a
replikacidjukhoz sziikséges molekuldris apparatust, illetve az RNS-alapu influenza virusok, melyek
transzkriptjei éréséhez a gazdasejt sejtmagjaban 1évé splice apparéatust hasznéljaks?.

A génexpresszid szabalyozdsa rendkiviili valtozatossagot mutat a kilonféle viruscsalddok kozott.
Az egészen pici pozitiv-szali RNS virusok esetében a teljes genom gyakran egyetlen mRNS
molekulaként funkcional, ami néhany gént kddol (pl. filovirusok). A negativ szalt RNS virusoknal a
genomrol egy komplementer RNS képzédik és ez szolgdl mRNS-ként. A nagyobb RNS virusok (pl.
koronavirusok) esetében a genom egy része mMRNS-ként mkodik, a masik részérdl
(szubgenomikus régid) viszont egy komplementer RNS szal képzd&dik, ami templatként szolgal az
MRNS képz6déshez. A DNS virusokndl az egyes gének kinetikai osztalyokba sorolhaték, attdl
fliggben, hogy a virus életciklusanak melyik stadiumdban aktivak. A herpeszvirusoknal (HV-ok) a
legkorabban leirédd (immediate-early; 1E) gének rendszerint transzkripciés faktorokat (TF)
kodolnak, a korai (early; E) gének altaldban a DNS replikacidhoz sziikséges fehérjéket hatarozzak
meg, mig a kései (late; L) gének a virus szerkezeti elemeinek genetikai informacidjat hordozzak®?.
A tobbi virus esetén is hasonld a logika, a kinetikai osztalyok nevezéktana tér csak el, illetve az E
és az L osztalyt is szokas ketté bontani mind a HV-okndl, mind mas virusok esetén.

3.1.3.1 A transzkripcio szabdlyozdsa

A virusos életciklus kdzponti eleme a transzkripcidé szabalyozasa. Ebben a szekcidban kizardlag a
herpeszvirusok mechanizmusait ismertetem. A Simplexvirus humanalphal [Herpes simplex virus
1l-es tipusa (HSV-1)] az alfaherpeszvirusok (aHV) modellvirusa. A HSV-1 transzkripciéjanak
szabalyozasaban négy IE fehérje vesz részt. Az esszencidlis ICP4 virusfehérjét az rs1 gén kodolja. E
gén a viralis transzkripcio f6 szabalyozdja, fehérje terméke a gazdasejt transzkripcios faktorait (pl.
TFIID) toborozza a HSV-1 promdtereihez®®. Az usl gén altal kdédolt ICP22 f& funkcidja a
régidban taldlhatd egyetlen kdépiaban, mig annak prométere duplan van jelen az inverz ripit (IR)
régidban (a masik IR kdpia az ul12 gén kifejez6dését szabalyozza). A Varicellovirus nemzetségben
az us1 gén az IR régidba transzlokalddott, igy ezekben a szervezetekben e gén két példanyban van
jelen. Az ICPO, amelyet az r/2 gén kédol, szigoru értelemben véve nem TF, de a pre-kromatin
kélcsonhatdsok szabdlyozasaval elésegiti a transzkripciot®. Az ICP27, amelyet az ul54 kddol, az
RNS-polimerdz (RNP) enzim virdlis promoterekhez valé kétédését segiti eld. A litikus ciklus
szabalyozdsanak mechanizmusa mas aHV-ok esetében is hasonlé a fent ismertetettekhez. Egy
jelentés kiilonbség azonban az icp0, usl és ul54 ortoldg gének expresszids kinetikajanak
megvaltozasa: e gének az E kinetikai fazisban fejez6dnek ki a Varicellovirus suidalphal
[Pseudorabies virus (PRV)] és az Varicellovirus equidalphal [Equid alphaherpesvirus 1 (EHV-1)]
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esetében. Ezenkiviil, az icp0 gén strukturalisan és funkciondlisan is egyszerls6dott a HSV-1-hez
képest ezekben a virusokban. A bétaherpeszvirusok (BHV) és gammaherpeszvirusok (yHV)
alapvet6en az aHV-okhoz hasonlé mechanizmusokat alkalmaznak a transzkripcié szabalyozasara.
A Cytomegalovirus humanbeta5 [human cytomegalovirus (HCMV; BHV)] esetében két f6 IE gén
(iel és ie2) szabdalyozza a transzkripciot®’. A Lymphocryptovirus humangamma4 [Epstein-Barr
virus (EBV; yHV)] IE fehérjéi (BZLF1 és BRLF1) transzaktivatorok, amelyek az E virusgének
transzkripcidjat szabalyozzak®®.

A herpeszvirusok alternativ fert6zési médjat a latencia jelenti. A latens allapotba vonulds sordn a
virus genom tulnyomé része transzkripciondlisan represszalt marad, csak néhdny specifikus virus
RNS fejez6dik ki. Az HSV-1 ’latencia-asszocidlt transzkript’-je (LAT) az egyetlen virus gén termék,
amely magas szinten fejezédik ki latens allapotban®. Ez a nem kddold RNS (ncRNS) elnyomja a
litikus gének kifejez6dését az icp4 aktivitdsanak blokkolasaval és a heterokromatin kialakuldsanak
elésegitésével a HSV-1 genomjan’C. Bar a LAT szdmos nyilt olvasasi keretet (open reading frame;
ORF) tartalmaz, valdszinileg nem kédol polipeptideket’Y’2, M&s hosszi ncRNS-ek (IncRNS-ek) is
kifejez6dnek a latens allapotban, példaul a 'hosszu-latencia transzkript’ (LLT; mely az icp0 és az
icp4 géneket fedi at antiparallel médon), valamint az egyedi hosszu (UL) és US genomi régidk kozti,
tgynevezett L/S junkcid kornyéki transzkriptek (L/STs), melyek az icp34.5 és az icp4 géneket fedik
at forditott orientacidban’.

3.1.3.2 A DNS replikdcié szabdlyozdsa

Mig a prokaridta genomokban egyetlen pontbdl (replikacids origd; Ori) indul a DNS szintézis, addig
az eukariéta genomokban tipikusan tdbb tizezer Ori talalhaté. A bakteridlis Ori-t konszenzus
szekvencidk hatarozzdk meg, az eukaridtak Ori-jai viszont nem szekvencidlisan, hanem a kromatin-
szerkezetiik alapjan meghatadrozottak’®. A virusoknak egy vagy néhany Ori-juk van, amelyeket
részben az adott DNS-szegmens szekvencidja, részben pedig adott genomi régid strukturdlis
tulajdonségai hatdroznak meg’®. Az eukariéta genomok replikacidja az origin recognition complex
(ORC) Ori-hoz térténd kotésével kezdddik’®. Az ORC funkcidja, hogy platformként szolgéljon a
repliszoma 6sszeallitdsahoz, amely szamos fehérjét tartalmaz, mint példaul a DNS helikaz, a DNS
polimeraz (DNP), a topoizomerdz, primaz, a DNS girdz, az egy-szalu DNS-kot6 fehérje (ssDBP), az
RN&z H, DNS ligdz és a telomeraz enzimek.

A herpeszvirusok tobb replikacids fehérjét is kddolnak a DNS-iik szintézishez. Példdul a HSV-1
kodol egy Ori-koté fehérjét (OBP; ul9), egy ssDBP-t (ul29), két DNP-t (ul30 és ul42), és harom
helikdz/primaz molekuldt (ul5, ul8 és ul52)”’. Tébb virus altal kddolt ko-faktor is szerepet jatszik a
nukleotid anyagcserében, mint példaul a ribonukleotid-reduktaz (u/39/40), a timidin kinaz (u/23),
az uracil-DNS glikozildz (ul2), a dezoxiuridin trifoszfatdz (u/50) és az alkalikus nukleaz (ul12),
lehet8vé téve a herpeszvirus replikacidjat nem-osztddo sejtekben is’®.

A HSV-1-nek harom Ori-ja van, ketts az IR-ekben, melyek az US régiot veszik koril (OriS), és egy az
UL régidban (Oril). A Simplexvirusokban az OriL a DNS replikacidban szerepet jatszé ul29 és ul30
kozott helyezkedik el, mig az OriS két példanyat az icp4 és az us1 |IE gének veszik koril az US régio
belsé ismétlédésében (IRS), és az icp4 és us12 gének az US régid terminalis ismétlésében (TRS).
Néhany Varicellovirus, mint példaul a Varicellovirus humanalpha3 [Varicella Zoster virus (VZV)] és
a Varicellovirus bovinealphal [Bovine alphaherpesvirus 1 (BoHV-1)] nem rendelkeznek Oril-el.
Ezzel szemben mas Varicellovirusokban, mint a PRV és az EHV-1, az OrilL az ul21 és ul22 gének
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kozotti intergénikus régidba kertlt at az evolucidé soran. A HCMV-nek egyetlen replikacios origdja
(OriLyt) van, mig az emberi gammaherpeszvirusok, az EBV és a Rhadinovirus humangamma8
[Kaposi-szarkdmadval térsitott herpeszvirus (KSHV)] két litikus (OriLyt-L és OrilLyt-R) és egy latens
replikacids origéval rendelkeznek (az EBV-ben OriP-ként és a KSHV-ben terminalis ripitnek

nevezve)’®81,

3.1.3.3 Az RNS-ek szerepe a replikdcio szabdlyozdsdban

Az elmult évtizedben az él6vildg minden doménjében talaltak az Ori-k kérnyékérél leirddd IncRNS-
eket®, Egy friss kutatds szerint az emlés replikacids origd felismerd komplex 1-es alegysége (ORC1)
korulbelll 72%-a aktiv promodterekkel asszocialt, melyek tébb mint a fele ncRNS és aktiv
prométerek altal szabalyozott®3.

A replikacios RNS-ek szamos mddon szabdalyozzak a DNS replikadciot. Tobbek kozott az RNS primer
szintézisének szabdlyozasaval azéltal, hogy a DNS szekvencidval hibridizalnak®®, vagy az mRNS-sel
alakitanak ki hibrideket. Ez utébbi folyamat az RNaz H altali degradacidjukat inicializalja, s ezaltal

verbuvaldsat is segithetik®.

Mig ezek a transzkriptek a B- és yHV-ok esetében részben mar ismertek voltak, az aHV-oknal
gyakorlatilag észrevétlenek maradtak egészen mostanaig. Példdul HCMV esetén az OriLyt-bol
leirdd6® RNA4.9 ncRNS-t funkciondlisan is jellemezték®. Ez az RNS a virus DNS replikacidjat
szabdlyozza DNS:RNS hibrid kialakitdsaval, befolydsolja az u/57 gén 4&ltal koédolt ssDBP
expresszidjanak mértékét. Feltételezik, hogy az RNA4.9-nek tovabbi szerepei is vannak mind cisz,
mind transz mdédon, példaul el6segiti a f6 IE promodter transzkripcidjanak represszidjat latencia
alatt?”. Az RNA4.9 és mas, a HCMV Ori régidja kornyékérdl leir6dd RNS-ek felfedezését®s8
kovetSen az volt a feltételezés, hogy ennek a virusnak egyedi replikacids szabalyozasi rendszere
van, ami kés6bb nem bizonyult igaznak.

e 7.z

RNS:DNS hibrid®°. Ezenkiviil egy bidirekciondlis prométer®® és egy ‘nagyon strukturalt’ RNS is
azonositasra keriilt ebben a genomi régiéban®’. Ez utébbi transzkriptnek a funkcidja, hogy segitse
a virus EBNA1 és HMGA1a fehérjéit az ORC*? toborzdsaban.

A HSV-1 OriS-e kozelében két, koterminalisban végz6d6 IncRNS téredék szekvencidit korabban
mar szintén leirtak®3, funkciét azonban nem rendeltek hozzajuk.

A kovetkezd szekcidkban bemutatom rendszertani kategdriakra bontva a virusokat, melyekkel
transzkriptomika szintjén foglalkoztunk, s amelyekbdl e dolgozat sziiletett. Els6sorban tlineteket,
epidemioldgiai, illetve allategészségiigyi jelentGségiiket foglalom 06ssze, illetve a genomjuk,
transzkripcidjuk és replikacidjuk jellegzetességeit targyalom. Az 1. dbran a legljabb rendszertan
szerint dbrazoltam &ket.
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1. dbra Az ICTV 2022-es taxonomiai besoroldsa és nevezéktana alapjan az dltalunk (mind laboratériumi, mind
bioinformatikai szinten) vizsgdlt virusfajok besoroldsa. Az egyszer(isités érdekében minden esetben csak azokat a magasabb
rendszertani kategdridakat jeléltem, melyekben kiilbnbség van a vizsgdlt fajok k6z6tt. Az dbrdan a birodalom (Realm), kirdlysdg
(Kingdom), térzs (Phylum), altérzs (Subphylum), osztdly (Class), rend (Order), alcsalad (Subfamily), nemzetség (Genus) és faj
(Species) neveket mind a 2022-es besorolds alapjdn jeléltem.

3.1.4 Herpeszvirusok

A Duplodnaviria birodalom Orthoherpesviridae (herpeszvirusok) csalddjaba kozel 120 faj tartozik®?,
melyek kilénféle gerinces élSlényeket képesek megfertézni®®, igy szdmos human patogént is
ismerlink koztlik. A herpeszvirusok jellegzetes tulajdonsaga a latens fert6zés képessége, vagyis
képesek hosszu ideig, esetleg egy életen at a gazdaszervezetben rejt6zkddni, majd bizonyos
koriilmények kozott ujra aktivva valni. A csalad hdarom alcsalddra oszlik. Az Alphaherpesvirinae
képviselGi pl. a HSV-1, vagy példaul az Aujeszky-féle betegséget okozd sertés herpeszvirus, a PRV.
A Betaherpesvirinae alcsaladba tartozik pl. a HCMV és a Roseolovirus humanbeta6 [human
herpeszvirus 6 (HHV-6)], mig Gammaherpesvirinae ismert humanpatogén tagjai az EBV és a KSHV.
A harom alcsalad tagjai kiilénb6znek a bioldgiai tulajdonsagaikban, mint példaul a latens fert6zés
helye és a replikacios ciklus ideje®. A herpeszvirusok burkoltak, linearis dsDNS genomjuk 125-240
kilobazispar (kbp) k6z6tt valtozik®®*”,

A herpeszvirusok egyes tagjai altaldban specifikusak az adott gazdaszervezetre, és a fert6zés
tobbnyire élethosszig tart. A kezelés leginkabb a tlinetek enyhitésére és a virus replikacidjanak
gétlasara dsszpontosit®®. Az immunrendszer és a herpeszvirusok kdzotti interakcidk, valamint a
latens fertGzések reaktivalédasanak mechanizmusai aktiv kutatasi teriletek, mivel ezek az
informacidk alapvetd fontossaguak az Uj terapias stratégiak és vakcinak fejlesztéséhez.

TOMBACZ DORA MTA Doktori értekezés
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Az emberek altaldban tobb herpeszvirus fert6zésen is atesnek életiik soran. Az atlagos szam
meglehetGsen valtozd lehet, és fligg a foldrajzi helyzettél, az életkori csoporttdl, az
immunrendszer dllapotatdl, a szocidlis és gazdasagi korilményektSl, valamint az egyéni
életmodtdl és viselkedési tényez6ktél. Sok esetben ezek a fert6zések enyhe vagy észrevehetetlen
tlnetekkel jarnak, de bizonyos esetekben sulyos betegségeket is okozhatnak. A herpeszvirusokkal
vald fert6zottség dltalanossaga miatt ezek a virusok kozegészségligyi és orvostudomanyi
szempontbdl is a figyelem kdzéppontjaban vannak.

3.1.4.1 Humdnpatogén alfaherpeszvirusok

HSV-1: a fert6zés élethosszig tart, tlinetei enyhék, vagy egyaltaldn nem is okoz problémat. A virus
leggyakrabban szdjliregi herpeszt eredményez, immunhidnyos betegeknél azonban akut
enkefalitiszt (agyvel6gyulladas) okozhat. Globalis gyakorisaga rendkivil magas, becslések szerint
a vilag népességének akar 60-90%-a is fert6zott lehet mar gyermek-, vagy serdiil6korban. Az
Egészségligyi Vilagyszervezet (WHO) globalis becslései szerint vildgszerte tobb mint 3,7 milliard,
dtven év alatti ember érintett®®.

VZV: a baranyhiml6 koérokozdja, amely az elsGdleges fert6zés sordn alakul ki. A baranyhimlé
szovédményei relative gyakoriak, sokszor sulyosak is (pl. tiid6gyulladas, agyvelSgyulladas), féként
feln6tt korban. A késGbbi életkorban 6vsomaort (zoster) okozhat, amely a latens allapotbdl torténd
reaktivalédas sordn jon 1étre'®. Az 6vsémor gyakorisdga az életkor elérehaladtdval ng%t. A
bardnyhimlén gyermekkorban a legtobb ember atesik, kiilondsen azokban a régidkban, ahol nincs

rutinszerd oltdsi program. Hazdnkban 1998-6ta elérhet6 az oltas, 2019-t6l kotelez6.

Az alcsalad harmadik ismert humdanpatogén képviselGje a Simplexvirus humanalpha2 (HSV-2).

3.1.4.2 Humdnpatogén betaherpeszvirusok

HCMV: el6forduldsi gyakorisaga foldrajzi régionként valtozé, de kilondsen magas a fejlédé
orszagokban, ahol a fert6zottség gyakran mar csecsemGkorban megtorténik. Vilagszerte a
lakossag 60—-90%-at fert6zi meg!®. FelnGtteknél mononukledzis-szer(i tiineteket okozhat'®®, mig
Ujsztlotteknél életveszélyes allapototi®®. Kulénféle human sejtet fert6z, beleértve a
fibroblasztokat, az epitél és az endotél sejteket, a simaizom-sejteket és a monocitakat egyarant®,

HHV-6: két f6 varianst foglal magaba, az HHV-6A-t és az HHV-6B-t. Ezek a virusok (a Roseolovirus
humanbeta7-hez hasonléan) nagyon gyakoriak, altaldban a korai gyermekkorban megfert6zik a
populdcidk jelent8s részét!%, Kétéves korra a gyerekek 90%-a atesik a HHV-6 fertézésen. A HHV-
6 a kora gyermekkorban gyakori exanthema subitum mds néven roseola infantum (azaz a hirtelen
kitités, haromnapos 13z) f6 korokozdjal®”. Az HHV-6 szorosan kapcsolddik egyes krénikus
allapotokhoz, mint a krénikus faradtsdg szindromal®® valamint szerepet jatszhat bizonyos
neurodegenerativ betegségek kialakuldsaban is'%!9 (Mi major depresszidval diagnosztizalt,
kés6bb ongyilkossagot elkdvetett paciensek agymintdi szekvenaldsat kovetden, az analizis soran

detektaltunk HHV-6-ot, szemben a kontroll mintakkal°.)
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3.1.4.3 Humadnpatogén gammaherpeszvirusok

EBV: az infekciés mononukledzis és egyes raktipusok okozdja. ElsGdleges fert6zése korai
gyermekkorban altaldban enyhe vagy tlinetmentes. Elssorban nyal utjan terjed, s a vilag
népességének jelentds része, akar 90%-a is fertézott lehet mar a korai felnSttkorral'12 Az EBV
szerepet jatszik pl. a Burkitt-limféma patogenezisében, valamint részt vesz a nasopharyngealis
carcinoma és a gyomorrak egyes tipusainak kialakuldsaban is''3114, Latenciabdl tébbek kozt stressz
hatasara (legyengilt immunrendszer) reaktivalédhat. Az EBV Ujraaktivalédasat a hosszi COVID
szindroma kialakulasa egyik okaként hataroztdk meg!®.

KSHV: ez a virus kevésbé gyakori, és kapcsolatban all bizonyos tipusu rakokkal, kiiléndsen azokban
a populécidkban, ahol magas a prevalenciaja'®. A fertézése altaldban tiinetmentes az egészséges
egyénekben, de sulyos betegségeket okozhat az immunrendszerrel kompromittalt betegekben,
mint példaul az HIV-fert6zéttekben!'’. A KSHV a Kaposi-szarkéma etioldgiai kérokozéja'8, melyet
a bérben, a nyalkahartydkban és a bels6 szervekben kialakuld rendellenes véredények képz&dése
jellemez!*®. Ezen tulmenden a KSHV-t més raktipusokkal is dsszefiiggésbe hoztdk, mint a limfémak
egyik tipusa (primary effusion lymphoma) és a Castleman-betegség'%.

3.1.4.4 Allati alfaherpeszvirusok

A herpeszvirusok csaladja rendkivil valtozatos gazdaspektrummal rendelkezik, és a legklonfélébb
allatcsoportokban is megtalalhatok, az osztrigdktdl a teknGsokon at, a madaraktél az eml&sokig
szamos gazdadllatban'?!. Projektjeink sordn az aldbbi allati patogénekkel foglalkoztunk.

PRV: elsGsorban sertéseket fert6z, agy- és idegrendszeri tlineteket okoz, mint példaul
viselkedészavarok, légzési nehézség, de akar végzetes kimenetell is lehet. Mas allatfajokban (pl.
szarvasmarhdak, macskak, kutyak) is okozhat fert6zést, de ezekben az esetekben gyakran és
gyorsan halalos kimenetell. Az emberre altalaban nem veszélyes!??, A PRV vilagszerte el6fordul a
vaddiszné populdcidkban, amelyek fontos rezervoarjai a virusnak. A nemzeti eradikacids
programok eredményeképpen az Aujeszky-féle betegség (AD) gyakorlatilag eltlint a hazi
sertésekbdl tébb eurdpai orszagban, valamint Kanadaban, Uj-Zélandon és az Egyesiilt Allamokban
is23, azonban ez nem feltétleniil jelenti a virus teljes megsemmisitését. Szerbidban példaul
eléfordul, az elmult évtizedekben szdmos sertésfarmon jelentettek AD jarvanyt'?4126. A hazi
sertésekbdl torténd sikeres viruseliminacid ellenére kilonb6z6 eurdpai orszdgokban évrél évre
jelentenek PRV fert&zéseket!?’-129 vaddiszndkban, farkasokban, véros rokakban, ibériai hiizokban
és kutydkban. Legutdbb 2022 decemberében, Csehorszdgban okozta a virus vadaszkutyak
sajnalatos haldlat®30, Lathatd, hogy az eradikdcids és oltasi eréfeszitések ellenére potencidlis
virusatvitel fordulhat elS a vadon é16 allatokkal vald érintkezés révén®3t,

BoHV-1: els6sorban szarvasmarhdakat fert6z, és tobbek kozott okozhatja az ugynevezett fert6z6
bovine rhinotracheitist, amely egy léguti betegség. A virus stressz hatdsara reaktivalddhat?32,

EHV-1: f6ként lovakat fert6z, okozhat léguti betegségeket, idegrendszert érinté tlineteket, illetve
vetélést a vemhes kancdknal'33. Az Eurdpai Unidban endémidsnak tekintendd, 2021-ben
els6sorban Spanyolorszdgban okozott komolyabb jarvanyt3*,

A fent emlitett allati herpeszvirusok komoly kdrokat okozhatnak az allattartasban, de vakcinazassal
lehet védekezni ellentik.
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A Varicellovirus cercopithecinealpha9 [Simian varicella virus (SVV)] szamos évilagi majomfaj nagy
mortalitdsu fert6zését okozza. (E virussal csak bioinformatikai elemzést végeztiink.)

3.1.5 Varidnaviriak

A birodalom jelent6s képvisel6i a nukleo-citoplazmatikus nagy DNS-virusok (NCLDV), melyek a
Nucleocytoviricota torzsbe tartoznak. A torzs egyik rendjébe (Citovirales) a poxvirusok tartoznak
kozel szaz fajjal, mig a masik, az Asfuvirales torzset egyetlen faj, az afrikai sertéspestis betegséget
okozo African swine fever virus (ASFV) képviseli.

3.1.5.1 A Nucleocytoviricota: nukleo-citoplazmatikus nagy DNS-virusok (NCLDV)

Az NCLDV-k egy diverz csoportot képeznek, a jelenleg ismert legnagyobb virionok, illetve a
legnhagyobb genomu virusok (Sridsvirusok) mind ide tartoznak%.

Poxvirusok (Poxviridae): a csalddba szdmos olyan virus tartozik, amelyek kilonféle
allatcsoportokat fertéznek, gerinctelenektél az emberig. A csalad képviseldi altaldban téglatest
alaku®3®, burkolt virusok, bonyolult belsé szerkezettel rendelkeznek, beleértve a viszonylag nagy
(~ 200 kbp)*?’, linedris dsDNS genomot és a hozzé kapcsolédd enzimeket!3®, A legtébb DNS virussal
ellentétben a poxvirusok a fert6zott sejt citoplazmajaban replikdlddnak és az RNS-ek képzddése,
a transzkripcio is ott torténik, ugynevezett ,virus gyarakban”, fliggetlenil a gazdasejttdl, s nem a
sejtmagbant3?:149,

A csalad embereket is fert6z6, Orthopoxvirus nemzetségébe tartozik a Vaccinia virus (VACV), a
majomhimlé virus (Monkeypox virus; MPXV), a tehénhimlG és a rendkiviil veszélyes feketehiml&t
okozd Variola virus**¥1%?, A (fekete) himl6 fert6zések a torténelem soran millidk haldlat okoztak*3.
A VACV amellett, hogy humanpatogén, orvostorténetileg is jelentGs virus; sikeresen hasznaltak
(Edward Jenner) oltéanyagként a fekete himlé elleni immunizaldsral#41%, A betegséget a globalis
oltasi programnak kdszonhet6en sikeresen eradikdltdk az emberi populdciébdl, melyet a WHO
1980-ban hirdetett ki'**147. A virus linedris DNS-e kérilbeliil 190 kb hosszusagu, inverz terminélis
ismétl6dS szekvencidkkal hatdrolt és kérilbelil 220 fehérjekédold génje van'®®. A VACV
legvirulensebb tdrzse a Western Reserve (WR)%.

A majomhimlé egy zoonotikus kdrokozd, amely Nyugat- és Kozép-Afrikdban endemikus, és az
elmult évtizedekben, néhany ritka esettdl eltekintve, az emberi MPXV fert6zések csak az emlitett
térségben lokalizalédtak. A 2022-es évben azonban egyre tobb esetrl szamoltak be olyan
orszagokbol, ahol a betegség nem endemikus®®®¥1, A 2022-es majomhimlé jarvany sordn a
virusgenom monitorozasa felfedte, hogy a keringd MPXV torzs kapcsolddik a kevésbé patogén
Nyugat-Afrikai MPXV kladhoz, de egy magas mutdcids arannyal rendelkezd, er6sen divergens Uj
kladot alkot?>?14, Ennek koévetkeztében a WHO vészhelyzeti bizottsdga nemzetkdzi aggodalomra
okot add kozegészségligyi vészhelyzetnek (Public Health Emergency of International Concern)
mind@sitette a virus jarvanypotencialjat az endemikus régidkon kivil is.

A poxvirus gének az expressziods kinetikajuk alapjan E, kdztes (1) és L génekre csoportosithatdok>>-
158 A virusgenom jellegzetessége, hogy az E gének a genom két végéhez kbzel csoportosulnak!>,
mig az | és L gének a virdlis DNS kozponti részén gyllnek 6ssze. A szomszédos gének féként azonos
iranyban helyezkednek el; ezért a konvergens és divergens gén parok szama viszonylag alacsony
példaul a herpeszvirusokhoz képest'®°.
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ASFV: az afrikai sertéspestis betegséget (ASF) okozza, mely gyakran halalos kimeneteli a sertések
és vaddisznok korében. Jelenleg nincs engedélyezett vakcina az ASF ellen, ami jelent&sen
megneheziti a betegség elleni kiizdelmet!®l. Szdmos eurdpai orszagban jelen van a virus,
Németorszagtdl Gordgorszagig, Esztorszagtdl Olaszorszagig, igy hazankban is!®2. Viszonylag
gyakran el6fordulnak  helyi  jarvanykitorések  Eurdpaban, legutébb 2023 nyardn
Horvatorszagban'®.

Az ASFV terjedhet kozvetleniil fert6zott allatok és azok valadékai, példaul a vér, a nyal érintkezése
révén, valamint kozvetetten fert6zott targyak, példaul etet6- és itatdeszkozok, jarmdvek, ruhazat,
valamint a virus ellendllé képessége miatt a fert6zott has- és histermékek révén is®*. Az ASFV
okozta gazdasagi kar jelent6s. A betegség elleni védekezés f6 eszkdzei a megeldz6 intézkedések,
a szigoru karantén rendelkezések, valamint a fert6zés és terjedés elleni gyors és hatékony fellépés.

Az ASFV egy nagyméret(i, dsDNS-virus, genetikai allomdnya 6sszetett, tobb mint 150 gént kédol.
Az IE és E gének a DNS replikdciét megel6z6en, mig az | és L gének azt kovetben
expresszalédnak®>. Az ASFV replikacids ciklusa részben a gazdaszervezet citoplazmajaban zajlik*®®.

3.1.5.2 A bakulovirusok

A Varidnaviridk izeltlabldakat fert6z6, nagy, burkolt, palcika alakud virionnal, s dsDNS genommal
rendelkezé képviselGi 6nalldé osztalyt (Naldaviricetes) alkotnak. A virus replikacié a sejtmagban
zajlik. A f6ként rovarokat fert6z6 virusok a Bakulovirusok (Baculoviridae) csaladjaba tartoznak. A
csalad tagjai két f6 nemzetséget alkotnak: az Alphabaculovirusok (lepkék és hernydk fertGzése) és
a Betabaculovirusok (molyok fert6zése). Egyik jellegzetes tulajdonsaguk, hogy polihéder formaju
strukturdkat [Ugynevezett occlusion bodies (OB-k)] képeznek, amelyek védik a virusokat a
kornyezeti tényez6ktél és segitik a virus terjedését az egyik gazdaszervezett6l a masikig. Az OB-
ken belil taldlhaté virionok szamos sejtbe képesek bejutni, de a virus altaldban csak specifikus
rovarsejtekben képes szaporodni'®’.

A csalad legismertebb tagja az Alphabaculovirusok kdzé tartozé Alphabaculovirus aucalifornicae
[korabbi, ismertebb nevén Autographa californica multiple nucleopolyhedrovirus (AcMNPV)]. Az
AcCMNPV-t kilonosen a biotechnoldgiai kutatdsokban és alkalmazasokban vizsgaljak, példaul a
génexpresszids rendszerekben!®®1®9 rekombinans fehérjék elGallitasara hasznaljak, valamint
bioldgiai alapu novényvédGszerként (bioinsekticid) a mezGgazdasagban, a karos rovarpopulacidk
szabalyozasara. A bakulovirusokkal kapcsolatos kutatdsok a rovarpatolégia, a molekularis biolégia,
a biotechnoldgia és a mez8gazdasagi tudomanyok teriiletén egyarant fontosak'®’.

A bakulovirus gének expresszid alapjan harom csoportra oszthaték: E, L és nagyon kései [very late
(VL)]; az E-ket gyakran kettéosztjak IE és késleltetett korai [delayed early (DE)] génekrel®’. Az IE és
E gének promotereit gyakran a kanonikus TATA motivum veszi koéril, melyet a gazda RNS
polimeraz Il enzime ismer fel, majd a transzkripcid a korai inicidtor CAGT szekvenciatdl indul*’?. Az
L és VL transzkriptek a kései iniciator szekvencidhoz [late initiator sequence (LIS)] kot6dnek, mely
egy TAAG motivumot vesz korl, s ezt a viralis RNS polimerdaz ismeri fel és inditja a transzkripciot
a motivum maésodik nukleotidjatdlt’>172, Az E transzkriptek konszenzus AAUAAA vagy AUUAAA
poliadenilacids (PA) szignalt (PAS) tartalmaznak, PA-farkukat a gazdasejt enzimjei alakitjak ki. Az L
és VL traszkripteknek azonban nincs sziikséglik konszenzus PAS-ra. Kimutattak, hogy a viralis RNS
polimeraz templat fliggetleniil képes adenozinokat az RNS végéhez adni, amint elérte a T-gazdag
szekvenciat!’s.
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3.1.6 Acirkovirusok

A Monodnavirae birodalom egyik csalddjat (Circoviridae) a cirkuldris ssDNS genommal rendelkezd,
madarakat és emldsoket fert6z6 virusok alkotjdk. A cirkovirusok a legkisebb allati virusok,
genomjuk mindéssze ~ 1000-2000 bp?’4. Lipidburokkal nem rendelkeznek, kapszidjuk ikozaéder
alakud. A virusgenom a sejtmagban dsDNS-sé alakul, majd errél irédnak le az mRNS-ek.

A ma ismert cirkovirusok egy kivételével mind patogének. Ez a kivétel a Circovirus porcinel [sertés
1-es tipusu cirkovirus, koradbbi tudomanyos nevén Porcine circovirus type 1 (PCV-1)]. A viriont
Tischer és kollégai fedezték fel'’> a PK-15 (sertésvese epitél) sejtvonalban [porcine kidney
epithelial cell line]. A PCV-1 genom az egyik legrévidebb a DNS virusok kozt, minddsszesen 1759
nukleotid alkotja'’¢78, Az Orit két gén, a rep (ORF1) és a cap (ORF2) veszi kériil, mig az ORF3
antiszensz orientacidban all az ORF1-gyel*’®181, A génekrdl alternativ splicinggal kiildnféle mRNS-
ek képz6édnek. A rep két, a replikacio inicidciéjaért felelGs fehérjét (Rep és Rep’) kédol, valamint 9
ncRNS-t, a cap a kapszid (Cap) fehérjét, mig az ORF3-rél nem azonositottak kordbban transzkriptet.

3.1.7 Ribovirusok

A Riboviria (ribovirusok, vagy riboviridk) birodalma az RNS-alapu virusok Osszességét foglalja
magdba, amelyek genetikai informacidként ribonukleinsavat hasznalnak. Az RNS, mint genetikai
anyag, lehet6vé teszi ezeknek a virusoknak, hogy gyorsan mutdlédjanak és alkalmazkodjanak a
valtozé kérnyezeti feltételekhez, igy rendkiviil véltozatos és dinamikus csoportot alkotnak®>*2, A
birodalom virusai kozé tartoznak a kozegészségligy szempontjabdl jelentés patogének, mint
példaul az influenzavirusok, a hepatitis C virus, a HIV, az ebola és a veszettség virus, valamint a
kilonboz8 koronavirusok, beleértve a SARS-CoV-2-t is®*. Tovabb4, ide tartozik a dohanymozaik
virus is, az elsé virus, amelyet felfedeztek. A genomba integralddo retrovirusok (pl. HIV) szintén a
birodalom képviselGi. Az emberi genom mintegy 7—-8%-a eredeztethet§ kilonféle retrovirus
fert6zésekbdI*82183, mint pl. a legaktivabb human endogén retrovirus (HERV), a HERV-K*84,

A ribovirusokat tobbféle szempont alapjan csoportosithatjuk, tobbek kdz6tt a genetikai anyaguk
szerkezete (pl. ss-, vagy dsRNS), a virus részecskék felépitése (pl. burkolt vagy burkolatlan), és a
virusok 4&ltal alkalmazott replikacids stratégia alapjan®2. Ezek a virusok kilénféle
gazdaszervezetekben képesek megbetegedéseket elGidézni. A legtobbjlik eukariétakat fert6z,
beleértve az embereket, allatokat és a novényeket is. Van egy kisszamd RNS virus, amely
baktériumok kérokozdja, azonban még nem irtak le RNS virust archaedkban'®. Metagenomikai
megkozelitéssel, a Yellowstone archea-domindlta melegvizi forradsaiban detektdltak putativ
archea RNS virusokat, azonban a gazdaszervezetet még nem azonositottdk!86187,

A ribovirusok kutatasa kiemelten fontos a viroldgidban és az orvostudomdanyban, mivel gyors
adaptacids képességiik és valtozatos bioldgiai tulajdonsagaik révén komoly kihivast jelentenek a
betegségmegel6zés és -kezelés terén. A megfelel§ vakcinak és terapidk kifejlesztéséhez alapos
ismeretekre van szikség a ribovirusok szerkezetérél, életciklusardl, patogenitasardl és
interakcioirdl a gazdaszervezetekkel%®188,
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Az Ortornavirae kirdlysdgon bellil szamos csaldd képviselGi Ugynevezett zoonotikus
megbetegedést okozd virusok, koztik taldljuk a rendkiviil sulyos betegségeket okozd
arbovirusokat (izeltlabuak altal terjesztett virusok) is (2. abra).

A Negarnaviricotdk (-) ssSRNS genomjarél az RdRp szintetizdlja az mRNS-t, mely tulajdonképpen a
komplementer, pozitiv szal. E pozitiv szalrél képz&dnek az Gjonnan szintetizalddo virusok (-)ssRNS
genomjai, mig a pozitiv szalakrdl (mRNS-ek) a szerkezeti és egyéb fehérjéik'®®. A tdrzs szdmos
altérzsre és osztalyokra tagozdédik. Mi harom, kilon osztalyba tartozé Negarnaviricota fajjal, az
Alphainfluenzavirus influenzae- vel [Influenza A virus, (IVA)], a Vesiculovirus indiana-val
[Vasicular Stomatitis Indianavirus, (VSIV)], és az Orthonairovirus haemorrhagiae-vel [Crimean-
Congo hemorrhagic fever virus, (CCHFV)] foglalkoztunk.

ssRNS
Burkos Csupasz
Orthomyxoviridae Nairoviridae Rhabdoviridae Flaviviridae Coronaviridae Picornaviridae
IVA CCHFV VSIV ZIKV, WNV SARS-CoV-2 CVB5

ARBOVIRUSOK

ZOONOTIKUS VIRUSOK

2. dbra Az dbrdn azon ssRNS genomu viruscsalddokat tiintettem fel, melyek transzkriptom profiljaval foglalkoztunk. Az
dbra a virusok genom irdnyultsdgdra (negativ, pozitiv), a virusburok jelenlétére, vagy hidnydra is utal. A réviditések az aldbbi
virusokra utalnak: IVA: Influenza A virus; CCHFV: Krimi-kongdi vérzéses ldz virus; VSIV: Vesicular stomatitis indianavirus; ZIKV:
Zika virus; WNV: Nyugat-nilusi virus; SARS-CoV-2: sulyos akut légzészervi szindroma-koronavirus 2; CVB5: Coxsackie virus B5.

IVA: az Orthomixoviridae csaldd képviselGje, a szezondlis influenzajarvanyokért felelds (az
Influenza B virussal karoltve, de pandémiat csak az IVA okozhat). Az IVA-kat a felszinlikon talalhaté
két fehérje, a hemagglutinin (H, vagy HA; 18 altipus) és a neuraminidaz (N, vagy NA; 11 altipus)
alapjan osztadlyozzak. A H és N kombinacidi révén potencidlisan 198 altipus |étezhet, de
természetben (els6sorban madarakban) mostandig csak 131 altipust azonositottak®®. Az
influenzavirusok genomja szegmentalt [az IVA genom nyolc (-)ssRNS szegmensbdl all], s az egyes
virusok szegmenseket cserélhetnek egymadssal, amikor egyszerre, ugyanazt a gazdat fertézik meg.
A szegmensek egy része csak egy-egy gént kédol, mig néhany szegmens kett6t!°?, Az IVA esetén
az 1l-es szegmens a polimerdz PB2 alegységét, a 3-as a polimerdz proteaz aktivitasi (PA)
alegységét, a 4-es a HA, az 5-0s a nukleoprotein (NP) fehérjét, mig a 6-os az NA-t kddolja. Az
influenza virusok mindegyike a polimeraz PB1 alegységét a 2-es szegmensen kodolja. Sok IVA t6rzs
a PB1-F1 kiegészit6 fehérjét (accessory protein), melynek apoptotikus aktivitasa van, szintén a 2-
es szegmensen, azonban a +1 leolvasasi keretben kddolja'®?. A 7-es szegmens az M1 (matrix)
fehérjét, valamint az IVA-k esetén alternativ splicinggal az M2 ioncsatornat kédolja'®. A 8-as

|
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szegmensrdl az interferon-antagonista NS1 fehérje képz8dik***1%, valamint splicinggal a NEP/NS2,
mely a virdlis ribonukleoporotein (RNP) gazdasejt nukleuszbdl vald transzportjaért felel*96:197,

VSIV: a Rhabdoviridae csalad tagja, zoondzisos betegséget okoz, a fert6zés rovarcsipések (pl.
Culicoides fajok), vagy kézvetlen érintkezés révén terjed az eml8s gazddk kdzott'®®. Bér az
emberben csak enyhe tiinetek jellemz&ek®®, tobbek kdzott 1az, izomfajdalom, fejfajas, hanyas?®,
a természetes gazdaiban (lovak, szarvasmarhak és féként sertések??!) vezikuldris betegséget okoz.
A vezikuldris betegség nagyon hasonld a szaj- és koromfajashoz, s jelentés veszteséget
eredményezhet a haziallat-allomanyban. A VSIV-fert6zés korabban gyakori volt laboratdriumi

dolgozok és allatgondozdk kérében is.

A virusgenom kicsi (~ 11 kbp)*?8, 6t polipeptidet kédol: N, P, M, G és L. Utdbbi a nagy (large) RdRp,
mely a virus mRNS-einek cappeléséért és poliadenilacidjaért is felel?°2293, Az N a nukleoprotein,
mely kériilveszi az RNS genomot?%4. A P (foszfoprotein) az L fehérje katalitikus kofaktora?®>, az M
a matrix fehérje szamos funkcidval (pl. gazda RNS-ek gatlasa, apoptdzis)?°, mig a G (gliikoprotein)
a virus sejtbe vald bejutdsaért felel??’.

CCHFV: a Bunyavirales rend, Nairoviridae csaladdjanak tagja, mely csaldd rovarok altal terjesztett
virusokat foglal magaba?®®. A CCHFV a krimi-kongdi vérzéses ldz okozdja, mely egy sulyos,
zoonotikus, bizonyos kullancsok (az elsédleges vektorok a Hyalomma genusz tagjai) altal
kozvetitett betegség. Haldlozasi ardny 30% feletti?®®. A betegséget el6szér Kongdban irtdk le az
1960-as években?®. A virus Afrikdban, Kézel-Keleten, Azsidban, Dél- és Kelet-Eurépaban gyakran
okoz fert8zést?1, az utdbbi években (a klimavaltozas kdvetkeztében) hazdnkban és a régidnkban
(pl.: Ausztria, Csehorszag, Németorszag) is megjelent a betegséget terjesztd kullancs?12%3, A virus
hosszutavy, kontinenseket ativels transzportjat?'* CCHFV-fert6zott kullancsokat hordozé madarak
biztositjak. Jelenleg nincs a betegség elleni vakcina és specifikus antiviralis szerek sem (prekilinikai
stadiumban van szamos igéretesnek t(ing szer). A CCHFV patomechanizmusa nem ismert. Szamos
allatfajt képes megfertézni, silyos betegséget azonban csak az emberben okoz. A rend mas
tagjaihoz hasonldan a genomja harom szegmensbél all, melyek a kis (small, S), a kozepes (medium,
M) és a nagy (large, L). A genomot az NP boritja, melyet az S szegmens kddol az egyik reading
frame-ben, mig egy szembeni iranyban all6 ORF-ben a kis, nem strukturalis fehérjét (NSP). Az M
szegmens komplex, egyrészt egy glilkoprotein prekurzort kédol, melyet a gazda protedazai el6szor
a GP160/85 doménre bontjak, majd ez tovabb alakul mucin-szerii doménné és GP38-ca. Tovabba,
az M kédolja a Gn, Gc gliikoproteineket és a kozepes NSP-t. Az L a CCHFV esetén a tobbi
Bunyavirushoz képest szokatlanul nagy, RARP-t és egy protedzt kédol?%.

3.1.7.2 Orthornavirae -> Kitrinoviricotak

A Kitrinoviricota torzs neve a sarga és virus szavakra utal, jelezvény, hogy a sargalazat okozd virus
is e csoportot képviseli. A torzs tagjai eukaridtakat fert6z6, (+)ssRNS genomu virusok. Mi a
Flaviviridae csalad két tagja, az Orthoflavivirus nilense [West Nile virus (WNV)] és az
Orthoflavivirus zikaense [Zika virus (ZIKV)] RNS profiljat hataroztuk meg.

WNV: el6sz6r 1937-ben azonositottak Ugandaban, a Nyugat-Nilusi korzetben, amelyrél a nevét is
kapta?!>. A WNV a legelterjedtebb flavivirus az egész vilagon, jelent8s kdzegészségiigyi problémat
jelentve szdmos orszagban. Féként Culex nemzetségl szunyogok terjesztik, a madarak a
természetes rezervodrjai?®. Az emberek és egyéb eml8sok véletlenszer(i gazdaként szolgalnak,
amelyekben a virus nem terjed tovabb. A WNV terjedése szorosan dsszefligg a szinyogpopuldcidk
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dinamikajaval és az éghajlati valtozasokkal. A WNV fert6zés emberekben leggyakrabban
tiinetmentes, de korilbelil 20%-ban ldzas megbetegedést okozhat, influenzaszer( tlinetekkel.
Sulyosabb esetekben a virus a kdzpontiidegrendszert is megtdmadhatja, meningitist, encephalitist
vagy akar haldlt is okozhat, f6ként id6seknél és immunkompromittdlt személyeknél. A
neuroinvaziv tiinetek 200 emberbdl egyet érintenek atlagosan?'’.

A WNV genom korilbelil 11 kbp, s ez egyben, mint a virus egyetlen mRNS-e is funkcional.
Tovéabba, mint templat, errél képz&dik a komplementer, negativ RNS szal is?*8. A genom 3’-végén
nincs poli(A) farok. Az egyetlen ORF egy poliproteint kddol, melyet a virus sajat, illetve gazda
eredet(i protedzai tiz proteinre hasitanak?'®. A harom virdlis struktdrfehérje a kapszid (C), az
elémembran/membran (prM/M) és a burok (En), mind az ORF 5' végén kddolddnak, mig a hét NSP
(NS1, NS2A, NS2B, NS3, NS4A, NS4B, and NS5) a 3' végén.

ZIKV: 2015-2016-ban a vilag a ZIKV dltal okozott globdlis jarvany terjedésével szembesiilt. Ezt az
arbovirust el6szor 1947-ben, Ugandaban azonositottdk majmokbél, de emberekben csak 60 évvel
késébb detektaltak?2°. 2007-ben el6sz6r Mikronézidban jelentettek jarvanyt, mely a lakosok 73%-
at érintette, majd egy Ujabb kitorés kovetkezett Francia Polinézidban 2013-ban, amely a lakossag
70%-at érintette??1:222, A ZIKV fert6zések sulyos kdvetkezményeirdl azonban nem szamoltak be
egészen addig, amig Dél-Amerikaba nem érkezett a virus, amikor is a ZIKV fert6zéseket
Osszefliggésbe hoztdk kilonféle sziletési rendellenességekkel, mint példaul a virus anyardl
gyermekre torténd ataddsa miatti mikrokefalidval és egyéb neuroldgiai betegségekkel
(,congenital Zika szindréma”)?%, mint példaul a Guillain—Barré szindréma2??*. A ZIKV terjedése
elsésorban fert6zott szinyogok csipése Utjan torténik (fé6 vektorként az Aedes aegypti-t tartjak
szamon), de mas, nem vektor altal terjesztett fertGzési Utvonalakat is jelentettek, mint példaul
véradas, transzplacentalis fert6zés225226, Ezenkiviil tanulmanyok igazoltdk a fert6z8 ZIKV jelenlétét
és perzisztalasat pl. nyélban, vizeletben??’,

A ZIKV genom korilbelil 11 kb, mely egyetlen poliproteint kddol??2, ami pedig harom szerkezeti
fehérjét (C, prM és E); valamint hét NS fehérjét kddol??8. A szerkezeti fehérjék felelGsek a virus
partikulumok kialakuldsdért, mig az NS fehérjék fontos funkciokat toltenek be a genom
replikacidjaban, a poliprotein feldolgozasaban és a gazda vélaszreakcidban?%.

3.1.7.3 Orthornavirae -> Pisuviricotak

A Pisuviricotdk kdzé (+)ssRNS és dsRNS genomu, eukariétakat fert6z6 virusokat soroltak. A torzs
Nidovirales rendjébe tartoznak a zoondzist okozé koronavirusok (Coronaviridae, CoV), a ma ismert
leghagyobb genomu RNS virusok?%23, A genom méretiik ~ 30 kbp?32. A koronavirusok
legismertebbike a Severe acute respiratory syndrome-related coronavirus-2 (SARS-CoV-2), mely
a Covid-19 pandémiat okozta a 2020-as év elejéts1233234, Ugyanakkor a legkisebb RNS virusok, a
Picornaviridae [pico(=kicsi) + RNA) csalad tagjai is a Pisuviricota torzsbe tartoznak.

SARS-CoV-2: a virust el6szor 2019 végén azonositottak a kinai Vuhanban, és rovid id6 alatt globalis
pandémiat (Covid-19) okozott, jelent6s hatdssal az egészségligyi rendszerekre, a globalis
gazdasagra és a mindennapi életre. A SARS-CoV-2 f6ként cseppfert6zéssel terjed, tiinetei nagyon
valtozatosak, az enyhe léguti tinetektSl kezdve a sulyos tid&gyulladasig és akar haldlos
kimenetelig. A leggyakrabban laz, kohogés, faradtsag, iz- és szaglasvesztés jelentkezik. Sulyos
esetekben légszomj, mellkasi fajdalom és zavartsag is el6fordulhat. Néhany emberben silyosabb
szovédmények, mint példaul akut légzési distressz szindroma, sziv- és érrendszeri problémak vagy
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trombdzis is kialakulhat. A virus jellegzetessége a tiiskefehérjéi a virusburkon, amelyek a gazdasejt-
ACE2 receptorahoz kotédnek, lehet6vé téve a virus bejutdsat a sejtekbe. A tliskefehérje egyik f6

jellemzGje, hogy a mutdcidkra vald hajlam lehet6vé teszi a virusnak, hogy Uj varidnsokat hozzon

létre. Az Ujabb variansok Ujabb tlineteket is produkalnak. 2024. 4prilis kozepére kdzel 705 millié

SARS-CoV-2 beteget jelentettek, melyek kozil tdbb mint 7 millié halallal végz&dott?=®.

Genomija korilbelil 30 kb hosszusagu, 38% G+C tartalmu, szekvencidja ~ 82%-ban azonos a 2000-
es évek elején szintén Kindban megjelent SARS-CoV és a 2012-ben Szaud-Ardbidban megjelent
Middle East Respiratory Syndrome CoV (MERS-CoV) virusok genomjaval. Az esszencialis enzimek
és strukturfehérjék szekvencidi tekintetében ez a hasonldsdg > 90%-os, mely kdz6s patogenezis
mechanizmusra utal, s terapias célpontot jelenthet. A SARS-CoV-2 genom négy strukturfehérjét
kédol, a tiiske (spike, S), az E, M és a nukleokapszid (N) fehérjéket?3!. A genom 12 funkcionalis
ORF-et tartalmaz (3. bra).
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3. dbra A SARS-CoV-2 genom strukturdja®®. A két nagy ORF (1a és 1b) poliproteint kédol, melyekrél szamos NSP képzddik
proteolizissel. E két ORF a genom kézel kétharmadadt jelenti, a maradék régio pedig a strukturfehérjéket, illetve tovdbbi
,kiegészit6” fehérjéket kodol.

A virusgenom replikacidja és a transzkripcidja 0sszefliggnek, hiszen ugyanugy az RdRp enzim vesz
részt a két folyamatban?3®. EIGszor a (-)ssRNS szalak irddnak le, melyek templatként szolgdlnak
mind a genomi (gRNS), mind pedig a szubgenomi RNS-ek (sgRNS) szintéziséhez?*’. A gRNS-nek és
az sgRNS-eknek kozos 5' és 3' végz6dései vannak, hiszen az RdRp a genom ezen végérdl
szintetizdlja a (+)ssRNS-eket. Az sgRNS-ek negativ szalanak szintézise soran torténik meg a
template switching (szalvaltas, TS), amit a ‘genom testben’ (genome body; TRS-B) és a 'vezetd’,
azaz leader szekvencidkban (TRS-L) Iévé transzkripcid-szabalyozd szekvencidk (TRSs) kozvetitenek,
mely a leader és body szekvencidk fuziéjat eredményezi?3239,

Enterovirus B [Human coxsackievirus B5 (CVB5)]: a Picornavirusok Enterovirus nemzetéségébe
tartozd CVB5 altal okozott tiinetek kozé tobbek kozott 14z, aszeptikus agyhdrtyagyulladas,
szivizomgyulladds, hasmenés, makulopapularis, nem viszket6 kitités tartoznak. ElsGsorban szajon
at terjed, gyakran széklettel szennyezett viz, vagy élelmiszer fogyasztdsdval. A virus féként
gyermekkorban és a fiatal felnStteknél fordul el6. A fert6zés 6sszefliggésbe hozhatd az 1-es tipusu
cukorbetegség kialakulasaval is, kiilondsen gyermekkorban.

Genomja ~ 7,4 kbp, egyetlen, hosszi ORF-en kdédol egy poliproteint, amit aztan protedzok
bontanak le kiilénb6z6 funkciondlis fehérjékre?4.
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3.1.7.4 Pararnavirae -> Artverviricotak

A Pararnavirae birodalom egyetlen torzse az Artverviricota, ennek egyetlen osztdlya a
Retraviricetes, mely név a reverz transzkriptdz és a viricetes (virusosztalyok rendszertani
végz8dése) szavakbdl szarmazik. A Revtraviricetes magdban foglal minden reverz transzkriptaz
(RT) enzimet kédold virust, az 6sszes ssSRNS-RT virust (beleértve a retrovirusokat) és a dsDNS-RT
virusokat is?41,

A retrovirusok szaporoddsuk sordn integralédnak a gazdagenomba, s ha ez csiravonalban torténik
meg, akkor a gazdagenom részévé vdlhatnak. llyenek a HERV-ek, a koaldkban exogén és endogén
formaban is el6forduld koala retrovirus (KoRV; az endogenizacio folyamata zajlik jelenleg is) és a
sertések endogén retrovirusa (PERV) is. Az eukariéta fajokban el6fordulé endogén retrovirusok
altaldban egy retrovirus, fajok kozti transzmisszidjanak és integraciéjanak eredményei, az 4j gazda
ivarsejt-vonaldba?*2. A PERV-ek eredete valdsziniileg egy egérbél szarmazo retrovirus volt?4,

Porcine endogenous retrovirus-C (PERV-C): C-tipusi gammaretrovirus®®*, mely kizardlag
malacokat fertéz, mig az A és a B tipusok akdr embert is?*>. A PK-15 sejtvonal a PERV genom
legaldbb két killénb6z8 kldnjanak 10-20 kopidjat is tartalmazza?*®. A genomja ~ 8,6 kbp. A gag gén
a strukturalis fehérjéket (M, C és N) kddolja, a pol a proteaz (PR), a reverz transzkriptaz és az
integraz enzimeket, mig az env a burok fehérjéit. A Gag és Pol poliproteineket a fent emlitett
fehérjékké a PR hasitja?*’.

Kutatécsoportunk, s az én elmult évtizedes munkdm alapvetéen a legmodernebb genomikai
moddszerek a molekularis virologiai kutatdsainkba vald integraldsan, alkalmazdsan alapult. A
kovetkez6 nagy fejezet a szekvenaldsi technikak alapjait hivatott bemutatni.

3.2 A SZEKVENALAS FORRADALMA

DNS és RNS szekvenalas mara a modern genomikai kutatasok nélkilozhetetlen eszkozeivé valtak.
Az egyik legkordbbi mddszer az els6 generacids Sanger-féle szekvendlas, mely rendkivil draga,
idGigényes és koriilményes a végrehajtdsa?*®. Az utébbi masfél-két évtizedben azonban a
szekvenalds igen gyors technoldgiai fejl6édésen ment keresztlil, ami drasztikus id6- és
koltségcsokkenést is eredményezett, a genomikai kutatdsok oridsi litem( progressziéjat lehetévé
téve ezaltal. A szekvenalds revolucidjat két f6 technoldgiai ugras jellemezte: el6sz6r az Un. masodik
generdcids, rovid-leolvasasu szekvenalas (short-read sequencing: SRS), majd a harmadik
generacids hosszu-leolvasdsokat add szekvenalas (long-read sequencing; LRS) megjelenése. Az SRS
(els6sorban az Illumina technoldgia) forradalmasitotta a genomszekvendlast a 2000-es évek
elejétsl>*. E mddszer révid [cc. 25-300 bazispar (bp) hosszisagu (két irdnybdl 6sszesen akar 600
bp)] szekvencidkat olvas le, amelyeket 6sszerakva hozzuk létre a teljes genomot bioinformatikai
modszerekkel. Az lllumina technoldgidn alapulé, az elmult évtizedben leginkabb alkalmazott
platformok akdr tobb szazmillid read egyidejl leolvasdsaval igen nagy ateresztGképességet
produkélnak?®, ma a NovaSeq 6000 és az X tébb 10 millidrd bazisparnyi adatot képes generalni
egyidejiileg?®. Ugyanakkor az SRS komoly korlatokkal is rendelkezik, mivel az e mddszer 3ltal
produkalt szekvencia adatokbdl igen nehéz 6sszerakni a genom komplex és ismétl6dé régidit,
illetve detektalni a hosszu strukturalis variansokat (deléciok, duplikaciok, splice). E szekvenciak
ugyanis gyakran hosszabbak, mint amit az SRS technoldgia leolvasni képes (4. dbra). Az LRS [a
Pacific Biosciences (PacBio) és az Oxford Nanopore Technologies (ONT) 4altal kidolgozott]

TOMBACZ DORA MTA Doktori értekezés



DOI' a 2 13 24 A virdlis transzkriptom rejtett komplexitasa

metodikdk a genom- (és transzkriptom) szekvenalds Gjabb forradalmat hoztak el, lehetévé téve
hosszi szekvencidk leolvasasat. Az LRS képes nativ RNS szekvendlasra?®?, illetve epigenetikai
mintdzatok és RNS szerkesztés kdzvetlen detektalasara is?>3,

Ripitekben gazdag genomi régio

SRS |
readek

LRS
readek

SRS assembly LRS assembly

4. dbra Az dbrdn sematikusan dbrdzoltam egy ismétlédésekben gazdag genomi régiot, fent SRS, alatta LRS mddszerrel
megszekvendlva. Mivel az SRS mddszer dltal generdlt leolvasdsok révidebbek mint a repeat egység hossza, igy az
Osszeillesztés nem egyértelm(i, a bioinformatika nem tudja a genomi régidk egymdsutanisagdat megmondani (SRS assembly),
mig ez az LRS technikdval egyértelm(. Zélddel jeléltem az ismétl6dd szakaszokat, mig a tébbi szin egyedi régickat dbrdzol.

Az LRS-nek szamos elénye van az SRS-hez képest. Az LRS lehet6vé teszi a nagy szerkezeti varidcidk
és az ismétl6d6 DNS elemek elemzését, mig az SRS e tekintetben korldtozottan alkalmazhat6?>4.
Az LRS lehet6vé teszi a teljes genomok Osszeallitasat, beleértve a korabban megkozelithetetlen
régiokat is>>>. Emellett lehet8vé teszi a ritka patogén strukturalis varidnsok és repeat-expanzidk

azonositasat és karakterizalasat is, szemben az SRS-sel, mely esetén problémdak merilhetnek fel
(5. dbra)?®.
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5. dbra Az SRS modszerek nem alkalmasak az ismétlédésekben gazdag genomi régiok, pl. ripit expanziok pontos
meghatdrozdsdra. Ha a ripit expanzio révidebb, mint egy leolvasds (A), vagy mint a paired-end, azaz pdros végrél térténé
szekvendldskor a két leolvasds egyiittese (B), akkor nincs komolyabb gond, a bioinformatikai programok képesek kezelni a
problémdt és meghatdrozni a ripit expanzio egészét. Ha azonban hosszabb a ripit régio, mind egy read pdr, akkor nem
megbizhaté az SRS mddszer (C).
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Azonban az LRS viszonylagosan pontatlan, ami javithatd pl. SRS-sel térténd kombindalassal®®’. Az

SRS nagyobb atereszt6képessége miatt el6nydsebb lehet példaul a metagenomikaban, mivel tébb
genomot, s igy tobb fajt azonosithat az LRS-hez képest. Ugyanakkor az LRS révén teljes és
megbizhatd genomokat kaphatunk diverz metagenomikai mintdkbdl is, a mddszer precizebb
annotdciét eredményezhet, alkalmazdsa révén valdsaghlibb képet kapunk a mikrobak
diverzitasarol?>8-260,

Osszességében az LRS lehet&séget kinal a genetikai diverzitds és a patogén mutaciék mélyebb
megértésére az emberi populacidkban és a mikrobialis kozosségekben egyarant, de az optimalis
pontossag és lefedettség érdekében még tovabbi szekvendlasi mddszereket igényelhet, mely
szlikség a technikak fejl6dését figyelembe véve hamarosan megsziinhet.

A LoopGenomics (mara az Element Biosciences-szel egyesiilt) kidolgozott egy SRS technikdra épuld
szintetikus LRS mddszer (SLRS), melyet LoopSeq-nek neveziink. Tudomasom szerint mi prébaltuk
ki el6szor a vilagon e technikat RNS szekvenalasra®®. Ugy tlnik, hogy egyel6re a piac nem fogadta
kedvezéen e megkozelitést. Az LRS technoldgia hibaratdja egyel6re nagyobb, mint az SRS-é, és
altaldban dragdbb is, habar mindkét paraméter javulasat tekintve igen gyors progressziod
figyelhet6 meg napjainkban.

3.2.1 Azlllumina technolégia elve

Az lllumina szekvendlasi technika az Ugynevezett szintézisen alapulé szekvendlds (sequencing by
synthesis, SBS) elvén m(ikédik (6. dbra), melynek |ényege, hogy az egyszalu, merev fellletre
rogzitett DNS-mintdhoz, szekvencidlisan hozzdadjak az - 4&ltaldban - négy kiilonboz6,
fluoreszcensen jeldlt dNTP-t (dATP, dCTP, dGTP, dTTP)?%%. (A NovaSeq késziilék kétcsatornas, csak
kétféle szint alkalmazunk). A DNS-polimeraz enzim beépiti ezeket a jel6lt nukleotidokat az Gjonnan
szintetizdlddo DNS szalba, és minden beépiilés utan, lézerfénnyel vald gerjesztés kovetkeztében a
fluoreszcens csoportokat egyedi emisszids szinlk alapjan azonositja a készillék. A terminator
csoport megakaddlyozza a kbvetkezd nukleotid beéplilését, igy lehetGvé téve az egyes beépiilések
pontos sorrendjének meghatarozasat?®. A fluoreszcens jel eltdvolitdsa utan a folyamat ismétlédik,
igy 1épésrél Iépésre olvashatd le a teljes szekvencia?®?. Az lllumina platformok lehet6vé teszik akar
tobb millio/milliard szekvencia egyidej(i olvasasat. Az eljarast magas ateresztGképessége és
pontos szekvencia meghatdrozasi képessége tette az egyik legelterjedtebb mddszerré.

cDNS t:ﬁ :1 ) O®
fragmens @ erek jeléletlen (
2 nukleotidok jelélt

Eﬁ nukleotidok

— fluoreszcens
felszinhez l jel

kapcsolodés ]
\ %

1. cDNS 2. Adapt
¢ apter 3. Klaszter generalas hid (bridge) amplifikaciéval 4.SBS

készités ligélas
6. dbra Az lllumina SRS miikédésének alapelvei, az SBS technoldgia?®?. Az Illumina szekvendlds DNS (vagy RNS szekvendlds
esetén cDNS) fragmenseket haszndl templdtként, melyeket adapterek segitségével kapcsol a Flow Cellhez, majd bridge
amplifikdcioval megsokszoroz, klasztereket képezve. A szekvendlds a fluoreszcens nukleotidok, az tjonnan szintetizdlddo DNS
szdlba vald beépiilésein alapul. Azokbdl a klaszterekbdl, amelyek megfeleléen erds, specifikus szigndlt generdlnak, a detektor

érzékeli a fluoreszcens jelet.
|
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3.2.2 A PacBio technologia elve

A PacBio szekvenalds egy forradalmi mddszer?®?, a DNS polimerizacié kézvetlen megfigyelésén
alapszik a célmolekuldak DNS replikacids folyamata sordn, fluoreszcensen jel6lt dezoxi-nukleotidok
(dNTP-k) és egy mérnéki Giton mddositott DNS polimeraz?63264 segitségével. Az elss, Real-Time
Sequencer (RS) nevil késziilékik a 2010-es évek végén nagyon kis kdzOsség szamdra valt
elérhetévé. Az RSII 2013-ban kerdlt piacra, amit a Sequel (majd a Sequel lle) valtott 2015-t6l, a
Revio pedig 2022-ben jelent meg.

A modszer hivatalos neve Single Molecule, Real-Time (SMRT) szekvenalds, mely lehetévé teszi
egyetlen molekula valds idejli olvasasat anélkiil, hogy a mintat amplifikdlni kellene. E médszer
jelent6s el6relépést jelent a genomikaban, mivel hosszu leolvasasokat eredményez, nagy
pontossaggal®®l. A PacBio technoldgia egyik alapvetd specifikuma az Ugynevezett Zero-Mode
Waveguide (ZMW) Nanowell technoldgia. A DNS-molekuldkat egy chipre viszik, amely az RSII
esetén ~ 150 ezer, a Sequelnél és a Revional tébb millié pici, un. "nanowell"-t tartalmaz. Mindegyik
nanowell egy-egy ZMW, amely olyan aprd, hogy csak egyetlen DNS-molekuldt enged be (10%).
Egyetlen DNS-polimerdz enzim — mely a ZMW aljahoz rogzitett - is csatlakozik minden DNS-
molekuldahoz, amely a szekvenaldsi reakcidt katalizalja. A technika masik sajdtossdga a real-time,
azaz valds idej(i optikai észlelés??. Amikor a DNS-polimeraz elkezdi szintetizalni a komplementer
DNS-szélakat, minden beépitett nukleotid sajat, jellemzs fluoreszcens jeldléssel rendelkezik. A
ZMW nanowell-ek lehet6vé teszik, hogy csak azok a fotonok legyenek észlelve, amelyek a
nanowell aljan torténd szintézis sordn — a nukleotid beépllésekor - keletkeznek. Ez azt jelenti,
hogy a berendezés valds idGben képes észlelni és rogziteni minden egyes nukleotid beéplilését,
ami hosszu és pontos szekvencidk meghatarozdsat teszi lehet6vé. A PacBio szekvendlasnak szdmos
elénye van mas szekvenaldsi mdédszerekkel szemben, koztik a hosszu olvasdsok képessége,
amelyek megkonnyitik a genomok Osszeszerelését és a strukturdlis varidnsok meghatarozdsat. A
PacBio platform kiilonosen alkalmas kisméret(i, nagy GC-tartalmu és nagy mennyiségl ismétl6dé
szekvenciat tartalmazé genomok szekvenaldsara*?®®>., A PacBio el6nye mas moddszerekkel
szemben, hogy nem okoz szisztematikus hibdkat, s a nagy konszenzusos pontossaganak
készonhet8en minden felmerild hibat tulajdonképpen ki is javit?®®. A technoldgia hatranya a nagy
koltségigény és a viszonylag alacsonyabb atereszt6képesség. A mddszer specialis
konyvtarkészitést is magdban foglal: uUgynevezett SMRTbell templdtokat készitiink, melyek
topoldgiailag cirkularisak, mig strukturdlisan linedrisak. Mindezt a kétszdliU cDNS két végére
ligalassal rakapcsolt hurokszerd (stem-loop) adapterek biztositjak (7. abra).

stem-loop
teljes adapterek jelolt

hosszusagu M nukleotidok BB
cDNS i— — mlo)] fluoreszcens

HH m O el

|
BEI:E Oy —>

2

DNS polimeraz

1. cDNS . s e 3. Egymolekulas Real-Time
készitds 2. cDNS cirkularizalas az adapterek ligalasaval szekvenalds (SMRT)

7. dbra A PacBio szekvendlds elve®®?. A PacBio szekvendlds sordn a teljes hosszusdgu cDNS-t specidlis, un. stem-loop
adapterekkel korkérossé alakitjak, majd a szekvendlds ZMW-kben térténik, ahol a régzitett DNS polimerdz fluoreszcensen
jelélt nukleotidokat épit be. A ZMW-k képesek egyetlen nukleotid beépitésének fluoreszcens jelét érzékelni. A polimerdz
tébbszor is dthaladhat a cDNS templdton; igy a konszenzus leolvasdsok pontosabbak, mint a nyers olvasatok.
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A szintézis, azaz a szekvenalas soran a DNS polimeraz egy-egy ilyen SMRTbell templatot (8. abra)~
sokszor atir, ezdltal egyetlen DNS molekuladrél akar tobb tucat leolvasds is keletkezhet. Ezeket
egyenkét subreadeknek nevezzilk, mig a subreadeket egyben polimerdz readnek!31262, A
subreadekbdl a PacBio szoftvere (ezt alkalmanként valtoztatjak, pl. korabban SMRT Analysis, majd
SMRT Link, s ezek Ujabb és Gjabb verziéi) cirkularis konszenzus szekvencidkat (CCS) allit el6, melyek
nagyon nagy pontossagu leolvasasok. [A CCS-t korabban az inszertek leolvasasainak (reads of
insert, ROI) nevezték].

e
SMRTbell templat O O
e 4
polimeraz read [l
subreadek

CCSs

DNS polimeraz és a
-/ szekvenald primer

O SMRTbell adapter
. Szekvenalasi hiba

8. dabra Az SMRTbell templat szekvendldsdnak sematikus reprezentdcioja’3l. Az dbra a szekvendlds folyamatdt és a
terminoldgiat mutatja. Ldthatd, hogy az inszertet tébbszor is leolvassa a polimerdz: a teljes szekvencidt, beleértve az
adaptereket is, polimerdz olvasdsnak nevezziik. Miutdn az adapter szekvencidkat eltavolitjuk, a szekvencia subreadekre oszlik.
A kérkéros, vagy cirkuldris konszenzus szekvencia (CCS), amelyet kordbban az inszert leolvasdsdnak (reads of insert; ROI) is
neveztek, az azonos inszert tébbszéri leolvasdsainak nagyon jé mindségli konszenzus szekvencidja.

3.2.3 A nanopdruson alapulé szekvenalas elve

Az Oxford Nanopore Technologies (ONT) altal fejlesztett nanopdrusos szekvenalds a PacBio-hoz
hasonldan, lehet6vé teszi hosszi DNS- és RNS-szakaszok valds idejli, egyetlen molekula-szintd
leolvasasat. A technoldgia alapjat a bioldgiai nanopdrusok képezik, melyek integralédnak egy
elektromosan ellendlld membrdnba (9. dbra). A nanopdrus egy nanométer nagysdgrendi lyuk, ami
egy elektrolit oldattal t6ltott mikroszkopikus kamraban helyezkedik el. A kamra két részre oszlik,
amelyeket a nanopdrust tartalmazé membran valaszt el?62262, Mindkét oldalon ionokat tartalmazé
oldatot helyeznek, amely lehetévé teszi az elektromos aram athaladasat a nanopdruson keresztiil.
A membran két oldala kozott fesziiltséget alkalmaznak, ami iondramot general a nanopdruson
keresztil. Amikor a DNS vagy RNS molekula athalad a nanopdruson, akadalyt képez az iondaram
Utjdban, ami atmeneti valtozdst okoz az aram er@sségében; minden egyes bazis specifikus
valtozast okoz?®l. Az dramban bekdvetkez8 valtozdsokat észleli és elektromos jelekké alakitja a
szamitégépes rendszer, majd a jeleket szdmitdgépes algoritmusok elemzik, s meghatdrozzak az
1
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athaladé nukleinsav molekula bazissorrendjét. Ezt az ONT bazishivé programja, azaz basecallere

végzi, amely a nyers szignalt nukleotiddd alakitja. Az ONT basecallerek folyamatosan frissiinek,
Albacore, Guppy, majd legujabban Dorado, s ezek Ujabb verzidi.

A nanopodrusos szekvenalds elGnyei kozé tartozik a hosszu leolvasdsok mellett a valds idej
adatgydijtés, valamint az elGkészitési és amplifikacids l1épések sziikségességének csokkenése. Ez a
technolégia kiléndsen hasznos komplex genetikai régidk, mint példaul nagyméret(i ismétlédések
vagy szerkezeti varidciok vizsgdlatdhoz, valamint epigenetikai mddositdsok, mint példaul a
metilacio kozvetlen detektalasahoz?®2.

teljes adapterek
hosszlisagl motorfehérjékkel
cDNS D
:1 FEB D szintetikus
membran
[ ] U I
-
nanopoérus éemkt_rcl:mos
e
1. cDNS j
készités 2. Adapterek ligélas

l

3. Nanoporusos
szekvenalas

9. dbra Az ONT szekvendlds elve®%?. A cDNS templdtokhoz kapcsolt motor fehérjék az ONT (pl. a MinlON késziilékkel torténd)
szekvendlds sordn a szintetikus membrdnon lIévé nanopdrusokhoz kétédnek. A motor fehérjék az egyik DNS szdlat dthuzzdk a
nanopdruson, mik6zben egy érzékeld méri a membrdn két oldala k6z6tti potencidlvdltozdsokat. Az elektromos jel specifikus a
membrdnon dthaladd nukleotidokra.

3.2.4 A Loop-Seq technolégia elve

Az elmult két évtizedben az NGS technoldgia fejl6dése jelentGsen novelte a kapacitdst, s egyre
tobb genomikai adatot nyujt alacsonyabb koltségen, azonban tovadbbra sem versenyképes az LRS
maodszerekkel szdmos tekintetben. A mddszer mikodésénél fogva nem tud néhany szaz bp-nal
hosszabb leolvasasokat produkalni. Ennek a korldtozasnak a lekiizdésére kidolgoztdk az SLRS
kényvtar készitési mddszert?®’, melyben molekuldris tag-eket (~ cimkék, azonositdk) és korlatozott
mértékl higitast alkalmaztak a konyvtarak el6készitése soran, majd a tag-eket hasznaltak
hosszabb szekvencidk 6sszeallitasara. Kés6bb a 10X Genomics kereskedelmi forgalomba hozott
egy mikrofluidikai eszkdzt, amely noévelte a kapacitast és egyszerUsitette a munkafolyamatot. A

LoopSeq moddszer tovabb egyszerlsitette a technoldgiat, megkerilve a mikrofluidika
sziikségességét és kibbvitve az alkalmazasi lehet8ségeket?68,

A LoopSeq a hagyomanyos SRS megkdzelitéseket alkalmazza a sajat barkddoldsi (barcode)
technoldgiajaval kombinaltan, ezaltal hosszu-readekkel ekvivalens adatokat produkal az lllumina
platformon. Az azonos barcodeokkal rendelkez6 leolvasdsokat egy csoportba gydjti, majd a cég
sajat szoftverével hosszabb molekuldkka allitja 6ssze. Az egyik f6 elénye a LoopSeq technolégidanak
a rendkivil alacsony hibarata barmely mas LRS technolégidhoz képest (ennek elsésorban genom
szekvenaldsnal van jelent6sége). Ezenkiviil az SLRS egy fliggetlen megkdzelitést nyujt, amely révén
alkalmazhaté mas technikdk altal nyert eredmények megerdsitésére.

|
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3.2.5 A hosszu-readek szerepe a transzkriptomikaban /

Az LRS el6nye a transzkriptomikdban az Un. izoforma szekvenalas: olyan RNS varidnsok feltarasat
teszi lehet6évé, mely a klasszikus NGS technikaval és mas genomikai mddszerekkel [Ugy, mint a
kvantitativ real-time RT-PCR (qRT-PCR), DNS chip (microarray)] megkozelitéssel lehetetlen (10.
abra). Az LRS képes a transzkripcid kezdeti (transcription start site; TSS) és végpontjai
(transcription end site; TES)], valamint az alternativ splicing altal 1étrejott transzkript izoformak
(TI) kombinéciéinak azonositdsara?®?. KészénhetSen, hogy az LRS lehetévé teszi a teljes RNS
molekulak egyetlen leolvasasban torténd szekvenalasat, igy a tobbszordsen spliceolt izoformak
exon kapcsolatai is megbizhatéan azonosithaték?®®. Tovdbba, e technikdval elkildnithetSek
egymastdl a parallel atfedd transzkriptek (pl. dtfed6 mono- és poligénes RNS molekulak)?®°,
melynek jelent&sége példaul ezen transzkriptek mennyiségi meghatdrozdsakor felbecsilhetetlen.
A legljabb LRS kitek mar kdzvetlenil a nativ RNS szekvendlasara is alkalmasak?’®, ezaltal a
konyvtarkészitésbbl szarmaztathatd esetleges torzitd tényezék is kikliszobolhet6k, s igy
lehetG6séget biztositanak a transzkriptom precizebb feltérképezésére mind strukturalis, mind
mennyiségi értelemben. Emellett, a nativ RNS szekvenalds lehet6vé teszi az epitranszkriptomikai
modosulasok detektélasat is?>.

Mindezen elényok ellenére az LRS-nek vannak bizonyos technikai (pl. kevésbé pontos leolvasasok)
és koltségbeli korlatai is, de a transzkriptomikai kutatdsokban valdé alkalmazdsa egyre novekvé
trendet mutat az altala nyujtott részletes és atfogd genetikai informdcidk miatt. Megjegyzendd,
hogy a leolvasdsokat érint6é pontatlansag, a transzkriptom kutatasban nem jelent semmiféle
hatranyt. Tovabbd, az ONT és a PacBio folyamatosan fejleszti szekvendld enzimeit és reagenseit, a
Flow és SMRTCelleket, melyekkel egyre nagyobb precizitdst biztositanak e tekintetben is.

Transzkript izoformak

A 4 t
\a r R |
, SRS . ) / \ |
Alternativ TSS S »
Alternativ splicing Alternativ TES

Rovid-read szekvenalas

Hosszu-read szekvenalas

10. dbra Az LRS megfelelé informdciokat nyujt az izoformakrol?°. Az egyes TSS-ek, TES-ek és splice junction-6k SRS-sel is
meghatdrozhatdk, azonban ezeknek a jellemzéknek a kombindcidjat nehéz megkiilonbéztetni, ha tébb izoforma taldlhato
ugyanazon a lokuszon. Az LRS mdsrészt képes teljes hosszusdgu transzkriptek leolvasdsdra, amelyek teljes kontig informdciot
nyujtanak az egyes RNS-ekben szereplé exonokrdl.

|
TOMBACZ DORA MTA Doktori értekezés



D)r a 2 13 24 A virdlis transzkriptom rejtett komplexitasa

3.3 VIRUS TRANSZKRIPTOMOK ANALIZISE AZ LRS-ALAPU KUTATASAINK ELOTT

« 7.z

észlelésével tortént?’L. A szekvendlas elétti médszerek korlatozott betekintést engedtek a virusok
transzkripcids aktivitasdba. A gének funkcionalis vizsgalata, a virdlis génexpresszid analizise az SRS-
t megel6z6en tobbnyire indirekt technikakkal tortént elsGsorban, mint a Northern blot, DNS chip
és gqRT-PCR. Ezek a mddszerek virus-specifikus probakat, primereket haszndlnak a virus RNS-ek
kimutatasara a mintakban. Habar e technikdk specifikusak, azonban korlatozottak az alacsony
atereszt6képesség és a magas RNS-igény miatt. Tovabba lévén nem szekvenciafliggetlen
maddszerek, kizardélag ismert nukleinsavak kimutatasara alkalmasak. A Northern blottal szemben a
gRT-PCR nagy érzékenységl és specifitast is biztosit egyes RNS szekvenciak detektaldsdra és
kvantitdlasara. Azonban a teljes transzkriptom széles kor( vizsgalatat ez sem teszi lehet6vé, és
szintén csak el6re meghatarozott szekvencidk detektaldsara, vizsgalatara alkalmazhaté.

Bar ezek a mddszerek fontos informdacidkat szolgdltattak, korlatozottak voltak a transzkriptom
teljes mélységének és komplexitasanak feltarasaban. A szekvenalds el6tti modszerekkel a virus
transzkriptomoknak csak egy részét lehetett megismerni, és az adatokat gyakran nehéz volt
értelmezni a magas hattérzaj és a technikai korlatok miatt.

PhD munkdm elsGsorban a qRT-PCR technikdra fokuszalt. E mdodszerrel vizsgaltam meg a PRV
Osszes, fehérje kddold génjének kinetikai profiljat, ami Ujdonsagnak szamitott, hiszen addig teljes
virus transzkriptomot nem vizsgaltak e maddszerrel, s az elemzéséhez egy uUjfajta matematikai
megoldast ki kellett dolgoznunk?.

Az SRS technikdk megjelenése a virusok transzkriptomikai kutatdsat is fellenditette. A modern
modszerek lehetévé tették a virusok és gazdasejtjeik genetikai interakcidinak részletes és atfogé
vizsgalatat. Az SRS mddszerek a herpeszvirusok analizisében is egyre nagyobb szerepet kaptak,
kiilonosen a TSS-ek és TES-ek detektdlasara alkalmaztdk. Relative sok publikacio sziletett, a 2010-
es évektdl kezdve egyre tobben foglalkoztak SRS megkdzelitéssel, mig csoportunk 2015-ben
publikdlt el6sz6r SRS szekvendldson alapuld transzkriptomikai eredményeket3272,

Az LRS médszerek megjelenésével szinte egyid6ben, mintegy uttoroként, bevezettik el6szor a
PacBio moddszereit (amplifikdlt és nem amplifikadlt konyvtarkészités) a virdlis RNS profilok
elemzésére. Els6 PacBio publikacionk 2014-ben jelent meg?, elséként szekvenaltunk meg a PRV
teljes genomot, majd 2015-ben és 2016-ban els6ként kozoltiink LRS-sel meghatarozott virus
transzkriptomot®2’2, Az ONT kulénféle megkozelitéseit [amplifikdlt cDNS szekvenalds, direkt
(d)cDNS és dRNS szekvendlds] is elk6ként alkalmaztuk virusok esetént316.273.274,

Az LRS technikdk megsokszoroztdk a korabban ismert herpeszvirus transzkriptek szamat. A viralis
transzkriptek pontos, teljes hosszlisagu annotaldsa mellett ezek a tanulmanyok eddig ismeretlen
MRNS-eket, ncRNS-eket, poligénes RNS-eket, valamint kilénb6z6 transzkript izoformakat
azonositottak, beleértve az alternativ spliceoldst, valamint a TSS és TES variansokat.
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4 CELKITUZESEK

A szekvenadlasi technoldgiak, a genomika és a bioinformatika térnyerése, egyre ndévekvs szerepe a
molekularis biolégidban az utébbi évtized(ek)ben megkérdGjelezhetetlen. A virolégia teriletén e
maddszerek alkalmazdsa mas — human genomikai, allat- és novénybiolégiai, bakteroldgiai —
tertiletekhez képest megkésett. A 2000-es évek elsé évtizedében elvétve foglalkoztak csak a
virusok 06sszgenomszintl funkcionalis vizsgalataival, azokat javarészt klasszikus technikdkkal
végezték. Csoportunk 2006-t6l kezd6dben foglalkozik virusokkal genomikai aspektusbdl. A
csoportunk dltal megfogalmazott, a transzkriptek Osszgenom szintl szabalyozd szerepével
foglalkozd ’Transzkripcids Interferencia Haldzat Hipotézis’?’”> egyes elemeinek kisérletes
bizonyitdsdhoz els6sorban a PRV-t alkalmaztuk. A virust egyrészt, mint fert6z6 dgenst szerettiik
volna minél jobban megismerni, feltarni a molekuladris mechanizmusait, ugyanakkor feltételeztiik,
hogy a hipotézisiink altalanos érvény( lehet, tehat a virust modellként is alkalmaztuk. Fel kellett
térképezzik a PRV RNS-ek komplex vilagat a lehet6 legteljesebb mértékben. A PRV megismerését
kovet6en a tovabbi kozeli, majd tavolabbi rokon virusok mély, transzkriptomikai elemzése volt a
kovetkez6 fontos allomasunk, mellyel a PRV-nél tapasztalt komplexitds altaldnossagarol
kaphattunk bizonyossagot. Tovabb3, a virusok kozti eltérések, egyes virusokra, viruscsalddokra
jellemz6 egyediségek felismerése az alkalmazott technoldgidkat is validalta. Az évek sordn tehat
a kovetkezd célkitlizéseket fogalmaztuk meg:

1. Technoldgiai innovaci6 a molekularis virolégidban: a virustranszkriptomok
Ujradefinidlasa, feltdrasa kombindlt szevenaldsi médszerek alkalmazasdval — integrdlni a
techolégiai és bioinformatikai Ujitasokat a projektjeink soran

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

a. statikus transzkriptom meghatarozasa: azonositani, annotdlni az mRNS-eket, ncRNS-
eket, transzkript izoformakat

b. dinamikus génexpresszio analizis: meghatarozni a virusgének, illetve transzkriptek
kinetikai osztalyait, meghatarozni a virusok idében valtozo génexpresszids profiljat
c. RNS madifikdciok detektaldsa: azonositani azokat a genomi régidkat, amelyek a
fert6zés egyes id6pontjaiban metildltak, hipereditaltak
3. Funkcionalis genomika
a. olyan mutans virusok léterhozdsa, melyek transzkripcids faktort kédold, vagy egyéb,
a virusfert6zés szempontjabdl kulcsfontossagu génben deletdltak. 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
képvisel6inek funkcidénalis analizise (in silico); id6ben valtozd expressziojuk,
izoformaik azonositasa, validalasuk Northern blottal, gRT-PCR-rel
c. az U] transzkript izoformak kédolé potencidljanak elemzése in silico
4. Virus-gazdasejt interakcidk: megérteni a virusok patogenitdsat és a fert6zés lekiizdésének
stratégiait
a. avirusfert6zés gazdasejtekre gyakorolt hatdsdanak elemzése
b. a sejtvonal a virdlis génexpressziora gyakorolt hatasanak vizsgalata

TOMBACZ DORA MTA Doktori értekezés



DOI‘ a 2 1 3 24 A virdlis transzkriptom rejtett komplexitasa

5 MODSZEREK

A disszertacioban bemutatott eredmények alapjat képezd kisérleteknél szdmos viroldgiai,
molekuldris bioldgiai, genomikai és bioinformatikai technikdat alkalmaztunk. A metodikak részletes
lefrasa, a pontos protokollok megtalalhatéak az értekezés alapjat képezd publikdciokban. igy e
fejezetben a mddszerekrdl csak kevésbé részletesen (pl. a konkrét mennyiségek megnevezése
nélkal) irok. Az értekezésben bemutatott adatok/eredmények egy részének alapjat a 11. abran
vazolt munkafolyamatok szolgaltattak.

PK-15, C6 é5 PC-12 RK-15 sejtek KSHV reaktivacio PEL MRCS sejtek MDBK sejtek Vero sejtek PK-15 sejtek
sejtek fertdzése PRV- fertzése EHV-1- sejteken, fertzése Vzv- fertézése BoHV- fertézése HSV-1- fertbzése
vel (Md8io) gyel doxicliklinnel vel Lgyel gyel PRV-vel (Ka)
3 YN \

Total Total Total Total Total Total Total
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11. dbra Munkafolyamat?®. Az dbra az elvégzett szekvendldsok egy részét mutatja, a herpeszvirusokra fékuszdltan. Ldathatd,
hogy mely virusok esetén mely sejtvonalakat alkalmaztuk, milyen kényvtdrtipusokat készitettiink, mely szekvendld
platformokon végeztiik a szekvendldst, illetve a bioinformatikdrdl és a validdsldsrdl is bemutat egy szlik keresztmetszetet.
Réviditések, sz6vegmagyardzat: Total RNA: ssz RNS; PA: poliadenildlt RNS; T: Terminatorral kezelt mintdak; RD: ribodepletdlt
RNS-ek; dcDNA: direkt cDNS-Seq; CAGE: Cap Analysis Gene Expression-Seq; dRNA: direkt RNS-Seq; qRNS: SRS kényvtdr
NEXTFLEX qRNA-Seq kittel (PerkinElmer); acDNA: amplifikalt cDNS-Seq.
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5.1 FELHASZNALT VIRUSOK, ALKALMAZOTT SEJTVONALAK

A projektjeink sordn t6bb mint hudszféle virussal dolgoztunk, melyeket az aldbbi tablazatban
foglaltam 6ssze (1. tablazat). A virusok szaporitasahoz hasznalt sejtvonalakat, illetve ezek és a

virusok eredetét is feltliintettem, a vonatkozd publikacidinkkal egytt.

A projektjeink sordn alkalmazott virusok és sejtek, sejtvonalak
Virusok Sejtvonal Virus, sejt eredete Publikacio
Afrikai sertéspestis virus Porcine alveolar macrophage AFSV: sajat izolatum 20, 276
(African Swine Fever virus, (sertés alveoldris makrofdg;
ASFV) ASFV_HU_2018 (ID PAM)
Number: MN715134)
Autographa californica Spodoptera frugiperda (Sf9) A virust és a sejtvonalat is a 273,277
multiple sejtvonal SOLVO Biotechnology-tol
nucleopolyhedrovirus kaptuk (Szeged, Hungary)
(AcMNPV) LacZ rekombinans:
Bgal-AcMNPV
Pseudorabies virus (PRV) Porcine kidney-15 epithelial Ka: Vanderbilt University, 6,7,13,
Kaplan (Ka) torzs cell (Sertésvese epitél sejtek) | Nashville, TN, United States 19, 272,
PK-15: American Type 278

Culture Collection (ATCC)

AyV MdBio torzs PK-15 PRV: sajat izolatum, Szerbia 131
Rat (Rattus norvegicus) glial PK-15, C6, PC12: ATCC
cell (patkany glia; C6)
Rat pheochromocytoma PC12
AyV Ka, ep0 mutéans PK-15 PK-15: ATCC 279
AyV Ka, ul54 muténs PK-15 PK-15: ATCC 280
AyV Ka, VHS muténs PK-15 PK-15: ATCC 281
Bovine alphaherpesvirus 1 Madin-Darby szarvasmarha BoHV-1: ATCC 18, 282-
(BoHV-1) Cooper torzs vese (Madin—Darby Bovine MDBK: ATCC 284
Kidney, MDBK) OK: ATCC
Juhvese (OK)
Coxsackie B virus African green monkey CVB5: Nemzeti 285
(Coxsackievirus, group B (Chlorocebus sabaeus) kidney Elelmiszerlanc-biztonsagi
serotype 5, CVB5) (Vero) cells Hivatal (NEBIH)
Epstein-Barr virus Akata, Epstein-Barr virus EBV: ATCC 22
(EBV)-‘termeld’ sejtvonal Akata: ATCC
Equid alphaherpesvirus 1 rabbit kidney (RK-13) EHV-1: ATCC 25
(EHV-1) epithelial cells RK-13: ATCC
Human citomegalovirus Humdn magzati tidé HCMV: ATCC 9, 21, 286,
(Human Cytomegalovirus, fibroblaszt (Human lung fetal MRC5: ATCC 287
HCMV) Towne VarsS torzs fibroblast cells, MRC-5)
Herpesz szimplex virus 1-es Vero, African green monkey HSV-1: ATCC 8, 16, 288-
tipus (Herpes simplex virus kidney cells (afrikai Vero: ATCC 289
type 1, HSV-1), KOS torzs z6ldmajom vese sejtek)
Influenza A virus A/Puerto Madin-Darby Canine Kidney IVA: Orszagos 285
Rico/8/1934 H1N1 (IVA) (MDCK) cells Epidemioldgiai Kézpont
Kaposi’s sarcoma-associated KSHV-positive primary KSHV pozitiv PEL: JU. Jung 26
herpesvirus (KSHV) TREx effusion lymphoma (PEL) cell (University of Southern 290
line iBCBL1-3xFLAG-RTA102 California, B. Papp & Z Toth
University of Florida)

Krimi-kongdi vérzéses laz Vero CCHFV: izoldtum a Balkan- 285
virusa (Crimean-Congo félszigetrél (Duh 2008)
hemorrhagic fever virus
Kosova Hoti strain, CCHFV)
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Majomhimlé virus African green monkey MPXV: izolatum, Dr. 291
(Monkeypox virus, MPXV) (Chlorocebus sabaeus) kidney Jirincova (The National
MPXV_NRL 4279/2022 fibroblast (CV-1) cells Institute of Public Health,
Prague, Czech Republic)
CV-1: ATCC
Nyugat-nilusi virus (West Nile Vero WNV: sajat izoldtum, 285
virus, WNV) Szerbia
Porcine circovirus-1 (PCV-1) * PK-15 PK-15: ATCC 178, 292
Porcine endogenous PK-15 PK-15: ATCC 293,294
retrovirus (PERV) *
Severe acute respiratory Cv-1 SARS-CoV-2: sajat izolatum 24
syndrome coronavirus 2 Vero: ATCC
(SARS-CoV-2)
Vakcinia virus (Vaccinia virus, Cv-1 VACV: NEBIH 17, 274,
VACV) Western Reserve torzs CV-1: ATCC 295-297
Varicella Zoster virus (VZV) MRC-5 VZV: MSD Pharma Hungary 14, 298
OKA/Merck torzs Kft
MRC-5: ATCC
Vesicular stomatitis Indiana Vero és Human glioblastoma VSIV: Orvosi Mikrobioldgiai 285
virus (VSIV) (T98G) Intézet
Vero, T98G: ATCC
Zika virus MR766 (ZIKV) Vero ZIKV: European Virus 285
Archive; Vero: ATCC

1. tabldzat A disszertdcio alapjat képezé virusok. A tabldzatban bemutatom a vizsgdlt virustérzseket, azok eredetét, illetve a
szaporitdsukhoz alkalmazott sejtvonalakat. * A PRV fert6zott PK-15 sejttel kapcsolatos kisérletekbdl.

5.2 VIRUSFERTOZES MENETE, IDOZITESES KISERLETEK

Avirusfert6zés folyamatat a PRV Kaplan térzsének példajan mutatom be részletesen, majd a tébbi
virussal kapcsolatban csak az ehhez képesti eltéréseket jelzem. Azon kisérleteknél, ahol a
virusfert6zés gazdagének expresszidjara kifejtett hatasat is vizsgaltuk, nem fert6zott, in. mock-
infected sejteket is szaporitottunk, majd ugyanazon maddszerrel szekvenaltuk is, mint a kontrollt.
A dinamikus kisérleteket id6pontonként legaldbb harom bioldgiai parhuzamossal végeztiik. A
kivételeket (technikai parhuzamos) jelzem.

A ZIKV, WNV, CCHFV, SARS-CoV-2 és MPXV virusok szaporitasat, az RNS izolalast és
konyvtarkészitést a Pécsi Tudomanyegyetem (PTE) Szentagothai Janos Kutatdkézpont, BSL-4-es
szint(i laboratériumaban, az ASFV szaporitadsat és az RNS izolalast az Allatorvostudomanyi
Kutatointézet (ATKI) BSL-3-as szint(i laboratériumdban, az EBV-vel kapcsolatos munkdt az RT-
Europe Research Center laboratériumaban végeztiik. Az 6sszes tobbi virussal a megfelel6 BSL-1-
es, vagy BSL-2-es szint( laboratériumokban dolgoztunk az SZTE-n, valamint a NEBIH-ben. A KSHV-
t RNS formajaban floridai kollaboracids partneriinkt6l, mig a BoHV-1-et Mississippibdl kaptuk.

5.2.1 PRV Kaplan torzs

A PK-15 sejteket 37°C-on, 5% CO;jelenlétében tartottuk fenn 5% magzati szarvasmarhaszérummal
[fetal bovine serum (FBS)] kiegészitett Dulbecco-féle mddositott Eagle tdpoldatban (DMEM,;
Thermo Fisher Scientific). Az oldathoz gentamicint (Thermo Fisher Scientific) adtunk. Gyorsan
névekvd, szemi-konfluens PK-15 sejteket 10 MOI plakk-képzd egységnek (pfu) megfelelé PRV-vel
fertéztlink, majd 37°C-on 5% CO, mellett a teljes citopatids hatds eléréséig inkubaltuk. A sejteket

haromszor fagyasztottuk-olvasztottuk, majd 10,000 g-vel 15 percig centrifugaltuk. Ezt kdvetSen
1
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hatdroztuk meg a titert. A virus stock-okat haszndltuk a tovabbi kisérleteinkhez. A kisérletek soran
nagy titerrel (10 pfu/sejt) fertéztiink sejteket, majd 1h-n at inkubaltuk, a fellliszot eltavolitottuk.
A sejteket foszfattal pufferelt séoldattal (PBS) mostuk, majd Uj tdpoldatot adtuk hozzajuk és 1, 2,
4,6, 8, illetve 12 8ran 4t inkubaltuk. A virusok dinamikus elemzéséhez az egyes id6pontokbdl kiilon
izolaltunk RNS-t, készitettlink konyvtdrat és fliggetlen SMRTCelleken (PacBio), illetve Flow
Celleken (ONT és Illumina) szekvenaltuk meg, vagy, amennyiben egyazon futtatasban kerltek
megszekvenaldsra, akkor el6tte barcodeoltuk 6ket. A statikus elemzéshez az id6pontokbdl RNS
keveréket, mixet készitettlink, s ezt vittlik végig a teljes proceduran. A sejteket -80°C-on taroltuk.

Az inkubacié minden virus esetén 37°C-on, 5% CO, mellett tortént, ha eltérés volt jeleztem,
ugyanigy a fert6zést kévets inkubacids id6pontok is akkor keriilnek a tovabbiakban feltlintetésre,
ha a PRV Ka-tol eltéré id6pontokat alkalmaztunk. A sejteket mindig -80°C-on téroljuk.

5.2.2 Tovabbi PRV toérzsek

PRV MdBio

A PK-15, C6 és PC12 sejteket 1 MOI PRV MdBio virussal fertéztiik.
PRV Ka ul54A

A PK-15 sejteket 0,1 MOI ul54 deletalt PRV-vel fert6ztik, majd 1, 2, 4, 6, és 8 h-n keresztil
inkubdltuk. Azért csak 8 h-ig vizsgdltuk, hogy a fert6zott sejtekbdl kikeriil6 Uj virusok a nem
fert6zott sejtekben ne tudjanak uj fert6zési ciklust inditani (Iévén kistiter(i fert6zés).

PRV Ka ep0A
A fert6zott PK-15 sejteket 10 pfu/sejt virussal fertéztik, majd 0, 1, 2, 4, 6, 8, 12, 18 és 24 h-n

keresztil inkubaltuk.

PRV Ka VHSA
A fert6zott PK-15 sejteket (10 MOI) 0, 1, 2, 4, 6, 8, 12, 18 és 24 h-n keresztil inkubaltuk.

5.2.3 Egyéb herpeszvirusok
BoHV-1

Az MDBK sejteket 100 U/ml penicillint és 100 pug/ml sztreptomicint, ill. 5% FBS-t tartalmazé MDBK
tapoldatban tartottuk fenn; kis titer( fert6zést alkalmaztunk (0.1 MOI) a virus stock elkészitéséhez.
A kinetikai analizishez 5 MOI-t hasznaltunk.

Az OK sejtek fenntartasdhoz 10% Ujsziilott borju szérumot (NCS) és antibiotikumokat tartalmazé
DMEM-et hasznaltunk. A kisérletekhez 1 MOI virussal fert6ztiik a sejteket, a szaporitast NCS-
mentes DMEM-ben végeztiik.

EHV-1

Az RK-13 sejteket 10% magzati borjuszérumot [fetal calf serum (FCS)] és 80 ug/ml of gentamicint
tartalmazé DMEM-ben szaporitottuk. A virus stock-ok elkészitéséhez 0,1 MOI virussal fert6ztiik a
sejteket, mig a szekvendldshoz 4 MOIl-val. Harom technikai pdrhuzamossal dolgoztunk
idépontonként.
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HSV-1

A Vero sejteket 10% FBS-t és penicillin-sztreptomicin 10K/10K keveréket (Lonza) tartalmazé
DMEM oldatban szaporitottuk. A fert6zéshez 1 MOI (pfu)/sejt virust alkalmaztunk.

vzv

Az MRC5 sejteket 1% antibiotikum/antimikotikum oldatot (Lonza) és 10% FBS-t (GE Healthcare
Life Sciences) tartalmazé DMEM oldatban tartottuk fenn, a kisérletekhez 1 MOl-val fertéztik a
sejteket, amit 5 napig inkubaltunk.

HCMV

Az MRC-5 sejteket 10% FBS-sel és penicillin/sztreptomicinnel (Lonza) kiegészitett DMEM-ben
tartottuk fenn. A sejteket a HCMV Towne VarS torzsével (0,5 pfu/sejt) fertéztuk. A fert6zést
kovet6en 1, 3, 6, 12, 24, 72, 96 és 120 h-val allitottuk le az inkubacioét.

KSHV

A transzgenikus PEL sejtvonalon a litikus reaktivaciot doxiciklinnel indukdltuk a litikus
transzkriptom vizsgalatdhoz, az RNS-t a reaktivaciot kovet6 24 h-s mintabdl izoldltuk.

EBV

Az Akata sejteket RPMI-1640 tapoldatban tartottuk fenn, amit 10% FCS-sel és
penicillin/sztreptomicin-nel egészitettiink ki. A sejteket mostuk, majd Ujra szuszpendaltuk 106
sejt/ml koncentracioban RPMI oldatban, amit kecske anti-human IgG-vel (Jackson
ImmunoResearch) egészitettiink ki. Kontrollként normal RPMI-ben is szuszpendaltunk sejteket?®,
A reszuszpenziot kovetden 100 pl sejtszuszpenziot haszndltunk fel 10 perc, 90 perc, 4, 12, 24, 48
és 72 6ra elteltével az RNS izoldldsahoz, melybdl qRT-PCR-ral ellenériztiik a transzkripcid indukcio
sikerességét. A BZLF és a GP350 gének aktivitasat mértik, referencia génekhez normalizdlva.

5.2.4 Tovabbi nagy, DNS genomu virusok
VACV

A CV-1 sejteket 10% FBS-t és antibiotikum-antimikotikum oldatot tartalmazé RPMI 1640
tapoldatban (Sigma-Aldrich) szaporitottuk. A fert6zést 10 MOI virussal végeztilk, majd ezt
kovetéen 1, 2, 3, 4, 6, 8, 12 és 16 h-val a fertGzést kovetGen allitottuk le a kisérletet.

MPXV

A virust egyszer passzaltuk CV-1 sejteken, majd plakk esszével hatdroztuk meg a titert. A
transzkriptomikai kisérletekhez 2 ml MPXV-t [5 pfu/sejt (MOI=5) virust] alkalmaztunk, amely
(Minimum Essential Medium, Eagle) MEM oldatban kerilt a sejtekhez hozzaadasra. Az 1h-s
inkubacio soran 10 percenként kevertiik (shakeltiik) a mintakat. A sejteket mostuk, majd 10 ml
MEM oldatot adtunk hozza, melyet 2% FBS-sel, 2 mM L-glutaminnal és 1% penicillin-sztreptomicin
oldattal egészittetiink ki. A sejteket 1, 2, 4, 6, 12 és 24 6ran at inkubaltuk.
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ASFV

A PAM sejteket az OIE Manual's alapjan (Office International des Epizooties, 2019) szaporitottuk
RPMI 1640 tapoldatban, mely L-glutaminnal (Lonza) és 10% FBS-sel, (Euro Clone), 1% Na-piruvattal
(Lonza), 1% antibiotikum-antimikotikum oldattal (Thermo Fisher Scientific) és 1% nem esszencialis
aminosav oldattal (Lonza) volt kiegészitve. A virus stock titerét immunfluoreszcens assay-vel
(esszével) hataroztuk meg?7®.

AcMINPV

Az Sf9 epitél sejteket Sf-900 Il SFM tapoldatban tartottuk fenn (Thermo Fisher Scientific). A
virusfert6zo6tt sejteket Corning Spinner Flaskakban (Sigma Aldrich/Merck) szaporitottuk 26 °C-on,
a rdzégépet 70 rpm értékre allitva. A virus egy LacZ expresszald rekombindns virus, mely gén a
polh gén promoter régidjaba van iltetve. A sejteket 2 MOI pfu/sejt virussal fertéztik, majd 0, 1,
2,4,6, 16, 24, 48, illetve 72 h-ig inkubaltuk.

5.2.5 RNS virusok
SARS-CoV-2

A Vero sejteket MEM tapoldatban tartottuk fenn, melyet 10% FBS-sel és 2 mM L-glutaminnal,
valamint antibiotikum-antimikotikum oldattal egészitettiink ki (mind Sigma-Aldrich). A virus
mintavevs palcardl valé izolalasahoz szintén ezt a MEM-FBS-antibiotikum-antimikotikum oldatot
alkalmaztuk, 1ml oldatba helyeztiik a mintavevé palcat, majd a mintat tartalmazdé oldatot
Ministar® 0,22-um filterrel (Sartorius AG) sz(irtik. A szlirleményt Vero sejteket tartalmazo flaskaba
helyeztiik és 1 h-n keresztil inkubaltuk, majd MEM oldatot adtunk hozza. A sejteken naponta
ellen@riztiik a citopatias hatast (CPE), majd a 4. napon (80%-os CPE) a fellliszot begy(ijtottiik. Ez
jelentette az els6 passzazst, majd ezt kbvetSen alacsony MOI-val tovabbi kétszer passzaltuk Vero
sejteken (ezt hasznaltuk torzsoldatnak), a titert plakk esszével hataroztuk meg.

"A1'4

A virust Vero és T98G sejteken szaporitottuk, MOI=5. A fert6zést 1, 6, 15 és 24 h elteltével
allitottuk le.

IVA

A virus szaporitasahoz ‘torzsoldatot’, azaz stock-ot készitettiink 10 napos embrionalt tojasokon,
majd MDCK sejteken plakk ésszével hataroztuk meg a titert. A sejteket 1ml virussal fert6ztiik
(MOI=10), majd 1, 4 és 7 h elteltével allitottuk le a fert6zést.

CVB5
Vero sejteken szaporitottuk a virust, fert6zést kovetéen 1, 6, 15 és 24 h-ig inkubaltuk.
ZIKV, CCHFW, WNV

Mindharom virust Vero sejteken szaporitottuk, a transzkriptomikai kisérlethez nem allapitottuk
meg a titert. A fert6zést 24 és 72 h elteltével allitottuk le.
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5.3 A FEHERJESZINTEZIS GATLASA

Az MDBK sejteket 10% FBS-t tartalmazé DMEM-ben tenyésztettiik, amig el nem érték a 60—-70%
konfluenciat. Ezutan a tapoldatot szérummentes DMEM-re cseréltiik, és 20 vagy 100 pg/mL
cikloheximidet (CHX) adtunk hozzd. Egy 6rds inkubaldst kovetSen a tdpoldatot 10 MOI-s
virusoldatra cseréltiik, ugyanazzal a CHX koncentracidval, és 6 vagy 8 h-n at inkubaltuk.

5.4 PRV VIRION ES VIRUS DNS 1zOLALAS

A virionok izolalasdhoz PK-15 sejteket fert6ztlink PRV Ka, MdBio és ul54A torzseivel (MOI=0,1
pfu/sejt), s a teljes citopatids hatas eléréséig inkubaltuk a sejteket. Haromszori fagyasztas-
olvasztdst kovet6en centrifugaldssal tavolitottuk el a sejttérmeléket. A felliliszot begyljtottik, a
virionokat ultracentrifugdldssal (70,000 xg, 1h; Sorwall WX Ultra 90, Thermo Scientific)
valasztottuk el 30%-os cukor agyon. A felliliszé eltdvolitdsat kovetben a lelilepedett virust puffer
oldatban [2% NaCl 5M, 1% Tris 1M (pH=6.7), 0.5% EDTA 0.2 M (pH=7)] ismét felszuszpendaltuk. A
fehérjéket SDS (0.5%) és proteinaz K hozzdadasaval eltavolitottuk, majd a virus DNS-t tradicionalis
fenol/kloroform médszerrel tisztitottuk.

5.5 RNS I1zoLALAS

Az 6ssz-RNS izolalast minden esetben a NucleoSpin RNA Kittel (Macherey-Nagel), a cég altal
javasolt protokoll alapjan, mig a riboszomalis RNS-ek (rRNS) eltavolitasat ribodeplécidval végeztik.
Bar a kit tartalmaz DNazt, mi minden esetben tovadbb kezeltiik az izoldlt RNS-t az esetleges
maradvdny genomi (g)DNS eltdvolitdsa céljabdl, ehhez TURBO DNA-free™ Kit-et (Invitrogen)
hasznaltunk.

5.5.1 PoliA szelekcié / az RNS-ek 3' végének azonositasa

A poliadenilalt RNS frakcid kinyeréséhez munkank soran kétféle kitet alkalmaztunk: az Oligotex
MRNA Mini Kit-et (Qiagen) és a Poly(A) RNA Selection Kit-et (Lexogen). E mddszerrel az mRNS-eket
és a poliA farokkal rendelkezé egyéb [pl. hosszi nem-kddold (Inc)] RNS-eket kapjuk meg az izolalas
eredményeként, s ezekrél tudunk a szekvendlashoz konyvtarat késziteni.

5.5.2 Ribodeplécio / a teljes RNS frakcié elemzése

A teljes transzkriptomok (kis RNS-eket kivéve, melyekre nem fokuszaltunk) feltarasahoz
hozzatartozik a nem poliadenildlt RNS-ek analizise is. Ennek érdekében az 6sszRNS mintdkbdl
ribodeplécidval eltdvolitottuk az (r)RNS-eket a Ribo-Zero Magnetic Kit H/M/R Kkittel
(Epicentre/lllumina).

5.5.3 Terminator kezelés / az RNS-ek 5' végének azonositasa

Az intakt RNS-ek szekvenaldsdhoz fel kell dusitani azon RNS-eket, melyek cap strukturdja
megtalalhatd az 5' végiikon. Ehhez a Terminator™ 5'-Phosphate-Dependent Exonuclease (Lucigen)
enzimet hasznaltuk, amely nem emészti az 5'-cap-pel rendelkezd (tehat pl. az érett, intakt) mRNS-
eket, de e struktura hianyaban igen. Az RNS-ek TSS-ének azonositasa érdekében e médszer mellett
szamos konyvtarkészitési (cap-szelekcid) és bioinformatikai (LoRTIA) mddszert bevezettiink az LRS
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esetén, illetve kiegészit6 SRS modszereket (CAGE-Seq) is alkalmaztunk. Ezeket a megfeleld
fejezetekben targyalom.

5.5.4 Az RNS mintak tarolasa

Az izolalt RNS-eket a tovabbi felhasznaldsig minden esetben -80°C-on taroljuk.

5.6 GENOMIKAI MODSZEREK

5.6.1 Szekvenalas / kényvtarkészités

Az egyes virusok transzkriptomanak minél precizebb meghatarozasa érdekében a szekvenalasi
technikdk elérhet6 legszélesebb skaldjat alkalmaztuk. A relative olcsé és nagy lefedettséget
biztositd lllumina SRS moddszert, s a mind a genom — és transzkriptom pontos felépitéséhez
szikséges LRS modszereket: a dragabb, de valamelyest pontosabb leolvasast biztositd PacBio-t és
az olcsobb, nagyobb hibarataval szekvendld ONT-t is.

5.6.1.1 Genom szekvendlds

Genomot abban az esetben szekvendltunk az optimdlis térképezés érdekében, ha az adott
virustorzs szekvencidja még nem volt elérhets az adatbazisokban.

PRV Ka térzs: a virionokbdl izoldlt DNS-bé, kordbban kdzélteknek megfelel8en30039 6 kb-os és 20
kb-os SMRTbell konyvtarakat készitettlink a PacBio standard protokolljai szerint. A szekvenaldst
RSII készilékkel, 6t SMRTCellen végeztik el a 'P5-C3 chemistry’ (P5 DNS polimerdz és C3
reagensek) alkalmazdasaval.

PRV MdBio térzs: 5kb-os SMRTbell kényvtarat készitettiink30939!, a PacBio 5kb-os protokolljat
kdvetve. Ehhez 2 ug genomi DNS-t g-TUBE-bal (Covaris) daraboltunk fel, atlagosan 5000 bp-os
fragmensekre. A szekvendlast RSII késziilékkel végeztik egy SMRTCellen, 'P6-C4’ reagenseket
hasznalva.

5.6.1.2 Rovid-read RNS szekvendlds

Alkalmaztuk az lllumina HiScan?’? és MiSeq?>?7® platformokat a PRV, a BoHV-1, az EHV-1 és az ASFV
virusok transzkriptomdnak elemzéséhez. A konyvtarkészités az aldbbiak szerint tortént:

a. lllumina random RNS szekvenalas
i.  PRV: a konyvtarat a ScriptSeq v2 RNA-Seq Library Preparation Kittel készitettlik
(Epicentre), paired-end szekvenalashoz (100 nt x 2), majd lllumina HiScanSQ
platformon szekvenaltuk.
ii. EHV-1: a konyvtarkészitéshez a NEXTflex® Rapid Directional gRNA-Seq Kitet
haszndltuk (PerkinElmer), majd MiSeq késziiléken szekvendltunk (150 nt x 2)
iii. ASFV: a konyvtarkészitéshez a NEXTflex® Rapid Directional gRNA-Seq Kitet
hasznaltuk (PerkinElmer), majd MiSeq késziiléken szekvendltunk (150 nt x 2)
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b. lllumina poliA RNS szekvenalas
i.  PRV: Un. single-end konyvtarat készitettlink, horgonyzott oligo(VN)T20 primerrel
és a ScriptSeq v2 RNA-Seq Library Preparation Kittel, s HiScanSQ-val szekvenaltuk.

c. CAGE szekvenalas

A CAGE Preparation Kit-et (CAGE™ Prep Kit, DNAFORM), illetve a cég altal javasolt protokollt
alkalmaztuk. A CAGE konyvtarakat 1 pg poliA-szelektalt RNS-bdl (KSHV), vagy 10 pg 6ssz RNS-bél
(tobbi virus) készitettik. Az RNS-t és a random RT primert (CAGE™ Prep Kit) 6sszekevertiik, majd
denaturaltuk. Az elsé cDNS szalakat a SuperScript Ill enzimmel (Invitrogen) szintetizaltuk. Az RT
enzim aktivitdsanak és specifikussaganak fokozasa érdekében trehaldz/szorbitol keveréket is
hozzaadtunk (CAGE™ Prep Kit). A reakciét 25°C-on 30 masodpercig, majd 50°C-on 60 percig
inkubaltuk. Az 5'-cap (és a 3'-vég ribdz) diol csoportjait NalOs-tal oxidaltuk, és Biotin (hosszu kar)
hirazint kapcsoltunk hozza. El6sz6r az oxidaciot hajtottuk végre NaOAc (1M, pH 4.5, CAGE™ Prep
Kit) és NalO4 (250mM, CAGE™ Prep Kit) a mintdkhoz valé hozzaadasaval, és 45 percig jégen,
sotétben torténd inkubalassal. Ezt kdvetGen a mintakhoz 40% glicerolt és Tris-HCI-t (1M, pH 8,5,
CAGE™ Prep Kit) adtunk. NaOAc (1M, pH 6,0) és Biotin Hidrazint (10 mM, CAGE™ Prep Kit)
kombinaltuk a mintdkkal, és az oxidalt diol maradvanyokat 23°C-on 2 6ran at biotinilaltuk. Ezutan
az egyszalu RNS-t RNase | (CAGE™ Prep Kit) kezeléssel emésztettiik.

A biotinilalt, capes RNS mintakat a cap-trapping soran a protokollnak megfelelen?® elSkezelt
Streptavidin gyongyokhoz kotottik 37°C-on 30 percig, majd magnesre tettiik. A gyongydket
kétszer Mosépuffer 1-gyel, majd Mosépuffer 2-vel és végil Mosépuffer 3-mal mostuk (mind a
CAGE™ Prep Kit-b6l). Ezutdan a cDNS-eket eludltuk a gyongyokrél a Releasing Buffer
alkalmazasaval, mely szintén a kit komponense. Ezt 95°C-on torténd 5 perces inkubacid kovette,
majd a cap-es RNS-t tartalmazé feltluszéval dolgoztunk tovabb. A tRNS-Streptavidin beadekhez
RNase | puffert (CAGE™ Prep Kit) adtunk, majd ismét magnesre helyeztiik. A cDNS-t tartalmazé
felliluszot jégre helyeztiik, majd a kit RNase keverékével (RNase H és RNase 1) inkubaltuk 37°C-on
15 percre. A potencidlis maradék RNS-t RNase I-gyel emésztettiik.

5.6.1.3 Hosszu-read RNS szekvendlds
a. PacBio transzkriptom szekvenalas RSII és Sequel platformokon

i.  nem amplifikalt/ izoforma szekvenalas (IsoSeq)

A PoliA RNS frakciobol cDNS-t irtunk a SuperScript Double-Stranded cDNA Synthesis Kittel (Life
Technologies); az els6 szal szintézishez azonban a kit sajat enzime helyett a SuperScript Il reverz
transzkriptdzt (Life Technologies) haszndltuk. Az RT reakcidhoz horgonyzott Oligo(dT)20 primert
haszndltunk (Life Technologies). A cDNS-b6l a PacBio DNA Template Prep Kittel (v.2.0), a 'Pacific
Biosciences template preparation and sequencing protocol for Very Low (10 ng) Input 2 kb libraries
with carrier DNA’ protokollja alapjan készitettiink SMRTbell szekvenalé konyvtarakat. Hordozdé
(carrier) DNS-ként a pBR322 klénozd plazmid vektort hasznaltuk (Thermo Scientific). A kész
SMRTbell kényvtarakat a PacBio DNA polymerase binding kittel (XL 1.0; part #100-150-800)
kapcsoltuk a DNS-polimerazhoz és a v2 primerekhez. A polimeraz-templat komplexeket a PacBio
MagBead Binding Kitjével kapcsoltuk magbeadekhez. A szekvendldshoz P5-C3 reagenseket
haszndltunk, 180 perces szekvenalasi id6t (movie length) allitottunk be.
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ii.  amplifikalt IsoSeq

PoliA RNS mintakat hasznaltunk a cDNS irdashoz és a konyvtarkészitéshez kétféle protokollt
alkalmaztunk:

- ’PacBio: Isoform Sequencing (Iso-Seq) using the Clontech SMARTer PCR cDNA Synthesis Kit
and No Size Selection (for the analysis of short transcripts)’

- ’PacBio: Isoform Sequencing (Iso-Seq) using the Clontech SMARTer PCR cDNA Synthesis Kit
and Manual Agarose-gel Size Selection (analysis of long transcripts)’

El6bbit, azaz a méretszelekcio nélkili protokollt a révid (~ < 2kb), utébbit pedig (manudlis
gélizolalassal) a hosszabb transzkriptek analizise érdekében alkalmaztuk. A cDNS irast a SMARTer
PCR cDNA Synthesis Kittel (Clontech) végeztiik. Oligo(dT) primerrel (Clontech kit), illetve adapter-
kapcsolt GC gazdag random primerekkel is szintetizdltunk els6é cDNS szalat (fliggetlen
reakcidkban). A random primereket az Integrated DNA Technologies-szel (IDT) szintetizaltattuk.
Az RT-t és a PCR-t a PacBio konyvtarak esetén minden esetben a Bio Rad DNA Engine Tetrad 2
Thermal Cyclerrel végeztiik.

Méretszelekcid nélkiil: az sscDNS-t PCR-rel amplifikaltuk, (16 ciklus), KAPA HiFi enzimmel (Kapa
Biosystems), majd 500 ng cDNS-b4l készitettilk a SMRTbell kdnyvtarakat a PacBio DNA Template
Prep Kit 2.0-val.

Manudlis méretszelekcid agardz gélbél: KAPA HiFi enzimmel amplifikaltuk a cDNS-t, kétféle PCR
kondiciét alkalmaztunk: 12 PCR ciklus és 1:45 perc extenzid a 2-3 kb-os transzkriptek feldusitasa
érdekében, illetve 15 PCR ciklus és 3 perc extenzié a hosszabbak analiziséhez.

A SMRTbell kényvtarakat a RSIl esetén PacBio DNA/Polymerase Binding Kit P6-tal (P/N 100-356-
300) kapcsoltuk a DNS polimerazhoz és a szekvenald v2 primerekhez, majd ezt a komplexet
MagBeadekhez (PacBio MagBead Binding Kit). A Sequel platformon valé szekvenalashoz a Sequel
Sequencing Kitet és v3 primereket haszndltunk. A PacBio RS Il szekvendlast a DNA Sequencing
Reagent 4.0 (P/N 100-356-200) hasznalataval végeztiik. SMRTCellenként (8Pac v3) egy 240, vagy
360 perces movie-t allitottunk be. A Sequel futtatashoz a Sequel SMRT Cell 1M-t hasznaltuk és 600
perces moviet alkalmaztunk. (movie time: Az SMRTCellbél torténé adatgy(ijtéshez megadott idG.)

b. ONT transzkriptom szekvenalds MinlON és Mk1C készilékekkel

i.  amplifikalt cDNS szekvendlas

Az ‘1D strand switching cDNA by ligation” mddszerrel készitettik az amplifikadlt cDNS konyvtarakat
az ONT Ligation Sequencing kitjével (SQK-LSK108). A poliA RNS frakcidbdl kiindulva horgonyzott
oligo(dT) primerrel ((VN)T20) és SuperScript IV reverz transzkriptdzzal irtuk az elsé cDNS szalat, a
strand switchinget (szalvaltas, visszairas) eldsegitendd, harom O-metil-guanin RNS bazissal 5'
adapter szekvenciat adtunk hozza. Az amplifikaciét Kapa HiFi DNS-polimerazzal (Kapa Biosystems)
végeztik el, a kit primereivel. Az end-repairhez (végek javitasa: az 5' tulnyuld végek feltoltése,
illetve 3' tdlnyuld végek eltdvolitdsa) és az A-tailinghez (adeninek hozzdaddsa) a NEBNext End
repair/dA-tailing Module-jat hasznaltuk, ezt kovet6en adaptert ligadltunk a mintankhoz a NEB
Blunt/TA Ligase Master Mixszel. A mintdkat R9.4 SpotON Flow Cellekre vittlik (loadoltuk). Az ONT
szekvenaldsok esetén minden RT-hez és PCR-hez Veriti Cyclert (Applied Biosystems) hasznaltunk.
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ii.  direkt cDNS (dcDNS) szekvenalas

A konyvtarakat poliA szelektdlt RNS mintakbdl, amplifikdcio nélkil készitettilk az ONT Direct cDNA
Sequencing Kitjével (SQK-DCS109), az ONT leirdsa alapjan. Az RNS-b&l az ONT VN primereivel és a
Maxima H Minus Reverse Transcriptase enzimmel (Thermo Fisher Scientific) irtuk az elsé cDNS
szdlat, a reakcidelegy az ONT Strand-Switching primerét is tartalmazta. Az RNS:cDNS hibridekrdl
az RNS-t RNase Cocktail Enzyme Mix-szel (Thermo Fisher Scientific) emésztettiik le. A masodik
cDNS szal szintézisét LongAmp Taq Master Mix [New England Biolabs (NEB)] hasznalataval
végeztik, valamint az ONT PR2 primerével. Ezt kovet6en az end-repairt és a dA-tailing lépést a
NEBNext End repair/dA-tailing Module (NEB) reagenseket alkalmazva végeztik el. Az adaptereket
a NEB Blunt/TA Ligase Master Mixszel (NEB) ligaltuk a DNS-hez. Az egyes kényvtarakat az ONT
Native Barcoding (12) Kitjével barcodeoltuk (cimkéztiik), majd az ONT R9.4.1 SpotON Flow Celljeire
vittuk fel a mintakat (200 fmol/Flow Cell).

iii.  direkt RNS (dRNS) szekvenalas

Mivel a dRNS szekvenalds konyvtarkészitd kitje (egyelére) nem alkalmas a barcodeoldsra, igy az e
technikaval készitett konyvtarakat nem hasznaltuk a génexpresszié dinamikus elemzéséhez, csak
a 'statikus’ elemzéshez. Ehhez az adott virus esetén a kilonféle id6pontokbdl szarmazd poliA-
szelektalt RNS mintdibdl mixet készitettlink, majd az ONT T10 adaptert tartalmazé oligo(dT)
primerével megirtuk az els6 cDNS szdlat. A mintahoz az ONT RNS CS mixét is belekevertiik, mellyel
a szekvendlas mindségét tudjuk monitorozni, tovabba, hozzaadtuk a puffert (NEBNext Quick
Ligation Reaction Buffer; NEB) és a T4 DNS ligdzt (T4 DNA ligase; NEB) és szobahén (~22°C)
inkubaltuk. Ezt kovetSen hozzdadtuk az els6 szal szintéziséhez szilkséges puffert (5x first-strand
buffer; Invitrogen) és a Dithiothreitolt (DTT; Invitrogen), a dNTP-mixet (NEB) és az UltraPure
nukledzmentes vizet. Végiil a SuperScript Il enzimet (Thermo Fisher Scientific) adtuk a mintahoz,
az RT reakcido 50°C-on 50 percig zajlott. A NEBNext Quick Ligation Reaction Bufferrel és T4 DNA
ligase-zal ligdltuk az ONT RNS adapterét az RNS:cDNS hibridhez. A kész konyvtarakbdl 100 fmol-t
vittlink fel, azaz loadoltunk minden egyes Flow Cellre.

iv.  Cap-szelekcio médositott konyvtarkészitéssel

A TeloPrime Full-Length ¢cDNA Amplification Kitet (Lexogen) hasznaltuk abbdl a célbdl, hogy
feldusitsuk a valdban full-lenght (teljes hosszusagu), 5' cappelt és poliA-s RNS-eket a
konyvtarkészités soran. Ehhez az RT reakcidkat a kit sajat oligo(dT) primereivel inditottuk. (A nem
poliadenilalt RNS-ek azonositasa céljabadl figgetlen mintaként random primereket is hasznaltunk.)
Az 5' cap strukturdra specifikus adaptert ligaltunk a cDNS végére, majd PCR-ral amplifikdltuk a
mintat, a kit sajat Enzyme Mixét és a Second-Strand Mixet alkalmazva. A kit sajat
szilikamembranos oszlopos modszerével tisztitottuk a cDNS-t. A mintdk specificitasanak
ellen6rzését qPCR-ral végeztik el. A gPCR kisérletekhez minden esetben Rotor-Gene 6000
(Corbett), vagy — a kés6bbi projektjeink soran — Rotor-Gene Q késziiléket (Qiagen) és ABsolute
gPCR SYBR Green Mixet haszndltunk (Thermo Fisher Scientific). A teszthez sajat tervezés,
génspecifikus primereket alkalmaztunk, melyet az IDT-t6l rendeltiink. A szekvencidk az adott
publikacidkban elérhet6k. A megfelel6 specificitdsi cDNS-t ezt kovetéen az ONT ’Regular’
protokollja szerint!®> end-repair kezelésnek és adapter ligalasnak vetettik ald, majd az ONT R9.4
SpotON Flow Cell-jein szekvenaltuk.
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v.  Cap-szelekcié Terminator-kezeléssel

Terminator exonukledz (Epicentre/Lucigen) enzimmel kezeltiik az RNS-t annak érdekében, hogy
csokkentsiik az inkomplett 5'-UTR (nem leolvasddd) szakaszokkal rendelkezd transzkriptek
mennyiségét. Az enzim szelektiven degradalja a nem cap-es és nem poliadenilalt RNS-eket. A
kezelést kdvet6en az RNS-bSl ONT amplifikalt cDNS kdnyvtarakat készitettiink.

5.6.1.4 Szintetikus hosszu-read szekvenalds

A LoopSeq™ Transcriptome 3x8-plex Kit-et (Loop Genomics) haszndltuk az SLRS kodnyvtar
elkészitéséhez. A konyvtar egy RNS mixbdl készilt, amely a fert6zés utani 2 és 12 h-s mintdkat
tartalmazta hdrom bioldgiai ismétlésben. PoliA RNS mintabdl indultunk ki. Az els6 szal
szintéziséhez az RNS-hez a kit barcodeolt RT primer mixét (BC RT Mix P) és RT enzimet adtunk. Egy
SPRIselect tisztitast kovetSen (a kit tartalmazza) a mintakat felamplifikaltuk, majd ismét SPRIselect
tisztitas kovetkezett. Ezt kbvetGen Distribution Mixet és Enzimet adtunk a mintdhoz (mindketté a
kit komponense).

A cDNS mintakat 320-szorosan higitottuk, majd a kit reagenseit alkalmazva (Amplification Mix R
és Amplification Additive) felamplifikaltuk a mintat. A PCR termékeket mosast kdvetéen a Loop
Genomics kit enzimeivel (Dustribution Mix és Dustribution Enzyme) kombinaltuk, a cDNS mintak
barcodeok szerinti eloszlatashoz. A barcode aktivdlasat LoopSeq Activation Mix és Activation
Enzyme alkalmazasa tette lehet6vé. A cDNS-t Fragmentation Mixszel fragmentaltuk, majd hével
inaktivaltuk az enzimet. Ezt az end-repair és az A-tailing kovette a Ligation Mix és a Ligation
Enzyme alkalmazasdval. A tisztitott mintakat Index Master Mixszel és Index Primer P6-tal
(szekvencia: GAATTCGT) amplifikaltuk. MiSeq késziilékkel szekvenaltuk a mintdkat (150 bp x2).

5.6.2 Biszulfit konverzid

Az RNS metilacidt, az 5-metil citozin (5mC) pozicidkat biszulfit konverzidval hataroztuk meg. Ehhez
az EZ RNA Methylation Kitet (Zymo Research) hasznaltuk, a kit leirdsanak megfelel6en. Ossz RNS-
bél indultunk ki, ehhez adtuk a kit konverzids reagensét (RNA Conversion Reagent), mely a nem
metildlt citozinokat uracilld alakitja, az inkubdcidé 54°C-on tortént. Ezt kdvetGen oszlopos tisztitast
(Zymo-Spin IC Column) végeztiink a kit RNS-koté pufferét alkalmazva (RNA Binding Buffer), majd
végil etanolos tisztitassal nyertik vissza a tiszta, biszulfit konvertalt RNS-t.

5.6.3 A konyvtarak tisztitasa

Az ONT cDNS és dcDNS, valamint az lllumina kényvtarakat minden enzimatikus 1épést kovet6en
AMPure XP Beads-szel (Beckman Culter) mostuk, mig a PacBio kényvtarakat az AMPure PB Beads-
szel (PacBio). A mintakat minden esetben UltraPure nukledzmentes vizben (Invitrogen) eludltuk.

Az ONT dRNS konyvtarak készitése soran az RNAClean XP Beads-t (Beckman Coulter) hasznaltuk
az enzimatikus lépéseket kdvetGen.

A LoopSeq SLRS konyvtarkészités sordn minden enzimatikus |épést beades mosas kovetett,
melyhez a LoopSeq kit sajat, SPRIselect Cleanup komponensét hasznaltuk.
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5.6.4 A nukleinsavak mingségi és mennyiségi ellenérzése

A fert6zott sejtekbdl izolalt DNS és RNS, illetve a szintetizdlt konyvtarak mennyiségi ellen6rzését
Qubit, Qubit 2.0 és 4.0 késziilékkel (Invitrogen™) végeztiik. Az aldbbi Qubit kiteket hasznaltuk:

- Qubit™ dsDNA HS Assay kit (cDNS konyvtar mennyiségi ellenérzése)

- Qubit™ 1X dsDNA HS Assay kit (cDNS kényvtar mennyiségi ellenGrzése)

- Qubit™ RNA HS Assay kit (poliadenilacio, ribodeplécié utan az RNS mennyiségi ellenérzése)
- Qubit™ RNA BR Assay kit (6ssz RNS mennyiségi ellen6rzése)

A minGségi ellen6rzést az Agilent Technologies 2100 Bioanalyzer késziilékkel, kés6bb a
TapeStation 4150-nel végeztiik, az alabbi reagensekkel:

- BioAnalyzer
o Agilent High Sensitivity DNA Kit
o Agilent RNA 6000 Pico Kit

- TapeStation
o Genomic DNA ScreenTape
o DNA ScreenTape
o High Sensitivity DNA ScreenTape
o High Sensitivity RNA ScreenTape

5.6.5 A konyvtarak méretszelektalasa

A kilonféle LRS technikak mas-mds okok miatt, de kedveznek a bizonyos mérettartomdanyba esé
fragmenseknek, melyek relative felddsulnak a leolvasdsok kozt. Ez egyrészt a kvantitativ
értékeléseknél gond, masrészt bizonyos RNS-ek teljesen kikertilhetnek az LRS ,1at6szogébdl”.
Emiatt, kiilonféle labortechnikai médszereket alkalmaztuk, az alulbecsiilt RNS-ek feldusitasara.

5.6.5.1 Manudlis gélizolalas

Az ONT amplifikdlt cDNS szintézisen alapulé konyvtarkészitése soran, egyes PCR termékeket
UltraPure Agarose (Thermo Fischer Scientific) gélen elvalasztottunk, s az 500 nt-ndal hosszabb
fragmenseket izoldltuk vissza a Zymoclean Large Fragment DNA Recovery Kittel (Zymo Research).
igy a PCR okozta révid fragmensek feldisulasat ki tudtuk kiiszébalni.

5.6.5.2 BluePippin™ méretszelekcio

A BluePippin (Sage Science) rendszer festékmentes, el6re ontott gélkazettdkat hasznal az
agardzbdl kivant DNS fragmentum méret-tartomanyok szétvalasztasara és kinyerésére. Ez
lehet6vé teszi a fragmentum hosszak 90 bp-tél 50 kbp-ig torténé méret szerinti kivalasztasat. A
pulzald mez6s gélelektroforézis programmal képes nagy DNS fragmentumok szétvalasztasara.

A cDNS-t (PacBio konyvtarkészités kozben, az end-repairt és adapter ligalast kovetéen) agardz
gélen futtattuk meg a BluePippin készlilékkel, igy egyrészt a hosszabb readeket ki tudtuk
szelektalni, s frakciondlni tudtuk hossz alapjan a cDNS-eket. Ezt kdvetben az egyes intervallumokba
esd cDNS poolokat az ennek megfelel6, optimalis PacBio konyvtarkészitési modszernek vetettik
ald (pl. a HSV-1 esetén 0.8-2kb-s, 2-3 kb-s, 3-5 kb-s és 5 kb+ -os konyvtdrakat készitettliink és
szekvendltunk meg egymastél fliggetleniil).
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5.7 BIOINFORMATIKA

Az elmult, tobb mint egy évtizedben, amidta szekvendlas-alapu transzkriptomikaval foglalkozunk,
rengeteg programot alkalmaztunk. Ennek oka egyrészt, hogy az Ujabb alkalmazott technoldgiai
modszerek mas adatfeldolgozast igényelnek. Masrészt, az Ujabb, felmeril6 kérdéseknek
megfelel6 programokat kerestiink/irtunk, illetve, nem utols6 sorban, a molekularis
bioldgia/genomika térhéditasa részben a bioinformatika extrém gyors fejl6désének készonhet6,
mi pedig nem csak a laborban, hanem az adatelemzés terén is a legmodernebb megkézelitéseket
valasztottuk. Minden Ujabb projektiink soran a legujabb scripteket, programokat, vagy a korabbiak
Ujabb verzidit alkalmaztuk, tovabba sajat, Un. in-house programcsomagot és scripteket is. A
kovetkez6 szekcidban felsorolasszerlien targyalom ezeket, technikdk szerint kategorizalva, az
alkalmazasuknak megfelel6 id6rendi sorrendben.

5.7.1 Genom 06sszeallitas és annotacio

A PRV Ka genom 8sszeallitdsa* PacBio RSII nyers readek felhasznélasdval tértént, melyet a BLASR
(https://github.com/PacificBiosciences/blasr) és SMRT Analysis
(https://github.com/PacificBiosciences/SMRT-Analysis/wiki/SMRT-Pipe-Reference-Guide-v2.0)
programokkal illesztettiink a referencia genomra. A protein kddoldé gének predikcidjdhoz a
GATU3%? https://4virology.net/virology-ca-tools/gatu/) programot alkalmaztuk.

A PRV MdBio genomot a Ka torzs alapjan allitottuk 6ssze®3?.
A PRV ul544 genom 6sszedllitasa szintén a Ka torzs alapjan toértént?eC,

A PCV-1 Szeged izoldtum genom 6sszedllitdsdhoz'’® referencia genomot hasznéltunk (GenBank
azonositd: NC_001792.2), a PacBio RSIl readek térképezését a SMRT Analysis és a GMAP3®
programokkal végeztiik.

A PERV Szeged torzs®®* A PacBio RSIl readeket a SMRT Analysis és GMAP3% programokkal
illesztettlik a referenciagenomra (GenBank azonositd: AY099323). A tbrzs sejtvonalhoz
alkalmazkodasat is analizaltuk, ehhez 6sszehasonlitasképp egy sertésbél izoldlt PERV torzs
genomjat is felhasznaltuk (GenBank azonositd: EU789636).

A VACV WR toérzs?®* A genomot transzkriptekbdl allitottuk 6ssze, PacBio RSIl és ONT MinlON
szekvenaldst alkalmaztunk ehhez. A PacBio nyers readeket BLASR hosszu-read térképezd
programmal mappeltiik a referencia genomhoz (GenBank azonositd: NC_006998). A megfelel§
illesztés érdekében a GMAP programot is alkalmaztuk. A MinlON leolvasdsokat az Albacore
szoftverrel térképeztik a referencia genomra. Az ORF-eket a Geneious programmal3%*
prediktaltuk.

A SARS-CoV-2 genomot?* a Shasta programmal (https://github.com/paoloshasta/shasta) 3%
allitottuk ©6ssze a 20000 bp-ndl hosszabb readeket felhasznalva. A filogenetikai analizist és a
mutdaciok elemzését a Nextstrain3% (https://nextstrain.org/) programmal végeztiik el a VirStrain3°’
eredményeként kapott genomon (https://github.com/liacherui/VirStrain). A kihivast az
jelentette, hogy megkiilonboztessiik a virdlis gRNS-b4l szarmazd RNS-eket az sgRNS-ektdl. Ehhez
a readeket, melyeket eredendGen az eredeti vuhani genomhoz (NC_145512.2) mappeltiink, Ujra
elemeztiik sajat scriptekkel®, melyhez a tidyverse3%, az RSamtools3'°, a GenomicAlignments3!?,
a tidygenomics3!? és a dplyr3'® programcsomagokat is hasznaltuk.

|
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5.7.2 A transzkriptom analizishez hasznialt legfontosabb programok

Ebben a fejezetben szekvenadlasi technikak szerint lebontva, felsoroldsszerlen ismertetem a viralis
transzkriptomok elemzéséhez alkalmazott bioinformatikai programcsomagokat. Az egyes
programok verzidszamait nem jel6ltem, mindig az aktudlisan elérhet6 legfrisebb verzidkkal
dolgozunk. Az erre vonatkozé adatok a publikaciéinkban megtekinthetdk.

5.7.2.1 PacBio RSIl és Sequel transzkriptom szekvenadlds

a.

b.

PacBio Iso-Seq protokoll SMRT Analysis®'* az alap elemzésekhez, térképezéshez

Biopython3'> Bio.motifs programcsomag a potencidlis polimeraz Il kdtShelyek és poliA
(PA) szignalok azonositasahoz - https://biopython.org/docs/1.76/api/Bio.motifs.html

JASPAR Polll adatbdzis3!® https://jaspar2020.genereg.net/ polimerdz 1l kétShelyek
azonositasdhoz

PolyApred3' https://bio.tools/polyapred - PA szigndlok predikciéjahoz

GPMiner38 https://bio.tools/gpminer - TATA box szekvencidk predikcidjahoz

SMRT Link https://www.pacb.com/support/software-downloads/ - Sequel CCS readek
generalasdhoz

5.7.2.2 ONT transzkriptom szekvendlds

a.

Albacore (ONT) https://nanopypes.readthedocs.io/en/latest/index.html#parallel-
basecalling-with-ont-s-albacore - a leolvasasok bazishivasaihoz

Guppy (ONT) https://timkahlke.github.io/LongRead tutorials/BS G.html - a leolvasasok
bazishivasaihoz

GMAP3%  https://manpages.ubuntu.com/manpages/trusty/manl/gmap.l.html - a
térképezéshez

minimap23%® https://github.com/Ih3/minimap2 - a térképezéshez

ReadStatistics Python script https://github.com/moldovannorbert/seqtools - a statisztikai
elemzésekhez, poliA szigndlok azonositdsahoz

LoRTIA https://github.com/zsolt-balazs/LoRTIA - a TSS-ek, TES-ek és intronok, illetve
maguk a transzkriptek megadllapitasdhoz

metablastr3?° https://github.com/drostlab/metablastr - Annotacidk genomra
illesztéséhez

Liftoff>2! https://github.com/agshumate/Liftoff - Annotacidk genomra illesztéséhez

Samtools3?? http://www.htslib.org/ fajlok dtalakitdsdhoz (sam -> bam)

R programcsomagok a transzkriptek Osszehasonlitdsahoz, a kddold potencidljuk
elemzéséhez, Kozak szekvencidk kalkulaldsdahoz, ORF predikcidhoz, BLAST alapu
Osszehasonlitasokhoz és vizualizaciéhoz

|
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e ORFik3% https://bioconductor.org/packages/release/bioc/html/ORFik.html /
e Gviz®* https://bioconductor.org/packages/release/bioc/html/Gviz.html

lllumina RNA-Seq

FastQC https://github.com/s-andrews/FastQC - readek minGségének ellenérzéséhez

Tophat3?>326 https://ccb.jhu.edu/software/tophat/index.shtml térképezéshez

Cutadapt®?’ https://cutadapt.readthedocs.io/en/stable/ - trimmeléshez

Bowtie23% https://github.com/BenLangmead/bowtie2 - PA-Seq adatok térképezéséhez

HOMER3?® (Heinz 2010) http://homer.ucsd.edu/homer/ngs/analyzeRNA.htm| -
szdlspecifikussag azonositasahoz és PA csucsok detekcidjahoz

Artemis Genome Browser33° https://www.sanger.ac.uk/tool/artemis/ - annotacidhoz

Integrativ Genomics Viewer (IGV)33! https://igv.org/ - annotacidhoz és vizualizacidhoz

5.7.2.4 Illumina CAGE-Seq

a.

5725
a.

b.

fastqc https://www.bioinformatics.babraham.ac.uk/projects/fastqc; readek mindGségi
ellenérzéséhez

TrimGalore https://github.com/FelixKrueger/TrimGalore; leolvasdsok trimmeléséhez

STAR33? 3 eolvasdsok genomhoz vald térképezésére

CAGEfightR333 https://bioconductor.org/packages/release/bioc/html/CAGEfightR.html -
TSS-ek azonositasahoz

lllumina LoopSeq
Loop Genomics Pipeline Software https://analysis.loopgenomics.com/accounts/login/ —
a rovid lllumina leolvasasok hosszu-readekké vald Osszeillesztéséhez

minimap2 a térképezéshez

5.7.2.6 Vizualizacio

a.
b.

C.

SnapGene Viewer https://www.snapgene.com/snapgene-viewer

Artemis?30334 https://www.sanger.ac.uk/tool/artemis/

IGV33! https://www.igv.org/

Geneious https://www.geneious.com/

ggplot tidyverse3® https://ggplot2.tidyverse.org/

Bioconductor3?* https://www.bhioconductor.org/

WebLogo?3° https://weblogo.threeplusone.com/

ComplexHeatmap?33¢
https://bioconductor.org/packages/release/bioc/html/ComplexHeatmap.html
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i. R-—sajat scriptek
- https://github.com/Balays/Rlyeh.
- workflow: https://github.com/Balays/KSHV RNASeq

5.7.2.7 Atranszkript izoformdk funkciondlis elemzése

a. Coding-Potential Assessment Tool**” (CPAT) — https://bio.tools/cpat a kédold potencidl
kiértékeléséhez

b. isoformswitchanalyser33®
https://bioconductor.org/packages/release/bioc/html/IsoformSwitchAnalyzeR.html - az
izoformak doménjei id6beli valtozdsanak analiziséhez

c. SignalP3* szignalpeptidek jelenlétének ellenérzéséhez
IUPred2A3*° — IDR -ek (intrinsically disordered proteins/protein regions, rendezetlen
fehérjék/fehérjeszakaszok) ellenérzéséhez

e. Coding Capacity Assessment Tool - http://lilab.research.bcm.edu/index.php — a kédold
potencial kiértékeléséhez

5.7.3 Statikus transzkriptom analizis

A virusok RNS profilalkotdsa mind a labortechnikai megkdzelitések, mind a bioinformatika
terliletén rengeteget valtozott, fejl6dott az utébbi évtizedben, részben eredményeinknek
kdszonhet6en. Ebben a szekcidban bemutatom a f6 bioinformatikai munkafolyamatot, amelyet
kisebb valtoztatdsokkal a legtobb esetben (pl. a HSV-1 és az AcMNPV transzkriptom annotdlasa
sordn) alkalmaztunk az RNS-ek strukturalis variansainak feltérképezéséhez.

5.7.3.1 Térképezés és adatelemzés

A leolvasasok referenciagenomhoz (2. tablazat) vald térképezését a minimap2 programmal
végeztik az alabbi beallitassal: -ax splice -Y -C5 —cs. Ezt kovetGen a LoRTIA programmal hataroztuk
meg az intronokat, illetve a transzkriptek TSS és TES pozicidit, meghatdroztuk a teljes hosszusagu
readeket. A feltételezett intronokat Ugy definidltuk, hogy az aldbbi konszenzus szekvencidknak
kellett hatarolni: GT/AG, GC/AG, AT/AC. Emellett, csak akkor fogadtuk el a splice helyeket, ha
azokat a dRNS-Seq technika is igazolta.

A leolvasadsokon az 5'-végi adapterek és a poliA farok szekvenciait szintén a LoRTIA programmal
azonositottuk, a Smith-Waterman illesztési pontszamok alapjan. Ha az adapter vagy a poliA
szekvencia az illesztést6l legaldabb harom nukleotiddal (nt) downstream végz&dott, az adaptert
elvetettik, mivel template-switching révén keriilhetett oda.

Térképezéshez haszndlt genomok GenBank-i azonositoi
Virusok és sejtvonalak Azonosito
AcMNPV KM667940.1
ASFV MN715134.1
BoHV-1 JX898220.1

MDBK (BoHV-1 sejt) GCF_002263795.1
CCHFV NC_005300.2
CVB5 AF114383

CV-1 (VACV, MPXV sejt) GCF_015252025.1
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EBV KC207813.1
EHV-1 NC_001491.2
HCMV LT907985.2

HSV-1 X14112.1

IVA CF_001343785.1
KSHV GQ994935.1
MDCK (IVA sejt) GCA_000002285.4
MPXV ON563414.3

OK (BoHV-1 sejt) GCA_002742125.1
PERV KY484771

PRV KJ717942.1

PCV KX816645

RK (EHV-1 sejt) GCF_000003625.3
SARS-CoV-2 MT560672.1

Sf9 (ACMNPV sejt) PRINA380964
T98G (VSIV sejt) GCA_000001405.28
VACV LT966077.1

Vero (HSV-1, ZIKV, WNV, CCHFV, CVBS5, VSIV, | GCA_000409795.2
SARS-CoV-2 sejt)

VSIV NC_001560.1

vzZV NC_001560.1
WNV NC_001563.2

ZIKV NC_012532.1

2. tablazat A readek mappeléséhez haszndlt referenciagenomok GenBank-i azonositoi.

A transzkript jellemz6it, mint az intronok, a TSS-ek és a TES-ek, csak akkor annotaltuk, ha legaldbb
két leolvasasban (ezt az értéket késGbb emeltiik) és a régids lefedettség 0,1%-aban kimutathatok
voltak. Az RNS-degradacié hatdsainak csdkkentése érdekében csak azokat a TSS-eket annotaltuk,
amelyek jelent6s csucsot adtak egy +50 nt hosszu ablakaikban, a Poisson-eloszlas szerint
(Bonferroni korrekcidéval). A kis abundancidju readeket, amelyeket egyetlen kisérletben mutattunk
ki, akkor fogadtuk el transzkriptként, ha mas transzkriptek is hasznaltak ugyanazokat a TSS-eket és
TES-eket. A LoRTIA Transcript Annotator modulja segitségével annotaltuk a Tl-kat. A hosszu, kis
abundanciaju readek 5'-végeit egyenként ellenériztiik az IGV segitségével.

Az RT és a PCR soran keletkez6 potencidlis fals termékekbdl szdrmazd readeket kizartuk az
elemzésbdl. Ezek a template switchingbdl, illetve az oligo(dT) és a PCR primerek nem specifikus
bekot6désébdl szarmazhatnak. Az oligo(dT) primerek az A-gazdag genomi/transzkript régiokba is
bekodthetnek, ezaltal fals readeket generalhatnak.

Egy lehetséges TSS-t vagy TES-t valdsnak fogadtunk el, ha a LORTIA a hosszabb izoformak esetében
legaldbb harom, a rovidebb valtozatok esetében legaldbb 6t fliggetlen mintdban, azonositotta. A
rovidebb izoformdak szigordbb valasztasi kritériumanak oka, hogy ezek az RNS fragmentacid,
toredezettség eredményei is lehetnek. Csak azokat a readeket fogadtuk el transzkriptként,
amelyek tartalmaztak egy fentebb emlitett mdédon annotalt TSS-t és TES-t. A nagyon hosszu
transzkriptek (= 3,000 bp) esetében egy masik szabdlyt alkalmaztunk: egy leolvasast
transzkriptként fogadtunk el, ha hosszabb volt minden annotalt atfedé RNS-nél, még akkor is, ha
nem volt hozzarendelhetd, annotalt TSS-se és alacsony volt a lefedettsége.
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5.7.4 Dinamikus transzkriptom analizis

A transzkriptek kvantitalasat és a virusfert6zés sordn bekovetkezd mennyiségi valtozasait az LRS
modszerek elStt precizen nem lehetett mérni, hiszen mas technikdk nem teszik lehetévé az
egymassal atfed6 transzkriptek elkilonitését.

5.7.4.1 A Pseudorabies virus (PRV) gének kinetikai besoroldsa PacBio RSII-vel

Az elsd, LRS alapu virus génexpresszids tanulmany az altalunk a PacBio RSIl mddszerrel végzett, a
PRV-re vonatkozd elemzés volt’. A mappelt readeket TI-khoz rendeltiik hozza, ha a leolvasas
koordinatai nem haladtdk meg az izoformak 5’ vagy 3’ végét tébb mint 7 nukleotiddal. A readek
irdanyat a poliA-szekvencia alapjan hataroztuk meg. Ha a read toébb mint egy izoformahoz
illeszthet6 volt, akkor a legrévidebbhez rendeltiik. A readszdmot normalizaltuk a mitokondrialis
(mt)DNS-re térképezddd leolvasdasokhoz (A értékek), valamint a PRV genom relativ kdpiaszamahoz
is (An értékek). Minden egyes Tl gyakorisagat (F érték) ugy szamitottuk ki, hogy az adott transzkript
readszdmat elosztottuk a mintaban [évd 6ssz virusread szamdaval. A relativ expresszios értékeket
pedig ugy szamitottuk ki, hogy az egyes transzkriptek F értékeit normalizaltuk az adott transzkript
atlagos F értékeihez (Fx értékek).

Az F, Fx, A, An, A6 és Anb6 értékeket az aldbbi egyenletek szerint szamitottuk ki:

F _ Rctrltl
trlg; = ytriaz §
e Xiler1Reiy
Ftrim
Fxer1,, = 5w '
i=t1 Ftrim
A _ RCtT’ltl
trltl Rcmittl’
Atrl
Angq, = ——5,
1 RpNnay
Atrim
A6tr1t1 = Arrr
Tleh
Nty
_ t1
Anbypq,, = T
trigp

R. a transzkripthez (tr) rendelt readek szama, t egy adott id6pont a fert6zést kévetéen, Remit a
mitokondridlis RNS-ekre esé readek szamat jeldli. Rona @ mért DNS relativ mennyiségét jelenti.

A PRV Tl-kat harom klaszterbe csoportositottuk a relativ expresszids értékei szerint k-means
klaszteranalizissel, Euklideszi tdvolsaggal, a Gene Cluster 3.0 program hasznélataval®*l. Azon
transzkriptek csoportjat, amelyek a fert6zés utani elsé drakban magas relativ expresszids
értékekkel rendelkeztek, korai (E) klaszterbe soroltuk, a késGbbi fertGzési szakaszokban magas
relativ expresszidés értékekkel rendelkez6ket kései (L2) klaszterbe, mig a klasztereken kivili
transzkripteket szivargd-késdi (L1) kategdridba soroltuk.

A transzkriptek A és An értékeinek szamitdsahoz a PRV readeket a mitokondridlis readszammal
normalizdltuk. Ehhez a readeket a Sus scrofa 10.2 MT kromoszdma szekvencidjdhoz térképeztik.
Az alfaherpeszvirusok fert6zése soran bekovetkezd RNS degraddcié szdmos problémat felvetett a
kvantitativ analizis soran, problémat jelentett a megfelel§ referencia RNS kivalasztasa. A qRT-PCR
projektjeinkhez a 28S rRNS-t hasznaltuk e célbdl, ez azonban a PoliA- szelekcidn (is) alapuld LRS
maddszerek esetén nem alkalmazhatd. Egy tanulmany a HSV-1 fert6zte Vero sejtek esetén
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kimutatta, hogy az mtDNS mennyisége csokken a virus ul12.5 génje kdvetkeztében>**, ez a gén

azonban a PRV-bdl hidnyzik.

5.7.4.2 A Vakcinia virus (VACV) gének relativ expresszios szintjeinek meghatdrozdsa PacBio
Sequel és ONT MinlON szekvendlds alapjdn

A VACV transzkriptom dinamikus profilozasahoz kombinaltan alkalmaztuk a PacBio és az ONT
modszereit. A readeket a LORTIA programcsomaggal elemeztiik, s csak a program sz(rgin atjutott
transzkriptekkel dolgoztunk a kalkuldcidk soran. A tovabbi szigoritdsunk az volt, hogy kizardlag a
legaldbb ot fliggetlen, teljes hosszUsagl readdel reprezentdlt transzkripteket hasznaltuk az
analizishez. A posztreplikativ gének a kései fert6zési stddiumokban alulreprezentaltak, extrém
magas TSS szamuk miatt!’. Az adott id8pontbeli normalizalt relativ expresszids értéket (Rt) az
aldbbi képlettel szamoltuk:

-h
Rt = ( ) , ahol n = az adott mintaban az 6sszes Tl-k szdma, C= az adott id6pontban az adott

T C
transzkript leolvasasainak szdma, ésa h = Zﬁ‘zl C pedig az adott transzkript C értékei atlagat adja
ak=1,2,4,6és8 oratekintetében. Az Rt értékeket az Instant Clue statisztikai programmal (GitHub
- _hnolCol/instantclue: Instant Clue - Interactive Data Analysis) hierarchikus klasztereztik, igy
meghataroztuk a transzkript izoforma klaszterek szamat. Az euklideszi metrikat hasznaltuk a sorok
csoportositdsara az adatkeretben, majd ezt kovetSéen k-means hierarchikus klaszterezést
végeztiink. A klaszterek atlagait a BioVinci programmal dbrazoltuk. A VACV proteinek ismert
transzkript izoformdinak funkciondlis analiziséhez az UniProt adatbazis leirdsait hasznaltuk
(https://www.uniprot.org/).

A VACV ORF-ek dinamikus expresszios elemzéséhez az Rt értékeket az alabbi mddositasokkal
kalkulaltuk: minden olyan transzkript Rt értékét, mely az adott ORF-et teljesen atirta, 6sszeadtuk,
kivéve azokat a poligénes transzkripteket, amelyek az adott ORF-et downstream pozicidban
tartalmaztak (utdbbiak ugyanis nem olvasédnak le).

5.7.4.3 A Bovine alphaherpesvirus-1 (BoHV-1) gének expresszios analizise

A virdlis génexpresszid kinetikai elemzéséhez az ONT dcDNS-Seq adatainkat hasznaltuk, s csak
azokat a readeket, melyek a LoRTIA program beallitdsainak megfeleltek, s transzkriptként
annotalta 6ket a program. Ezt kovetben kizartuk azokat a transzkripteket, melyeket kevesebb mint
négy read er8sitett meg, majd a normalizacidt a DESeq23%3 szoftverrel végeztiik el, a "Median
Ration Normalization’ mddositott verzidjat hasznaltuk. A biolégiai parhuzamosok atlag normalizalt
leolvasasai szamait tekintettiik az adott Tl readszamanak.

5.7.4.4 A herpesz szimplex virus-1 (HSV-1) gének expresszios analizise

A transzkripteket a LoRTIA programmal azonositottuk, els6ként a TSS-ek, TES-ek és intronok
analizisével és validalasaval. Az intronokat csak akkor fogadtuk el, ha a Depledge és munkatarsai
altal kozolt3** dRNS-Seq adatszettet felhasznalva is visszaigazoltuk. A dinamikus elemzést a LoRTIA
altal megadott, adott transzkriptre esé readszamokat felhaszndlva végeztik. A TSS és TES
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dinamikat az IGV-vel, mig az egyes transzkripteket dinamikdjat a Geneious programmal
abrazoltuk.

5.7.4.5 A Vesicular stomatitis Indiana virus (VSIV) sejtspecifikus, dinamikus transzkriptom
elemzése

A virus gének expressziés értékeit a Salmon program3* segitségével becsiiltik meg, és az
eredményil kapott értékeket az ImpulseDE-vel*® értékeltiik ki [amely a DESeq2) normalizélasi
maddszerét alkalmazza], hogy elemezziik minden gén kifejez6dése mértékét az id6 figgvényében
(a mintak kozotti génexpresszids kilonbségeket).

5.7.5 RNS mddosulasok analizise

A dRNS szekvenalds sordn adatokat kapunk az RNS-ek kilonféle mddosulasairdl is, amik
detektaldsahoz a nyert fast5 readeket és a Tombo (https://github.com/nanoporetech/tombo)
szoftvert hasznaltuk.

5.7.6 Virusfert6zés a gazdagének expresszidjara gyakorolt hatasanak analizise

A readek gazdagenomra térképezéséhez a minimap2 programot hasznaltuk.

5.7.6.1 BoHV-1 - B. taurus sejtvonal

Kizartuk a mapping quality (MAPQ), azaz a térképezés minGségére vonatkozéo MAPQ = 0 értékeket.
Csak azokkal a readekkel szamoltunk, amelyek megfeleltek a referenciagének exon szerkezetének
(x5 bp ablakkal).

Differencidlis expressziot (DE) kalkuldltunk a mock sejtekhez képest, 0,01-es hamis felfedezési
arany (FDR) kiiszobot alkalmazva. A p-értékeket a Benjamini & Hochberg eljarassal igazitottuk. A
DE gének normalizalt readszamai medianjat az edgeR-b6l exportaltuk. A génexpressziot értékeket
normalizdltuk a maximum expresszids értékekhez, majd klaszter analizissel hasonlitottuk
egymashoz. Az alabbi programokat alkalmaztuk:

a) EdgeR-t3* (DGEList funkcid) - a bioldgiai parhuzamosok csoportositdsahoz

b) R (https://www.r-project.org/), amap_0.8-16 csomag, Kmeans funkcio, Euklideszi tavolsag
szamitas — klaszterezéshez. A Calinski-kritériumok alapjan az optimalis klaszterszam a hat
volt.

c) ggplot2, geom_smooth function — a klaszterek vizualizalasahoz

d) PANTHER3* — overreprezentécids analizishez

e) Gene Ontology (GO) bioldgiai folyamatok és GO molekularis funkcidk annotacids
adatkészleteit hasznaltuk az overreprezentacids elemzéshez

f) Weblogo3 (http://weblogo.threeplusone.com/) — TSS és TES szekvencidk
elemzéséhez/dbrazolasahoz

g) Inkscape (https://inkscape.org/) — abrak készitéséhez

h) IGV — abrak készitéséhez
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5.7.6.2 VACV - C. sabaeus sejtvonal

Kizartuk a mapping quality (MAPQ), azaz a térképezés minGségére vonatkozé MAPQ = 0 értékeket,
Csak azokkal a readekkel szdamoltunk, amelyek megfeleltek a referenciagének exon szerkezetének
(x5 bp ablakkal). A génekre es6 readszdmokat normalizaltuk a gazda genomhoz térképezett
Osszreadekkel, hogy azonositani lehessen azokat az abundans haztartasi géneket, amelyeket nem
befolydsolt a virusfert6zés. A top 16 haztartdsi gén geometriai atlagat szamoltuk ki. A
normalizaldshoz egy <0,2-es varidcios egyitthatét hasznaltunk. A statisztikai elemzés egy
kritériuma volt, hogy a normalizalt 6sszes readcount > 60 legyen a hat id6pontban. A gének
expresszios profiljainak elemzéséhez a normalizalt értékekbdl relativ expresszidt szamoltunk, ahol
a legmagasabb expresszids id6pont értéke 1,0 (100%) volt.

Az alabbi programokat hasznaltuk:

a) R csomag, k-means algoritmus (https://cran.r-project.org/bin/windows/base/old/3.5.0/)
— a klaszterezéshez

b) R csomag, cascade KM algoritmus a Calinski-Harabasz kritériumok3*° alkalmazasdhoz,
amellyel az optimalis klaszterszdmot adtuk meg

c) R csomag, heatmap— a klaszterek abrazolasahoz

d) PANTHER3*® — overreprezentdacids analizishez

e) Gene Ontology (GO) bioldgiai folyamatok és GO molekuldris funkcidok annotacids
adatkészleteit hasznaltuk az overreprezentacios elemzéshez

f) ggplot2 tidyverse3® https://ggplot2.tidyverse.org/reference/ggplot.html - dbrak
készitéséhez

g) ComplexHeatmap (https://iokergoo.github.io/ComplexHeatmap-reference/book/) -
abrak készitéséhez

h) Inkscape - abrak készitéséhez

5.8 KVANTITATIV REAL-TIME PCR

Kvantitativ RT-PCR technikat (gRT-PCR) alkalmaztunk a mutans virusok esetében a mutaciok
globalis expresszidra gyakorolt hatasanak elemzéséhez, valamint az LRS technikaval azonositott Uj
transzkriptek validalasdra és az Uj RNS-ek kinetikai kategoridinak megerdsitésére. Ezenkivil e
technikaval is mértik a gazdagének virusfert6zés altal okozott expresszidbeli valtozasait.

Az RT reakciét 70 ng 6ssz RNS mintabdl, Superscript Il enzimmel (Life Technologies) és
génspecifikus primerekkel végeztiilk. A primereket az IDT-t6l rendeltiik, a szekvenciak az adott
publikacidkban megtalalhatok. A gRT-PCR reakciokhoz Absolute QPCR SYBR Green Mix-et (Thermo
Scientific) hasznaltunk, mig 28S riboszomalis (r)RNS-t hasznaltuk referencia génként.

Az amplifikdciés gorbét a gqPCR késziilék programjaval Rotor-Gene Q software version 2.3.5
(Qiagen) (https://www.giagen.com/ie/resources/resourcedetail?id=9d8bda8e-1fd7-4519-a1ff-
b60bba526b57&lang=en) készitettiik. A program Comparative Quantitation modulja kalkulalta az
amplifikacié hatékonysagot (Efficiency, E) is, valamint a kiiszébfluoreszcencia (Cycling threshold,
Ct) értékeket is ez a szoftver allitotta be.

A relativ expressziés aranyokat (R) egy korabbi tanulmanyunknak megfelel6en?, a kévetkezd
képlettel szamitottuk ki (a parhuzamosok atlagara vonatkozdan):

|
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Ct Ct
(Esampleﬁh) e . (Eref6h) e

R= :
( E )Ctsample ( Eref )Ctref

sample

A’sample’ (minta) a vizsgalt virus RNS-re, a ‘ref pedig a 28S rRNS-re (belsé kontroll) vonatkozik. A
kinetikai kategorizalasndl a fert6zést koveté 6 h-s mintat vettik a legtdbb esetben maximum
értékként egy korabbi publikacionk alapjan.

Az mRNS szint ‘'nettd novekedését’ (Ra) és a ’valtozas mértékét’ (R,) az aldbbiak szerint szamoltuk:

Ra= R(t+1)'Rt
Ra= R(t+1)/Rt

A kiGtott gén dltal kodolt fehérje a virusgének expresszidjara gyakorolt hatdsat az R, érték
szamitasaval hatdroztuk meg, mely a mutdns és a wt virus R értékei kozti ardnyt jelenti:

Rr = RgénA/ R,
ahol az Rgéna és az Rut az adott gén, adott idSpontjaban mért R értéke a mutdns virusban és a wt-
ban. Az E, E/L és L gének atlagos R: értékeit is kalkulaltuk:
E — ﬁgénA _
" Ry

Pearson-féle korrelaciot alkalmaztunk a génexpresszié dinamikaja vizsgalatdhoz?:

n

_Z(Xi _Y)(Yi _?)

=l

(n-1)S,S,

Tovabba, un. Rx értékkel is szamoltunk, ahol normalizacios faktorként az adott mintaban az 6ssz
vizsgalt transzkript (other) atlagos expresszios értékét vettiik. A ’‘sample’ pedig az adott
transzkriptre utald értékeket jelenti. A mddszer egy kordbban leirt metddust vesz alapul®®°,
azonban a Ct értékek mellett mi a hatékonysdagot is figyelembe vettiik.

E Ctsample
sample

R, = mle
E Ctolher

other

5.9 NORTHERN BLOT

5.9.1 Hagyomanyos Northern blot

A Northern blot kisérleteket Ausubel és mtsai.3>! altal leirtak szerint hajtottuk végre a kdvetkezé
maodon: virusfert6zott és nem fert6zott sejtekbdl izoldlt RNS-t 1%-os formaldehid-agaréz gélben
valasztottuk el, majd kapillaris blotting modszerrel vittiik at pozitivan t6ltétt nylon membranra,
UV keresztkapcsoldssal. A probakat amplifikdltuk, majd radioaktiv jeloléssel lattuk el. A teljes
éjszakan at tartdé [overnight (ON)] hibridizaciét 42°C-on végeztik hibridizaciés oldatban. A
hibridizacié utan a filtereket mostuk.

|
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5.9.2 Mikro RNS (miRNS) Northern blot

Két kiilonb6zé PCR prébat hasznaltunk. A forward primert T7 prométer szekvencidval, a reverz
primert pedig SP6 promdter szekvencidval kapcsoltuk 6ssze. A mintakat denaturald (8M ureat
tartalmazd) 12%-os poliakrilamid gélekben frakciondaltuk, majd kapillaris mddszerrel membranra
vittlk at és UV keresztkapcsoldssal rogzitettik. A hibridizaciét 37 °C-on végeztiik. Az [a-32P]JUTP-
vel jel6lt RNS prébat haszndltunk a hibridizaciohoz. A membranokat kétszer 10 percig mostuk.

A Northern blot kisérletekhez hasznalt reagensek
Alkalmazott Pontos Osszetétel, ill. alkalmazott kit (cég)
anyagok Tradicionalis miRNS
Nylon membran o Hybond-N (Amersham) Nytran N (Schleicher & Schuell
o Nytran N (Schleicher & Schuell BioScience)
BioScience)
Radioaktiv jelold Decalabel DNA Labeling Kit
kit (Thermo Scientific)
Radioaktiv jel a-32P dCTP | o-32pJUTP
PCR AccuPrime GC-Rich DNS polimeraz
(Life Technologies)
ON hibridizacids . 0,1% SDS, 5x Denhardt-oldat, 30% J 50% formamid, 0,5% SDS,
oldat dezionizalt formamid, 5 mM EDTA, 0,9 5x SSPE, 5x Denhardt-oldat és 20
M NaCl, 50 mM Na2HPO4, 100 ug/m| pg/ml fragmentilt, denaturalt
fragmentalt hering sperma DNS, a-32P lazac sperma DNS
jelolt préba
o 0,5% SDS, 5x SSPE, 5x Denhardt-
oldat és 20 pg/ml fragmentalt
denaturalt lazac sperma DNS
Oldat a filter e 0,2xSSC, 0,1% SDS, 65°C (3x) e 2xSSC, 0,1% SDS (10 perc, 2x)
mosashoz e SSC0,1% SDS 68 °C (10 perc), 0,5x
SSC, 0,1% SDS (10 perc), 0,1x SSC
0,1% SDS (10 percig)
Elemzés Typhoon™ FLA 9000 képalkotd és ImageQuant 5.0 szoftver

3. tabldzat A Northern blot kisérletek soran haszndlt anyagok. A potencidlisan kédolo (mRNS), a hosszu-nem kédold (Inc)
RNS és a miRNS kimutatdsra eltérd kiteket és anyagdsszetételt alkalmaztunk, illetve évek sordn is valtoztattunk ezen, igy t6bb
verziot is feltiintettem.

5.10 MIKROSZKOPOS TECHNIKAK

A virusfert6zéshez hasznalt sejtek allapotanak ellen6rzéséhez Telaval (Carl Zeiss Jena) inverz
fénymikroszképot hasznaltunk.

A z0ld fluoreszcens proteint (GFP) expresszald mutdns PRV-k szelekciéjdhoz az Olympus IX71
inverz fluoreszcens mikroszkdpot hasznaltuk.

|
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5.11 GENTECHNOLOGIAI MEGKOZELITESEK

5.11.1 Mutans virusok el6allitasa

Kilénféle, a virus transzkripcidjat szabalyozdé (ep0, us1), vagy egyéb kulcsfontossagu szereppel bird
(tobbek kozott az ul54, ul41, ul23, us7, us8) géneket homoldg rekombinacidval kittottlink annak
érdekében, hogy e gének a virdlis életciklusra, az 6sszgenom-szintli génexpresszidra gyakorolt
hatasardl, funkcidjukrdl képet kapjunk. Ezekkel a knock-out (KO) virusokkal a vad tipusu (wt)
torzshoz hasonldan idGzitéses fert6zést végeztiink, majd a génexpresszid valtozasait vizsgdltuk
egyrészt a virusfert6zés egyes id6pontjaiban, mdsrészt a wt virushoz viszonyitva. Kordbbi
projektjeink sordn a qRT-PCR-o0s megkézelitést alkalmaztuk, e disszertaciéban az ul41%8!, az ep0?’®
és az ul54%% géndeletalt virusokkal kapcsolatos eredményeinket foglalom dssze.

5.11.1.1 PRV ul41A

A Xhol DNS fragmens az egész ul41 gént tartalmazza. A gén a VHS fehérjét kddolja. Ezt a fragments
a pRL494 vektor Sall helyére épitettik be. E DNS szegmens egyedi Nrul hasité helyét EcoRl linkerrel
helyettesitettiik, mely igy egy kereteltolédasos (frameshift) mutacidét eredményezett az ul41
génben (pUL41-RI konstrukt). Kovetkezének egy EcoRl linkerekkel koriilvett lacZ expresszids
kazettat (mely a HCMV IE1 promoterét, lacZ gént és SV40 poliA szignalt, valamint terminacios
szekvencidkat tartalmaz) Gltettiink a pUL41-RI EcoRI helyére, s ezt a targeting vektort hasznaltuk
a transzfekcid soran a tisztitott PRV Ka DNS-sel egyiitt. A mutans virusokat a kék plakk fenotipus
alapjan szelektdltuk, szamos plakktisztitasi |épés soran. Ezt kdvetGen a lacZ expresszids kazettat
kivettiik a mutans PRV-bdl a Boldogkdi és munkatarsai altal leirtaknak megfelel6en3*2. A lacz-
tartalmu virus DNS-t EcoRI-gyel hasitottuk, majd ligdltuk és kotranszfektaltuk. A lacZ gén kazetta
hidnyos mutdns virusokat fehér plakk fenotipus alapjan szelektdltuk. A mutaciét az EcoRI
fragmenst tartalmazé PCR fragmens szekvendldsaval validaltuk. A VHSA virus terjedési
tulajdonsagai (lassabb) egérmodellen voltak tesztelve, az erre vonatkozd adatokat egy korabbi
munkankban mutattuk be?.

5.11.1.2 PRV ep0A

A muténs virust Boldogkdi és munkatdrsai3>? altal kordbban publikalt metédus szerint készitettiik.
Roviden, az aldbbiak szerint: a PRV genom Kpnl-F fragmensét beklénoztuk a pRL425 plazmid Kpnl
helyére3>*. Az eredményiil kapott rekombindns plazmidot hasznaltuk a BamHI-14 DNS fragmens
eltdvolitasdra, amely majdnem az egész ep0 gént tartalmazta, ezt kovetGen pedig egy lacZ
génexpresszids kazettat beillesztettliik az eltavolitott gén helyére. Ezt a "targeting’ plazmidot
hasznaltuk az ep0 gén PRV genombdl valé deletdldsara, homoldég rekombinaciéon alapuld
technikdaval. A mutdns virusokat a kék plakk fenotipus alapjan valasztottuk ki tobbszori plakk
tisztitdsi |épéseken keresztil. A mutdcio jelenlétét Southern blot és PCR technikdkkal ellendriztiik.
Annak megerGsitésére, hogy az eltavolitott gén egyediil felelGs a virus megvaltozott fenotipusaért,
a mutdciét kijavitottuk és ezt a revertanst hasznaltuk kontrollként, a novekedési tulajdonsagait
elemeztik.
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5.11.1.3 PRV ul54A

A teljes ul54 gént tartalmazé BamHI fragmenst agardz gélben izoldltuk, majd a pRL525 plazmidba
klonoztuk3>4. Az ennek eredményeként sziiletett rekombinans plazmidot hasznaltuk templatként
amplifikacidjahoz. Az egyedi EcoRI helyet az ul54 génbe inszertaltuk, egy 1017 bp-os helyre (2901
€s 3919 bp kozott) a PCR soran. Ezt kdvetSen az EcoRl helyekkel koriilvett, GFP-t kifejez6 kazettat
(PEGFP-N1 vector, Clontech) inszertaltuk a targeting szekvencia EcoRl helyeire. Az eredményként
kapott rekombinans plazmidot hasznaltuk, mint transzfer konstrukt a génkilitott (KO, vagy ul544A)
virus elGallitasahoz. A linearizalt targeting plazmidot a vad tipusu Ka torzsbél izolalt DNS-sel egyitt
transzkfektdltuk a PK-15 sejtekbe. A rekombinans virus homoldg rekombindciéval késziilt, majd
inverz fluoreszcens mikroszkdppal elemeztiik és a fluoreszcencia alapjan izolaltuk a rekombinans
virusokat. Az els6 izoldtumot plakk-tisztitottuk, s ezt addig ismételtiik, mig az esetleges
kontamindcid (vad virustorzs) el nem tint.

5.12 ENGEDELYEK
PRV: NEBIH (02.1/774//1/2014)

A tovabbi virusokkal valé munkat a kollaboracids partnerek laborjaiban végeztiik, az engedélyeket
amennyiben szlikséges volt, a publikacidkban feltlintettik.

|
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6 EREDMENYEK

Ebben a munkdban bemutatom a hosszu read-szekvenaldsi technoldgidk potencialjat a virus
transzkriptomok elemzésében a csapatunk altal tanulmanyozott virusokon keresztiil. A virdlis
transzkriptomokat felhasznalva szemléltetem a harmadik generacids szekvenalasi technoldgiaban
rejlé lehet6ségeket virus RNS-ek izoformai sokféleségének feltdrasdra, a transzkriptom szerkezeti
Osszehasonlitasara. A PRV, EHV-1, BoHV-1, VACV és VSIV esetében a virus génexpresszid
elemzésében vald alkalmazhatésdgukat fogom hangsulyozni, mig az AcMNPV kapcsdn az RNS-
modositasok detektdldsdnak képességére koncentrdlok. Bar ezek lesznek a konvergencia
pontjaim, az izoformak detektdldsat és annotdldsat vizsgald fejezetben, a szemléltetés kedvéért,
tovabbi virusokkal kapcsolatos tanulmanyaik egyes részeit is felhaszndlom. Bemutatom, hogy a
viralis transzkriptom komplexitds az egészen pici cirkovirusokra (PCV), illetve az RNS genomu
virusok egy-egy képvisel6jére (VSIV, PERV) is igaz. Bemutatom, hogy az LRS mddszerek miképpen
alkalmazhatéak a virusok kinetikai osztalyainak, illetve génexpressziés dinamikdjuknak a
meghatarozasara (PRV, BoHV-1, HSV-1, EHV-1, VACV, VSIV).

Tovabbi példakon keresztil illusztralom, hogy az altalunk feltart, a virdlis transzkriptomra jellemzé
komplexitas bar altaldnos érvényl az 6sszes virusra, melyet az elmult évtizedben elemeztiink, a
kiilonféle jellegzetességek jobban, vagy kevésbé hangsulyosak egyes viruscsoportok esetén.

Betekintést nyujtok a kiilonféle virusok, gazdasejtek expresszidjara gyakorolt hatdsaval
kapcsolatos eredményeinkrdl, valamint az altalunk leirt legfontosabb viruscsaldd, a replikacié
asszocialt (ra)RNS-ek tipusairdl a herpeszvirusok kozt, illetve potencialis funkciojukrol.

6.1 TECHNOLOGIAI UJITASOK: ,,WETLAB”, BIOINFORMATIKA

Amellett, hogy elsGként vezettiilk be az LRS mddszert a virdlis transzkriptomok vizsgalatara, a
kutatdsaink soran felmerlil6 problémakra Qjitdsokat kellett foganatositanunk, egyedi
megolddsokat kellett kidolgoznunk mind a laboratériumi munkafolyamatok, mind pedig a
bioinformatika teriletén.

6.1.1 Uj technoldgiai megkozelitések

Els6ként vezettilk be a PacBio-t és az ONT-t is a virus transzkriptom kutatdsba. Mindkét cég
mindegyik mddszere okoz valamilyen problémat, ezért kombinalt megkozelitéseket alkalmaztunk,
valamint szdmos kiegészité technikat: LRS [amplifikdlt és nem amplifikdlt (Un. direkt cDNS)
szekvenalds, direkt (d)RNS szekvendlas], SRS, CAGE-Seq, cap-szelekcid, Terminator kezelés, mas,
fliggetlen adatszettek alkalmazasa.

6.1.1.1 Transzkript annotdlds
- Transzkripcios start helyek (TSS) megallapitdsa
- Transzkripcios vég helyek (TES) azonositasa
- Splice helyek, intronok megallapitasa
- RNS molekuldk annotalasa

Az aldbbi, az annotalds soran felmerilé problémakat laboratoriumi médszerekkel oldottuk meg:
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Az ONT dRNS szekvenalds a readek 5' végét nem hatdrozza meg, melynek okai pl: a
motorfehérje ledllasa, idegen fesziiltségcsucsok, elakadt porusok feloldasa3>®

e megoldas: cDNS szekvenalas
A PacBio Iso-Seq mddszere nem tudja meghatdrozni az 5' végek kémiai természetét
(cappelt-e, 5'-monofoszfat, vagy 5' hidroxil csoportot tartalmaz), mivel a template
switching akkor torténik meg a konyvtarkészités soran, amikor reverz transzkriptdz eléri az
RNS molekula 5’ végét3>5-35°, Ugyanez igaz az ONT cDNS szekvendldsi mddszereire is.

e megoldas: szelekcid a cap-es, azaz intakt mRNS-ekre (Terminator kezelés,

cap-szelekcid a konyvtarkészités sordn és CAGE-Seq)

Az RT és a PCR bizonyos gyakorisaggal fals intronokat generalnak

e megoldas: ONT dRNS szekvenalas
Az ONT és a PacBio RNS szekvenalasra alkalmas konyvtarkészité kitjei mind oligo(dT)
primer alkalmazdsdval mikoddnek, tehat az els6 lépés, az RT szilir a poliA farokkal
rendelkez6 RNS-ekre. gy egyrészt elveszitjiik a hosszd, nem poliadenildlt nem-kédolé
(nc)RNS-eket, illetve nem kapunk meg 5' végeket valds gyakorisaggal.

e megoldas: random primerek alkalmazasa az RT-hez

Az optimalis, ha minden létez6 mddszert kombinaltan alkalmazunk.

6.1.1.2 Dinamikus transzkriptom vizsgdlata

A gének expresszids dinamikajanak, kinetikdjanak meghatdrozdsahoz alapvetd, hogy a kilonféle
transzkriptek mennyiségileg 0Osszehasonlithaték legyenek, azonban az 0Osszes technika okoz
valamilyen elhajlast (biast) az eltéré hosszusagu transzkriptek tekintetében.

Az alabbi problémakkal szembesiiltiink

a)

b)

Szekvenalasi bias: mind a PacBio, mind az ONT médszerre jellemzd, hogy un. ,fragment
length bias”-t okoznak, azaz az eltéré hosszusdgu DNS (vagy RNS) szdlakat eltéré
valdszinliséggel szekvenadljdk meg. Ennek oka, hogy a hosszabb nukleinsavak kisebb
valészinliséggel keriilnek be egy-egy ZMW-be, illetve nanopdrusba. Itt a valéban hosszu,
tobb kbp-os leolvasasok alulreprezentacidja jelenti a problémat. Ez a probléma a genom
szekvenalas esetén kevésbé jelentfs (bar ez esetben is a minél hosszabb leolvasasok az
optimalisak az illesztések megkdnnyitése érdekében), ahol egyrészt nem cél az egyes
leolvasasok kvantitalasa, masrészt kilonféle moddszerekkel (pl. g-TUBE alkalmazasa) a
fragmensek mérete egységesithetd. A génexpresszids vizsgdlatok esetén azonban egyrészt
alapvet6 jelent&ségli a mennyiségi elemzés, masrészt a hosszu transzkriptek esetleges, a
technikai hiba miatti elvesztése fals eredményekhez vezethet.
e megoldas: gélbdl izoldlds manudlisan, vagy SAGE és BluePippin késziilékkel,
eltéré konyvtarkészitési protokoll a PacBio szekvenalaskor, melyekkel még
a szekvenalast megel6z6en fel tudtuk dusitani a hosszu transzkripteket
Mintafelviteli bias: a PacBio szekvendlaskor az Un. MagBead-es mintafelvitel (loading) nem
kedvez a ~ 800 bp-nal révidebb fragmenseknek, ezek kimosddnak (eliminalodnak) a
mintabol.
o megoldas: ONT dcDNS moddszer alkalmazasa, mely a 200-800 bp-os
mérettartomanyba esd atiratok azonositdsahoz optimalisabb?3.
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c) PCR bias: a PCR okozta mennyiségi eltérés a kiilonboz6 fragmens hosszak koézott: adott
kondicidk mellett a PCR soran a rovidebb fragmensek szelektive jobban feldusulnak
e megoldas: eltér6 ideig tartd annealing és eltér6 ciklusszam
alkalmazasa3¢°3%!, vagy nem amplifikalt IsoSeq a PacBio esetén,
e dcDNS szekvendlds az ONT esetén

6.1.2 Bioinformatika

A szekvendlds/adatelemzés soran szamos olyan probléma is felmeriilt, melyek bioinformatikai
megoldast igényeltek. Egyrészt, amikor elkezdtiink LRS transzkriptomikdaval dolgozni, egyaltalan
nem volt olyan program, mely a transzkriptek annotaldsara alkalmas lett volna. Emiatt sajat
feldolgozasi metddusokat kellett kidolgozzunk, mely kezdetben a meglév6 programok kombinalt
alkalmazasat jelentette, majd a csoportunk munkatarsai irtak megfelel6 scripteket és
programcsomagokat. A LoRTIA programcsomag3%? az, amely a potencialis, a template switchingbél
szarmazé fals, alternativ TES-eket és intronokat kisz(iriZ.

6.1.3 Génkilitott virusok transzkriptomanak analizise RT?-PCR-rel

Kidolgoztunk egy sajat matematikai megkdzelitést (lasd. 5.8. fejezet), mellyel a virusgének
expresszidja kvantitdlhatd és a fert6zés kilonb6z6 id6pontjaiban mért adatok egymassal
Osszehasonlithatdk.

6.2 VIRUS GENOMOK ANNOTALASA: DNS ES RNS SZEKVENCIAKBOL

Az RNS molekuldk azonositashoz sziikség van referencia genomokra. Erdemes azt a tdrzset
haszndlni a térképezéshez, aminek a transzkriptomaval dolgozunk. Mi a PacBio platformot
haszndltuk a PRV genom vad tipusti Kaplan (Ka) torzsének szekvenaldsara, s igy els6ként
szekvenaltunk meg e mddszerrel eukaridta virus genomot* (GenBank: KJ717942.1). A Ka torzs
mellett egy altalunk generdlt géndeletdlt torzset?®0, illetve egy szintén altalunk, Gjonnan izolalt
PRV-t*3!, valamint a PCV-1178 genomot is megszekvenaltunk. A PERV?* és a VACV?%> genomot pedig
a transzkriptek PacBio RSIl, Sequel és ONT szekvendlasbdl nyert adataibdl allitottuk Ossze.
Tovabba, a SARS-CoV-2 izolatum genom szekvenciajat is meghataroztuk (elsé magyar SARS-CoV-2
teljes genom szekvencia) a long-read RNS-Seq eredményezte leolvasdsokbol??.

6.2.1 Pseudorabies virus (PRV)

6.2.1.1 PRV Kaplan torzs

A PRV eredeti genomszekvencidja hat virustérzsb§1°62 elGallitott mix volt, amelyet a hagyomanyos
Sanger-mddszerrel hatdroztak meg (Becker, Indiana-. Funkhauser, Ka, NIA-3, Rice, and TNL). APRV
Ka toérzs és mas torzsek teljes genomjat Sanger kapillaris szekvendalds®®* és lllumina, nagy
lefedettséget biztositd “deep” szekvendldsi?®365366 segitségével hatdroztak meg. A PacBio
technika nagy el6nye, hogy a hosszu leolvasasok révén a genomokat de novo is rendkivil konnyU
Osszeallitani, illetve a magas G+C tartalmu, ripitekben gazdag genomok is pontosan
meghatarozhatok. A PRV kdzel 74%-os G+C tartalmu, ismétl6désekben gazdag duplaszald (ds)DNS
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virus (~143 kbp), ezért nehéz szekvenalni akar a Sanger, akdr a masodik generacids révid leolvasési
technikakkal.

A PRV Ka szekvenalas eredményeként extrém nagy lefedettséget (1200x) kaptunk, melyet a nyert
78111 ROI eredményezett. Az igy Osszedllitott virdlis dsDNS genomot 143423 bp alkotja, a G+C
tartalom 73,59%. Hetven protein kédold, két latencia-asszocidlt gént annotdltunk, tovabba 16
miRNS-t prediktaltunk®.

6.2.1.2 PRV MdBio torzs

A genomot RSl szekvenatorral hataroztuk meg, mely 6sszesen 4450 kivalé minGségli ROl readet
eredményezett. Ez 6sszességében atlagosan 70x lefedettséget biztositott a teljes genomon. Az
Osszeadllitott virusgenom 142922 bp-os, 73,56%-os G+C tartalmu dsDNS. Két hosszabb
inszercids/delécids variacidt, valamint két C-T tranziciot azonositottunk3!. Szdmos PRV térzzsel
Osszevetve, ugy taldltuk, hogy az altalunk izoldlt MdBio torzs a Kindban izoldlt Ea torzstdl
(GenBank: KU315430) all filogenetikailag a legtavolabb, mig a Ka torzsh6z a legkdzelebb (12. dbra).

100 KU3154301 Ea
w1 KM189913.1 Fa
JF7972191  Becker
KJ7179421  Kaplan
LT9341251 MdBio

— KT983811.1  Kolchis
100 ———KT983810.1  Hercules

100

12. dbra Evolucios térzsfa3l. Az dltalunk izoldlt MdBio térzs, a szintén dltalunk megszekvendlt Ka labortérzs, valamint 6t
tovabbi PRV térzs (Ea, Fa, Becker, Kolchis, Hercules) teljes genomszekvencidit felhaszndlva végeztiik az evolicios elemzést a
maximum likelihood (legnagyobb valdszinliség) mddszerrel. Az abrdn a nevek mellett a GenBank azonositok szerepelnek.

6.2.1.3 PRV ul544

A delécio jelenlétét PacBio szekvenalassal igazoltuk (13. abra). A wt virussal valo 6sszehasonlitas
kimutatta a tervezett delécidt, s mindOsszesen ez az egy eltérés mutatkozott a két virustorzs
szekvencidja kozott.

\\ //
~ -~
~
~ ~
~ ~
S -
\\ //
> ~
WE (= === ul53
1880 bp
2800 bp 3000 bp 3200 bp 3400 bp 3600 bp 3800 bp 4000 bp
! DT ., - - -
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13. dbra Az ul54 deléciés mutdns PRV genomi régioja3°. Az dbra felsé blokkja az érintett delécios génszakaszt sematikusan
dbrdzolja, mig lent a PacBio readek IGV vizualizdcidja ldthato.

|
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6.2.2 Porcine circovirus 1 (PCV-1)

A PCV-1 szekvenalds eredményeként atlagosan 1170 nukleotid (nt) hosszusagu ROI readeket
kaptunk'’®, melyek atlagosan 48,37x-es (42-57x) lefedettséget eredményeztek a referencia
genomon. Az altalunk meghatdrozott PCV-1 torzs cirkularis, ssDNS genomja 1759 bp, az atlagos
G+C tartalma 48,44%, s mindosszesen két fehérje kdédolé gént tartalmaz. A referencia
szekvenciadtdl kilenc pontmutdcidban, egy inszercids mutdcidoban tér el. Az NCBI nukleotid
adatbazisban elérhet6 DNS szekvenciakkal valé 6sszehasonlitas a sejtkultirdahoz és az alkalmazott
kondicidkhoz vald genetikai alkalmazkodasra utal, mivel a nem konzervativ valtozdsok ardnya a
csendes mutacidkhoz viszonyitva viszonylag magas (KN/KS = 1,89). Ezenkivill heterogenitast
azonositottunk harom genomi lokdcidéban: a 67. pozicidonal a C-G szubsztitlcié (arany: 33%); az
1105. poziciéndl C-T csere (ardny: 43%), mig az 1503. pozicidnal szintén C-T csere (arany: 32%).

6.2.3 Porcine Endogenous Retrovirus (PERV)

A szekvenalds eredményeként 17544 ROI readet kaptunk, mely 3238x-es atlagos lefedettséget
jelentett a teljes genomon. A ROI-k atlag hossza 1555 nt. A PERV Szeged torzsének genomja 8673
bp hosszu és harom fehérjekddolé gént tartalmaz. G+C tartalma 49,3%. A sertésbdl izolalt torzshoz
képest 323 pontmutaciot azonositottunk, az AT-GC mutdcidk szama (179 pozicid) a forditott, GC-
AT cserékhez képest (110 pozicid) 1,62x magasabb. A polimorfizmus analizise soran megfigyeltik,
hogy az env gén koril van a legvaltozatosabb régid (165 eltérd nukleotid), mig a gag-pol gén 46
valtozo nukleotidot tartalmaz?.

6.2.4 Vaccinia virus (VACV)

A VACV WR torzse esetén a PacBio amplifikalt cDNS szekvenalds mddszerét a transzkriptom
analizisre alkalmaztuk?®>. Az elemzés sordn megfigyeltiik, hogy a genom teljes egészében az elsétél
az utolsé nukleotidig transzkripcionalisan aktiv. A nagy lefedettség és a PacBio CCS szekvencidk
(ROI) adta precizitds lehetévé tette, hogy dsszeadllitsuk a teljes VACV genomot?®>; az elemzésbe az
ONT MinION adatokat is bevontuk. Osszesen 59154 PacBio és 16175 ONT readet térképeztiink.
Mindkét szekvenadlads eredményezte readek a teljes virusgenomot lefedik. A PacBio 289,3x-es, mig
a nanoporusos megkozelités 43,6x-es lefedettséget, el6bbi 953 bp-os, mig utébbi 525 bp-os
atlagos read hosszt adott. Az altalunk megszekvendlt WR torzs 194888 bp, 33,3%-os G+C
tartalommal. A dsDNS genom 218 protein-kédolé gént tartalmaz. A GenBank referencia
szekvencidhoz képest 163 pontmutaciot azonositottunk, melyek kéziil 58 funkcionalis (nonsilent)
mutacid. Tizennyolc inszercidt és négy delécidt is detektdltunk. A pontmutdciok kozil a C-T csere
a leggyakoribb. A legtobb aminosav cserét a C9L génben azonositottuk. Egy Uj (potencidlisan)
kodold gént (A54L) annotaltunk. A nukleinsav-valtozasok tobbsége (0sszesen 21 esemény) a
virusgenom ugynevezett F régidjaban csoportosul. A mutacidk féként olyan virusgénekben
torténtek, amelyek szerepet jatszanak a gazda védekezésének modulaldasaban, a transzkripcio
szabalyozasaban és a virus replikacidjaban.

6.2.5 SARS-CoV-2

A SARS-CoV-2 RNS genomu virus, igy az izolalt RNS, melyet a kdnyvtarkészitéshez hasznaltuk
keverten tartalmazta a genomi RNS-t és az mRNS-eket, illetve egyéb transzkripteket.
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Az sgRNS-eket Ugy hatdroztuk meg, mint azok az RNS-ek, amelyek atfednek valamely”
szubgenomikus ORF-fel és tortént benniik egy template switching, mely Osszekoti ezt a
térképezett (mappelt) régiét a genom 5' leader szakaszdval (a referenciagenom 55-85
pozicidjdban). A gRNS-eket pedig ugy definidltuk, hogy ezek azok az RNS-ek, melyek atfednek az
ORFlab-vel (legaldbb 10 nt-dal) és nem tartoznak a szubgenomikus kategdridba. Az 6sszes tdbbi
transzkriptet ,,unclassified”, azaz osztalyozatlan RNS-ként kategorizaltuk.

A sajat izolatumunk genomja (OM812693.1) Osszeallitasahoz a 20 kbp-nal hosszabb readeket
hasznaltuk. Mind6sszesen 109 db e kategodridba ill6 leolvasdasunk volt, melyek elegendének
bizonyultak egy 29782 bp-os kontig 6sszedllitdsahoz (SARS-CoV-2_Hun-1_GenomeDraft_v1). A
nyers (draft) genom szekvenciat 6sszehasonlitva az eredeti, vuhani torzs szekvencidjaval, 6sszesen
30 mutaciét detektaltunk, kozilik 3 frame shift mutacidé. A szekvenciank az MT560672.1
genomhoz all legkdzelebb, mindkett a 20A (EU1) klddba tartozik? (14. abra).

[l 204 (Beta, v2) [} 21L (Omicron)
W 201 (Aipha, vi) [l 21K (Omicron)
B 201 (Gamma, v3) [l 21M (Omicron}

Il 214 (Delte) 197 21L (Omicron) '
Bl 211 (Delta) 198
[ 21 (Delta) 207
21B (Kappa) 20E (EU1)
21C {Epsilon) 20C =
G e 21M (Omicron) 21K (Omicron)
21E (Theta) B 208
21F (lota) Bl 20F I
] 216 (Lambda) B 200 ‘_‘ZOI (‘Ipha, V1)
Il 2tH () 21E (Theta) s o203 (Gamma, v3)

20H (Beta, V2) N\ ] y 3 o\t
21F (Iota) O\ G O < : 211 (Delta)

21C (Epsilon)

OM812693.1—— 3 o °
P

214 (Mapa P 10 MT560672.1 OB
4 213 (Delta)

21D (Eta)

40 a9
5039 G

60

14. dbra A filogenetikai fa bemutatja a szekvendlt SARS-CoV-2 térzseket, a virus meghatdrozott kiddjai szerint?*. Az dltalunk
izoldlt térzset pirossal jeléltiik, és egy piros nyil mutatja a poziciéjat (OM812693.1). A felhaszndlt referenciagenomot
(MT560672.1), szintén egy piros nyillal jel6ltiik. A fat a Nextstrain pipeline-nal generdltuk. Az Gsszes varidnst a nekik rendelt
kldd szerinti ndmenklatira alapjdn szineztiik.
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6.3 VIRUS TRANSZKRIPTOMOK

Munkank soran az LRS modszerek koziil els6ként a PacBio technoldgiajat (RS Il készilék) vezettiik
be a virusok transzkriptomanak atfogo jellemzésére. EI6szor modellvirusunk, a PRV Ka térzsének
RNS profiljat hataroztuk meg®?72. Ezt kbvette szdmos tovabbi virus, Ggy, mint a HSV-18, HCMV 9286,
VACVY , PCV-1%°2 és a PERV?%3, ugyanezen mddszerrel. Majd az Ujabb technikdk megjelenésével
alkalmazni kezdtiik a PacBio Sequel II-t [PRV!®, HSV-1288 HCMV?87, VACV?74, AcCMINPV?77] és az ONT
MinlON [PRV?3, VZV14, EBV?2, HSV-1288, AcMNPV?73, VACV?%7, ASFV?°, HCMV?®’, BoHV-1282, PERV?®3,
IVA, CVBS5, VSIV, WNV, CCHFV és ZIKV?2>, SARS-CoV-224, EHV-1%>, MPXV?%!, KSHV?®] késziilékét is.
Az id6kdzben megjelené technoldgiai Ujitasok (Uj konyvtarkészitd kitek, enzimek, basecallerek,
stb.) folyamatosan bevezetésre keriltek kutatasaink soran, igy ugyanazon virusrdl esetenként
tobb frissitett elemzést is kozoltiink. Tovabba, ha elérheté volt, masok adatait is bevontuk az
analizisbe?>2628° Sok esetben pedig, féként azon virusok esetében, ahol kordbban még SRS
platformot sem hasznéltak transzkriptomikai céllal, ott mi ezt is elvégeztiik (PRV3, EHV-1%5, ASFV?0,
PCV78), és bevezettiink egy SLRS?®? mddszert is. A ’statikus’ elemzés mellett, amikor az egyes
virusok RNS varidnsait vizsgdljuk, dinamikus elemzéseket is végeztiink, azaz meghatdroztuk a
virusgének kinetikai osztalyait, azt, hogy a virusfert6zés mely id6pontjdban fejez6dnek ki, illetve,
hogy az adott génrél leirédo izoformak kozt figyelhet6-e meg idSbeli eltérés.

A kovetkezGkben el&szor altaldnossagban ismertetem a virdlis transzkriptomra jellemzé
jelenségeket, melyeket a kutatdsaink sordn tartunk fel, majd ezeket egy-néhany virus példajan
keresztiil szemléltetem. E disszertacidoban a hangsulyt elsGsorban a herpeszvirusokra helyezem,
hiszen munkam egy jelent8s részét az e virusokkal valé munka jelentette. Azon jellegzetességeket,
melyek mas viruscsalddokra tipikusak, azokat az adott csalad egy-egy képvisel6jével mutatom be.

6.3.1 Read-hosszak

Az aldbbi, 4-es tablazatban foglaltam Ossze a virus transzkriptom szekvenalas statisztikai adatait.
A joval részletesebb tablazatok a publikacidkban, azok kiegészité anyagaiként megtekintheték.

A kiilonféle konyvtarkészitési és szekvenalasi metddusok eltéré atlagos readhosszakat
eredményeznek. A leolvasasok atlag hosszat az adott virusra jellemz6 ORF méretek (pl. VACV-nal,
az ASFV-nél altaldban joval rovidebbek, mint a HV-oknal), valamint az is befolyasolja, hogy a
poligénes transzkriptek mennyire gyakoriak. Tovabb3, a technikak is okoznak eltéréseket (pl. ONT
vs. PacBio; amplifikalt vs. nem amplifikalt cDNS; dcDNS vs. dRNS), a PacBio technikdk az 1000 bp-
nal hosszabb fragmenseknek kedveznek (a Sequel még a 4 kbp korili tartomanyban is sok readet
eredményezett), a MinlON esetében nincs kifejezett méretpreferencia, az igen rovid
mérettartomanyban is nagyszamu leolvasdst kaptunk. A 15-6s dabra a HSV-1-nél alkalmazott
technikdk eredményezte readhosszakat mutatja, mig a 16-os abra hat, RNS genomu virus erre
vonatkozo adatait foglalja dssze.
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Szekvenalas Virusra térképezett Atlagos readhossz /

leolvasasok szama (bp)
AcMNPV 1D cDNS-Seq 103133 1053
AcMNPV dRNS-Seq 2430 614
ASFV ONT 139711 953
ASFV lllumina 69068 2x 150
BoHV-1 ONT 3450627 ~ 1000
BoHV-1 LoopSeq 12618 (kontig) 150
CCHFV 528 683
CVB5 1508 630
EBV ONT 76629 999
EHV-1 ONT dcDNS 133838 910
EHV-1 ONT dcDNS 319379 1019
EHV-1 ONT dRNS 53625 722
EHV-1 ONT dRNS 40001 827
EHV-1 ONT dcDNS A+B+C 3706773 659
HCMV RSII 33086 1168
HSV-1 PacBio RSII 38972 1369
HSV-1 PacBio Sequel 80061 1924
HSV-1 ONT 1D cDNA-Seq 967
HSV-1 ONT Cap-Seq 1505848 683
HSV-1 ONT dRNA-Seq 823
HSV-1 ONT Teminator 873
IVA 10916 812
KSHV 1089861 714
MPXV dcDNS 1475053 800-1000
MPXV dRNS 318802 800-1000
PCV lllumina 197645 100
PCV PacBio 766 1170
PERV 17544 1555
PRV PacBio RSII 215417 1244
PRV PacBio Sequel 12555 1763
PRV ONT Cap-Seq 810
PRV ONT dcDNS 194232 786
PRV ONT dRNS 909
SARS-CoV-2 dcDNS 1527249 2209
SARS-CoV-2 dRNS 281418 1652
VACV PacBio RSII 36728 1098
VACV PacBio Sequel 1157
VACV ONT 568994 792
VSIV (Vero: 1, 2) 193820/ 273882 805 / 954
VSIV (T98G: 1, 2) 289807 / 255610 1021 /1122
vzv 66455 1349
WNV 21790 491
ZIKV 592 634

4. tabldzat A szekvendldsonként kapott readszamok (a teljesség igénye nélkiil). A tablazatban minden esetben az oligo(dT)
primerrel készitett konyvtdrakbdl szarmazo eredményeket tiintettem fel, a random primerrel készitett cONS-ekrél atlagosan
révidebb leolvasdsokat kaptunk.
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35

“ RSII 0,8-2kh

= RSl 2-3kb

RSII 3-5kb

RSl >5kb

RSII poliA

RSII poliA, random

Sequel

MinlON Cap
MinION poliA
MinlON random
MinlON dRNS

Intervallumok (bp)

15. dbra A HSV-1 szekvendldsa sordn kapott nyers readek hossz-eloszdlosa a kiilonféle szekvendldsi technikdkat
alkalmazvat, A technikdk szerint felosztott oszlopdiagram a log10-es skdldn mutatja a leolvasdsok szdmdt, 100 bp
intervallumokra bontva.
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16. dbra A violin plotok a ZIKV, WNV, CCHFV, IVA, CVB5 és VSIV szekvendldsa sordn kapott readhossz eloszldsokat mutatjdk,
technikdnként?>. Az ONT 1D poliA szekvendlds esetén 566 és 1369 bp k6ztt, a Cap-Seq modszernél 725 és 1092 bp kbzotti
értékeket kaptunk.
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6.3.2 A viralis transzkriptom rejtett komplexitasa

Az elemzéseink feltartdk, hogy a virusok RNS profilja sokkal komplexebb mint azt gondoltuk, s hogy
ez altaldnos érvényd. A virdlis transzkriptom korabban fel nem ismert 6sszetettségét mutattuk ki,
beleértve Uj fehérjét kdédold és nem kddold gének felfedezését, Uj mono- és poligénes
transzkripcids egységeket, valamint kiterjedt transzkripcids atfedéseket mind a szomszédos, mind
pedig a tavoli gének kozott®814273 A herpeszvirusok replikacids origdit atfeds, nem kddold
transzkripteket  azonositottunk, @ amelyek  szerepet  jatszhatnak a DNS-szintézis
szabdlyozdsaban®2225272 tovabba a transzkripcids faktorokat kddold gének kozt is azonositottunk
atfedéseket, mely arra utalhat, hogy ezek a gének nemcsak fehérje, hanem RNS szinten is
befolyasolhatjdk a génexpressziot’. Meghataroztuk mostanra szdmos humadn- illetve allati
patogén, igy Ot a-, egy B- és két yHV, tovabba két, a poxvirusok csalddjaba tartozé virus teljes
transzkriptom profiljat, foglalkoztunk az afrikai sertéspestis virusaval, egy rovarvirussal, tovabba
szamos kis, f6ként RNS genomu virus RNS profiljaval is. A virdlis transzkriptom komplexitast,
jellegzetességeit a kovetkez6kben a PRV, a HSV-1, az EHV-1, a KSHV, a VACV és a PCV-1 példajan
szemléltetem.

6.3.2.1 PRV

A PacBio RSII alkalmazasaval, ami a PRV RNS profiljdnak feltérképezésére irdnyult, uttorékké
valtunk a molekuldris virolégiaban®?’2. A médszer &ltal egy kordbban elképzelhetetlen
komplexitast tarult elénk. Eredményeink megmutattdk, hogy az LRS moddszer alkalmas a teljes
hosszisagl RNS molekuldk ‘deep’, azaz megfelel6 mélységl, szekvendlasara, mind amplifikalt,
mind nem amplifikalt mintak esetén. Vizsgdlataink eredményeként Iényegében Ujraértelmeztiik a
PRV transzkriptomot. Kimutattuk, hogy a PRV jelentésen nagyobb genetikai komplexitdst mutat
(17. dbra), mint az az in silico ORF-alapu genom annotdcidk és a gél alapu esszék alapjan varhaté
volt. A PRV transzkriptek atfogd, genom-szint(l atfedési mintazatanak, valamint az Ori-atfed6 RNS
molekuldknak az azonositdsa felvetette egy genom-szint(i halézat létezésének lehetdségét, amely
egylittesen iranyitja a gének kifejez6dését és a replikaciot.

A PacBio Sequel és az ONT MinlON megjelenésével a PRV transzkriptomot tobbsz6r update-
eltiik!®>1%278  pontositottunk kordbban nem meghatdrozott TSS-eket, illetve az egyre nagyobb
lefedettségek révén Ujabb transzkripteket fedeztiink fel. A 17. dbra az RSIl szekvenalas adataira
épulé PRV transzkriptomot, a legabundansabb RNS-eket mutatja.
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17. dbra A PRV transzkriptom®. Az elsé virdlis LRS transzkriptom szekvendlds (PacBio RSIl) eredményezte RNS profil sematikus

dbrdzoldsa (Power Pointtal késziilt dbray).

6.3.2.2 Egyéb herpeszvirusok

Mind az a-, B- és p-herpeszvirusok tagjai RNS profiljanak LRS-alapu analizise®®°22:2526 3zt mutatja,
hogy a bonyolult transzkripcios atfedés-halézat altalanos jelenség a herpeszvirusoknal (18-20.

abrak).
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18. dbra HSV-1 transzkriptom8. Az RSII-t a HSV-1 transzkripcids profilia meghatdrozdsdra is alkalmaztuk. A kordbban
azonositott kodolo RNS-eket azok a nyilak jelélik, melyeken az ORF-eket fehér téglalappal abrdzoltuk. Az annotdlt TSS és TES
pozicioval nem rendelkezd, kordbban ismert transzkripteket vildgoskékkel jel6ltiik, mig az uj, potencidlisan fehérjekddold
géneket sotétkékkel. A mdr kordbban azonositott IncRNS-eket s6tétsziirke nyilakkal, mig az uj, feltételezett IncRNS-eket piros
nyilakkal dbrdzoltuk. A sététvérés téglalap alaku nyilak olyan komplex transzkripteket mutatnak, melyek ellentétes

t jelélik. Az RNS-ek nevében taldlhato réviditések: S, révid TSS varians; L, hosszu TSS varidns; AT, alternativ TES varidns. Az
dbra a SnapGene Viewer-rel késziilt.
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19. dbra EHV-1 transzkriptom®. Az ONT MinlON szekvendtordt alkalmaztuk az EHV-1 genomrdl leirédé RNS-ek
komplexitdsanak feltdrdsdhoz. Az abrdn a LoRTIA program dltal azonositott transzkriptek keriiltek feltiintetésre. Csak azok a
nagyon hosszu RNS molekuldk keriiltek dbrdzoldsra, amelyeket a LoRTIA programcsomaggal azonositottunk a dcDNS
szekvendlds adatait felhaszndlva. A nagyon ritka transzkriptek esetében, ahol a TSS megdllapitdsra nem volt lehetéség,
csillaggal jeleztiik, hogy a TSS-e csak becstilt pozicid. A szindrnyalatok abundancidra utalnak. Az dbra a Geneious programmal
készilt.

|
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20. dbra A KSHV transzkriptom?¢. A KSHV transzkriptomot ONT MinlON, valamint Illumina CAGE-Seq mddszerekkel
térképeztiik fel. A kanonikus mRNS-ek az adott ORF-eknek a legabunddnsabb RNS izoformdi. A szindrnyalatok a relativ
gyakorisdgra utalnak: 1: 1-9 leolvasds (read), 2: 2049 read, 3: 50-199 read, 4: 200-999 read, 5: >1,000 read.
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6.3.2.3 Egyéb virusok

A herpeszvirusokndl tapasztalt ©sszgenomszintl expresszid, a leirédé RNS-ek rendkivdili
sokfélesége az Osszes altalunk vizsgdlt DNS genomu virusra igaz, igy még a legkisebb, alig 1,8 kb-
os genomu PCV-1 esetén is fedeztlink fel szdmos Uj RNS-t, illetve TI-t (21. dbra).

PCV1 Szeged
1759 bp

21. dbra PCV-1 transzkriptom?92. A PCV-1 cirkuldris genomon a kordbban ismert és az dltalunk leirt uj transzkriptek pozicidja
lathatd. Narancssdrga nyilak: ORF-ek; sziirke nyilak: mdr ismert RNS-ek; kék nyilak: uj splice izoformdk, hosszvaridnsok,
valamint hosszu, komplex transzkriptek.

A 22-es dbra a VACV komplexitdsat mutatja, bizonyos genomi régidira fékuszaltan. E virusrél
ismert volt, hogy a kozel 200 kbp-os genom kozéps6 régidjaban elsGsorban az L gének vannak, s
hogy ezek valtozatos végz&désliek, azonban a kordbban alkalmazott technikak (CAGE, ribosome
profiling, NGS) nem tették lehet6vé a konkrét transzkriptek azonositasat.
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22. dbra A VACV ‘kaotikus régioja’ komplexitdsa'’. Ezt az extrém komplexitdst (A) antiszensz RNS-ek pl. az A18R lokuszban;
(B) az L gének ORF-jein beliili TSS-ek és TES-ek extrém nagy szama; (C) valamint az asRNS-ek mellett tovdbbi nem kddolo
transzkriptek — pl. az A10L-A12L régidban -; biztositjdk. (D) Az O1L—I3L genomi szegmensen is extrém nagyszamu ncRNS és Tl
keriilt azonositdsra. A transzkripteket mind a LoRTIA programmal azonositottuk. Az dbra a Geneious programmal késziilt.
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Az LRS technikdk alkalmazdsa nyujt erre megoldast. Mind a PacBio RSII és Sequel platformjait,
mind az ONT MinlON szekvendtorat hasznaltuk, tobbféle konyvtarkészitési moddszert
alkalmaztunk: pl. PacBio méretszelektdlt és nem méretszelektdlt, poliA-szelektdlt és random
primingolt IsoSeq mddszert; ONT poliA-szelektdlt, poliA + Cap-szelektalt cDNS- és dRNS-
szekvendldst alkalmaztunk a minél pontosabb analizis érdekében. A VACV transzkriptom a
herpeszvirusokéhoz képest is Osszetettebb; tobbszoros transzkripcids atirasokkal teli, amelyek
Osszetett, atfed6 RNS-hdldzatot hoznak létre. A TES-ek nagyon valtozatosak, s jellemzé az
alternativ promoéterek széleskorl hasznalata is, mely nagyfoku diverzitast eredményez a TSS-ek
terén. Bevezettik a ‘szabdlyos’ (regular) és a 'kaotikus’ (chaotic) régiék fogalmat. A szabalyos
genomi régiokbol leirddd RNS-ek viszonylag pontos TSS-ekkel és TES-ekkel rendelkeznek
(herpeszvirus-szerl). Azonban a ,kaotikus” helyeken a transzkriptek nagy heterogenitast
mutatnak a TSS-ek és TES-ek pontos pozicidit illet6en. A fert6zés késbi id6pontjaiban az | és L
gének altal kédolt RNS-ek rendkiviil valtozatos TSS-ekkel és TES-ekkel rendelkeznek (példaul az
O1L, O2L, I1L, 12L, I3L, A10L, A11R, A12L, A18R gének), ami jelentGs nehézséget okoz az egyes
transzkriptek azonositdsaban (22. abra).

6.3.3 Ami a strukturalis komplexitas mogott rejlik

Az el6z6 fejezetben bemutattam, hogy az egyes virusok RNS profilja rendkivil komplex, hogy egy-
egy génrdl nem csupdn egy, hanem esetenként tucatnyi RNS-féleség irddik le. Mindezt kimutattuk
szamos herpeszvirus esetén®”182526 tovabbad poxvirusokndl?”:2742912%7 = a7 afrikai sertéspestis
virusanal?®2’6, egy rovarvirusnal?®?73277  cirko?®>- és retrovirusoknal®®>. A legtébb Ujonnan
felfedezett transzkript olyan kategdridkba tartozik, amelyeket az SRS és mas kordbbi technikak
segitségével nehéz tanulmanyozni, mint példaul a beagyazott (embedded) mRNS-ek (emRNS-ek),
a poligénes transzkriptek, az atfedd transzkriptek és RNS-izoformak, beleértve a splice, TSS és TES
variansokat. Az LRS révén szdmos ncRNS-t [antiszensz (as)RNS, intergenikus (iRNS) és beagyazott
nem kdodold (enc)RNS] is azonositottunk, leirtunk. Szintén leirtunk egy specialis transzkript
osztalyt, melyet replikdcids origd-asszocidlt (ra)RNS-eknek82262395:3%8 neyeziink. Leirtunk szamos Uj
transzkripcids atfedést mind a szomszédos (lehet parallel, konvergens, divergens és komplex),
illetve tavoli gének kozott egyarant. A komplex atferdéseket komplex (cx) RNS-ek alakitjak ki. Mind
a konvergens, mind a divergens atfedés lehet puha (soft), illetve kemény (hard). Ezek a jelenségek
a 23. dbran lathatdak, a kovetkez6 szekcidkban pedig részletesen bemutatom az 6sszes kategoriat.

Uj transzkriptek

Kédold (emRNS) —
Nem kodold (encRNS; asRNS; iRNS) AT iRNS
. Kanvergens atfedés
Uj mono- és poligénes transzkriptek Divergens atfedés el RN
Monocisztronos [|<
Policisztronos _<__
Komplex <+ (\]:{/) A < _
. . ) B * : bicisztronos *
Uj transzkript izoformak_ "
Transzkripcios start hely (TSS) U i
Transzkripcios vég hely (TES) 3
Splice Komplex atfedés
ey ¥
Transzkripci6s atfedések, read-through () e
@ <oribban mar annotalt RNs-ek (] Altalunk leirt RS és RNS izoforma féleségek

23. dbra Az dltalunk leirt transzkript féleségek és a kanonikus RNS-ek sematikus dbrdja. A feketével jel6lt, mdr kordbban
annotdlt RNS-ekhez képest szdmos uj transzkript és transzkript izoforma varidnst irtunk le, ezeket zélddel dbrdzoltam. Az dbra
az egyes transzkript hosszvaridnsok kévetkeztében kialakult (potencidlis) dtfedéseket is mutatja.
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6.3.3.1 Uj kédolé gének, emRNS-ek %

Az LRS technikdk rendkivil hatékonyak azoknak az RNS-ek azonositasaban, amelyek egy hosszabb
gazdagén TSS-ével vagy TES-ével kozosnek osztoznak. Azok a bedgyazott (e)RNS-ek, amelyek
potencialisan egy N-termindlisdban 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®®1213, valamint egy bakulovirusban is?’3. A 19-es, a teljes EHV-1 transzkriptomot
bemutato abran zold szinnel jeldltik az eRNS-eket. A kovetkez6kben bemutatok néhany emRNS
példat:

a. PRV ul36.5

A PRV esetén (csakugy, mint az 6sszes herpeszvirusnal), az emRNS-ek szama magas, abundanciajuk
valtozd. Leirtunk egy, az ul36 génben azonositott, nagymértékben expresszalédd, potencidlis
fehérje kodold gént, az ul36.5-6t°. Az azonositott ifORF az UL36 fehérje rovidebb verzidjat
kodolhatja. Ez a transzkript alternativ transzkripcid inicidcié révén irédik le, s egy 1808 bp-os
hosszu, nested, bedgyazott RNS-t eredményez az daltalunk meghatdrozott KJ717942.1 genom
34934-33127-ig terjedd régidjaban (a koordinatakat orientacio alapjan: 5' -> 3' adtuk meg, 24.
abra). Az ul36 és az ul36.5 transzkriptek 3'-vége koz0s, koterminalisban végzédnek. Az ul36.5 RNS-
rél potencialisan leolvasédo fehérje 467 aminosavbdl all. Putativ TATA boxot a PRV genom 34959—

e 7.z

11 kb
34I kb ) 36|kb 38kb ‘ 40 !(b

wreswemwn  kodolo szekvencidk (a fehér nyilak az orientaciora utalnak)
WEATEE R ROl readek

B a transzkriptek sematikus dbréja

24. abra Az ul36.5 - uj, potencidlis fehérje kodolé gén®. Az abrdn a PRV egy 11 kbp-os genomi régidja, s az ide térképez6dd
PacBio RSl readek IGV vizualizdcidja, valamint sematikus reprezentdcidjuk lathato.

Az ul36.5 transzkriptet az LRS mddszer mellett Northern blottal is kimutattuk (25. dbra).

|
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Proba#1  Proba#2
PRV kontrol PRV kontrol

<1 UI36(9,346 bp)
6,000 bp

4,000 bp
3,000 bp

{1 U136.5 (1,808 bp)

2,000 bp
1,500 bp

1,000 bp

500 bp

25. dbra Az ul36.5 transzkript kimutatdsa Northern blot analizissel®. Két, egymdst nem dtfedd, radioaktivan jelélt DNS-
fragmentumot haszndltunk probaként, mindketté az ul36.5 génen beliil helyezkedik el. Mindkét probdval hdarom fragmenst
kaptunk: az els6 megfelel a 9,436 bp hosszu ul36 transzkriptnek; a mdsodik megfelel az 1,808 bp hosszu ul36.5 transzkriptnek
és egy ~ 4,000 bp hosszu fragmens, ami egy lehetséges uj, alacsony abundancidju transzkriptre utalhat. Kontrollként PK-15
sejtekbdl izoldlt RNS-t haszndltunk.

b. A HSV emRNS-ek

A HSV-1 transzkriptom minél precizebb annotdlasa érdekében a sajat PacBio RSII, Sequel, valamint
ONT cDNS, dRNS és cap-szelektdlt szekvendldsunk mellett bevontunk az analizisbe minden
elérheté HSV-1 transzkriptom adatot, melyek egy kivétellel mind Illumina SRS szekvenaldsok
voltak3®7-370, Az egy kivétel egy extrém nagy lefedettségli ONT dRNS szekvendlds volt3*. Ez a
metaanalizis-szer(i tanulmanyunk?®® aldtdmasztotta, hogy gyakorlatilag az dsszes HSV-1 gén
tartalmaz legaldbb egy rovidebb, 5' végén csonkolt varianst, ifORF-fel (26. dbra). Ezeknek az
emRNS molekuldknak a funkcidjat nem vizsgaltuk. A HSV-1-ben a sajat eredményeink alapjan 63
emRNS-t azonositottunk, ezek koziil a Depledge és munkatarsai altal publikalt3** ONT dRNS
adatszettel 61-et validaltunk. Egy ilyen validalt ifORF-et tartalmazé RNS-t és az ezt megerdsitd
kiilonféle technikdkbdl szarmazé leolvasdsokat a 27. dbran szemléltetem.

70
] Adott gén TSS variansai szama

[ Adott ifORF TSS variansai szama
60

50
40
30

20

0O daomsnorcaaoan
—

26. dbra A HSV-1 eRNS-ek?3°. Az oszlopdiagram az egyes génekhez tartozd bedgyazott ORF-ek szamdt, illetve az ezekhez
tartozo transzkript hosszvaridnsok szamdt mutatja.
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27. abra A HSV-1 ul2.5 és az ul2.5-3 eRNS-ek?®°. Egy példa az ifORF-et tartalmazo transzkriptekre, melyet szamos technikdval
kimutattunk. Az abrdn az UL2 és az egyik csonkolt transzkript varidnsa (UL2.5) leolvasdsai Iathatéak, az IGV-vel vizualizdlva.
A readek LRS és SRS adatszettekbél szarmaznak. Lathato, 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 ldthatd,
hogy az SRS mddszer specifikus kényvtdrkészitési metddus (pl. CAGE) nélkiil nem hatékony az 5’ végek megdllapitdsdra.

c. Beagyazott gének a bakulovirus genomban

A bakulovirus transzkriptom elemzése sordan négy Uj, potencidlisan fehérje kdédold gént
azonositottunk, mindnek k6zos PA szigndlja van a "'host’ génjével. A négy koziil harom putativ
mMRNS (BV/ODV-C42.5, V-CHAT.5, P80.5) a kanonikus LIS TAAG szekvencia masodik nukleotidjatol
indul, ugyanaz az iniciatoruk, mint a nem-csonkitott transzkriptekké, mely arra utal, hogy ezek is L
transzkriptek. Ezt a kanonikus TATA prométerek hidnya is indikalja. A POLH.5 TSS-e egy ACAGG
motivumban taldlhaté, ami hasonlit a korabban mar leirt arthropoda inicidtor szekvencidhoz, az
ACAGT-hez371372, kivéve, hogy ezt nem egy kanonikus TATA motivum el6zi meg. Ennek az
iniciatornak a jelenléte jelzi, hogy egy 819 bp hosszu, 5'-r6l csonkitott POLH-t a gazda RNS-
polimeraza irhatja le. A TES-ekkel kapcsolatban, minden uj feltételezett fehérjekddold transzkript
tartalmaz egy vagy tébb PAS-t a 3’ végikt6l upstream, atlagosan 16,2 bp tavolsagra.

6.3.3.2 Nem-kodolé RNS-ek

Sokaig élt az az elképzelés, hogy a DNS és a fehérjék jatszanak alapvet6 szerepet a kiilonféle
sejtfunkcidk szabalyozdsdban, mig az RNS-ekrdl ugy vélték, hogy csak kiegészité szereppel birnak.
Az utdbbi egy-masfél évtized transzkriptomikai tanulmanyai azonban hatalmas szamu, valtozatos
ncRNS-t irtak le, melyek széleskord funkcidkkal rendelkeznek, szerepet jatszanak toébbek kozott az
epigenetikai, transzkripcids és poszt-transzkripcids génkifejez8dés szabdlyozasdban3’3, tovabba
egyre tobbed tudunk az ncRNS-ek DNS replikacio szabalyozasban betoltott szerepérdl is, a rovid
miRNS-ektS137* az IncRNS-ekig®>.

|
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Az ncRNS-eket, amelyeket a virusokban azonositottunk, az alabbiaknak megfeleléen, helylk és
orientdcidjuk alapjan kategorizaltuk (23. dbra):

a. Intergenikus transzkriptek

Ezek az RNS molekuldk két kddolé szekvencia k6zott helyezkednek el, nincs atfedés kézottiik. LRS
modszerekkel azonositasra keriilt szdmos iRNS, habar az ilyen tipusu transzkriptek azonositdsdban
az LRS technikak alkalmazdsa nem jar kiilonosebb elénnyel az SRS-hez képest.

b. Bedgyazott, nem kdédolé RNS-ek

Az encRNS-ek mRNS-ekben, vagy ncRNS-ekben is elhelyezkedhetnek. A legtipikusabb mRNS-
atfedd encRNS-ek az 5'- és 3' végeken csonkolt transzkriptek. Az encRNS-eknek altalaban kdzos
TSS-e, vagy TES-e van mds RNS-ekkel, amelyekkel atfednek.

c. Antiszensz transzkriptek

Az asRNS-ek vagy teljes mértékben, vagy részben atfednek egy mRNS-t, azzal ellentétes
(antiparallel) allasban. Ezek az RNS-ek lehetnek akdr sajat promoter altal szabalyozottak, vagy
pedig lehetnek a szomszédos, vagy akar tavoli génekkel valé konvergens, vagy divergens
transzkripcids atfedés eredményei (28. abra). Utdbbi esetben a transzkriptnek csak az atfedésben
allé szakasza az antiszensz RNS.

A A PRV ul30-ul35 régiodja

A VACV VACVWR_00090-100 régioja

e NACWRLO0090.
;- Antiszensz atfedések @m=m Bizonytalan 5’ vég i m > gPCR-rel azonositott 3' UTR-ek

28. abra Antiszensz RNS-ek a PRV-ben és a VACV-ban?%2. (A) A PRV ul30-35-6s genomi régiéjardl szamos RNS és Tl irédik le,
melyek dtfednek egymdssal konvergens (pl. ul30 és ul31) vagy divergens (pl. ul32-31 és ul33) médon, bizonyos szakaszaik igy
antiszenszei egymdsnak. Adott transzkript qPCR-rel detektdlt hosszabb 3' UTR varidnsai még hosszabb dtfedésre utalnak
(sziirke szaggatott nyilak). (B) Konvergensen dtfedé asRNS-ek a VACVWR-00090-00100 genomi régioban.

|
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6.3.3.3 Read-through RNS-ek /

A read-through (rt)RNS-ek kédold, vagy nem kodold génekrdl is leirédhatnak, amikor a
transzkripcids termindcids szekvencidkat az RNP komplexek nem ismerik fel, s igy a transzkripcid
nem all meg, hanem transzkripciés read-through (TRT, azaz tovabbiras) torténik (29. abra).
Amennyiben az rtRNS-nek van pontos termindacids helye és ugyanazt az ORF-et tartalmazza, mint
a rovidebb, kanonikus TI, akkor az rtRNS egy TES izoforma. A cxRNS-ek, melyek ellentétes
orientaciéju ORF-eket is leirnak, szintén a TRT-k eredményei, mig a poligénes RNS-ek csak akkor
tekinthet6k rtRNS-eknek, ha az upstream géneknek is sajat transzkripcios terminacids szignaljaik
vannak.
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29. dbra A HSV-1 transzkriptom részlete?¢. A HSV-1 transzkriptom finomhangoldsdat a PacBio Sequel és az ONT MinION
platformjaival végeztiik el. Az ul10-ulll konvergens génpdr kézott ‘puha’ dtfedést detektdaltunk, amit a mindkét irdnybdl
leirédé rtRNS-ek biztositanak.

6.3.3.4 RNS izoformdk

a. Transzkripcids start hely (TSS) variansok

A gének alternativ promdterek altal szabdlyozhatdak, melyek eltérd TSS izoformékat fejeznek ki3’®.
A tobb promoéterrel szabdlyozott gének a virus életciklusa sordan eltér6 mértékben
expresszalédhatnak®”’. Ezenkivil a TSS izoformédknak kiilénbdz8 funkcidik lehetnek, mivel a
kilonb6z6 5'-UTR (nem kodold régid) szerkezetek kulonb6z6 moddon szabédlyozhatjak a
transzlaciot®’8. A TSS izoformak eredményezhetnek révidebb transzkriptet, mint a kanonikus, ez
esetenként csak rovidebb 5'-UTR-t eredményez, mas esetben eRNS-t. A TSS izoformak egész
hosszu 5'-UTR-eket is biztosithatnak a géneknek. Minél hosszabb az UTR, anndl nagyobb a
valdszinlisége, hogy upstream ORF-eket (UORF) tartalmaz.

Az mRNS-ek 5'-UTR-jében talalhaté uORF-ek a cisz-szabalyozd elemek egy osztalyat képezik, és egy
alternativ transzlacids szabdlyozdsi mddot képviselnek3”®. Az uORF-ek révidek (<30 kodon);
azok leir6ddsanak serkentésére is3°. Az ugyanazon gén éltal kédolt transzkript varidansok uORF

dsszetétele (pl. révid vagy hosszu TSS variansokban) moduldlja azok transzlacids szabélyozasat3e?,
1
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A HCMV transzkriptom kddold kapacitdsa analiziséhez az experimentalisan validalt ORF listat382-
haszndltuk. Az altalunk azonositott kilonféle TSS Tl-k tobbsége esetén azt kaptuk, hogy egyedi
kddold potencialjuk van, azaz egyedi ORF kombindacidkat tartalmaznak. A TSS-izoformak eltérnek
az UORF-ek szamaban, amelyek a f6 ORF-tSl upstream allnak, az alternativan spliceolt izoformak
és a TSS-izoformdk eltéréen roviditett valtozatait tartalmaztdk ugyanannak a f6 ORF-nek, vagy
tobb f6 ORF-et is tartalmaztak (30. abra).

ORFS3I62W
rORF231 Usz7 ORFS364W

rORF230 rORF232 ORFS364WIORF1 ORFS364W.IORF3

ORFS265W

us2g8

ORFSI64\W.IORF4

US27-28-NSP

UsS27-28-5P

Us23L

usas

30. dbra A transzkript izoformdk eltéré ORF-eket tartalmaznak®. Az dbran feliil az ORF-eket, alul a TI-ket dbrdzoltuk. A sziirke
nyilak a kanonikus ORF-ek, a fehér szinliek a transzldciosan aktiv ORFek, melyeket Stern-Ginossar és munkatdrsai
publikdltak382. A fliggbleges pontozott vonalakkal a TSS-eket jeléltiik. Az us27 és us28 gének a poligénes szerkezet (US27-28
vagy csak az US28), az alternativ splicing (US27), vagy az alternativ transzkripcids inicidcié miatt kiilonféleképpen olvasédnak
le.

Bar az aHV-oknal is jellemz&ek a TSS izoformak, gyakorisdguk és hosszuk azonban elmarad a
HCMV-t6l, illetve egyéb B- és yHV-oktdl, mig a pox-, bakulo- és afrikai sertéspestis virusokhoz
képest kevésbé diverzek. Utdbbiakra jellemz6 inkdbb a nagyobb mérték( heterogenitas mind a
TSS-ek, mind a TES-ek tekintetében. Mig azonban az AcMNPV-nél*® és az ASFV-nél?° is
azonositottunk fix, abundans TSS-eket, melyek uORF-eket foglalnak magukba, addig ezt a VACV-
nal nem figyeltik meg. Ezt a nagyon sok genomi pozicidbdl induld transzkripcié és az annotalt
transzkriptek (a tobbi, altalunk vizsgalt viruscsalddhoz képest mért) rovidsége is magyarazza.

b. Transzkripcids stop (TES) variansok

Bizonyos esetekben a ribonukleoprotein komplexek (RNP-k) progressziéja nem all meg a
transzkripcid terminacids szekvencidinal, ami hosszabb TES varidnsokhoz vezet383384, Sok esetben
ezek a hosszabb molekulak atfednek a downstream génekrél leirddé transzkriptekkel. Kordbban
az SRS-t hasznaltdk az alternativ poliadenilacid azonositdsara®. Az LRS azonban tovabbi
informacidkat ad a kilonb6z6 transzkript izoformak altal hasznalt kiilonféle 5'- és 3'-UTR
kombinaciokrdl. Kimutattuk, hogy a poliadenilacidés helyeket szlirni kell az ’internal priming’
[oligo(dT) primerek bekot6dése aspecifikusan] tekintetében, miutan az adeninben gazdag régiok
fals poliadenildciés helyekként jelenhetnek meg®386,

Talan a legnagyobb kihivast az AT-gazdag (66,7 %) genommal rendelkez6 VACV jelentette a
transzkriptek annotdcidja szempontjabdl. Ennek f6 oka az extrém TSS és TES gazdagsag (22. dbra).

|
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c. Splice variansok

A PacBio Iso-Seq, illetve az ONT dRNS-Seq technika kiléndsen alkalmas az Gj splice helyek
azonositdsara®®21,2526:387-389 ' A gplicing események viszonylag ritkdk az alfa-herpeszvirusokban,
bakulovirusokban  és  orthomyxovirusokban’?743%  de  gyakoriak a  béta- és
gammaherpeszvirusokban, retrovirusokban és  hepadnavirusokban®:293391392  mjg 3
poxvirusokban egyéltaldn nincs splicing!**. A LRS technikdk alkalmazdsanak eredményeként
radikdlisan megndétt az azonositott splice helyek és splice izoformak szama.

Az aHV-oknal is vannak ismert, spliceolt transzkriptek (pl. a PRV US1, EPO, UL15, vagy az utdbbival
homoldg ORF44 az EHV-1-ben), s ezeknek szamos U] variansat detektaltuk a kanonikus valtozatok
mellett'®2>, Az 4ltalunk a PRV-ben azonositott NOIR-1 ncRNS egy intronos, spliceolt valtozatat is
azonositottuk, s ennek kimutattuk a homoldgjat az EHV-1-ben is, mely azonban két splice hellyel
rendelkezik?®. Az AcMNPV-ben a mar kordbban leirt’’? tizenkét, kis abundanciaju spliceolt
transzkript mellett tovabbi 6t6t azonositottunk, mig poxvirusokban, a rokon ASFV-ben (ahogy az
varhatd is volt) nem detektaltunk egyetlen spliceolt transzkriptet sem. Ez utébbi tény az LRS
maddszer, az altalunk alkalmazott szigoru kritériumok a splicing elemzése sordn, s a LoRTIA
program egylttesének megbizhatdsagara is utal, hiszen az RT és a PCR template-switching révén
hibdkat okozhat a cDNS-ben, mely fals intronnak t(inhet, s hibds annotaciéhoz vezethet. A LoRTIA
azonban kikiiszoboli ezeket a mitermékeket azéltal, hogy észleli a splice junction konszenzusok
hidnyat, vagy az repeat régidk jelenlétét, amelyek elGsegithetik a TS-t.

Az alternativ TSS-ek mellett az alternativ splicing is képes megvaltozott kddold potencidlu
transzkripteket elGallitani, ha a splicing az ORF-en beliil torténik. A splicing fuzids transzkripteket
(fRNS) is eredményezhet, melyek legalabb két szomszédos vagy kozeli génbdl szarmazo splice-olt
szekvenciat képviselnek, UTR-eket és/vagy kddold régidkat foglalnak magukba. Az ORF flzidkban
lévé downstream partner lehet in-frame vagy kereten kiviili, azaz out of frame.

Az EHV-1 esetében 0Osszetett splicing mintdzatokat észleltiink még azokban az RNS-ekben is,
amelyek a rokon virusokban nem spliceoltak (31. abra). A legérdekesebbek ezek koziil az fRNS-ek.
Ezek egyik tipusa ellentétes orientacidju gének szegmenseit haszndlja fel (pl. ORF8, 31. abra A).
Ezeknek a transzkripteknek a pre-mRNS-ei cxRNS-ek. Az ORF8 (ul51) az ORF6 és ORF7 bizonyos
részeit hasznalja fel 5'-UTR-ként kiilonbdz6 kombinacidkban. Erdekesség, hogy az ORF8 egy
rovidebb, kédold szekvencidja is leirddik. Hasonlé Osszetett splicing mintdzat figyelheté meg az
ORF9 (ul50) esetében is. Az ORF35-38 régidban (31. abra B) kifejezett fuzids RNS-ek elsé harom
génje antiparallel orientaciéju az ORF38-hoz képest. Ezek a transzkriptek tartalmazzak az ORF38
(ul15) gén az aHV-ok egy kiilonleges génje; az ORF folytonossagat két masik, ellentétes
orientacioju gén (ORF45/ul17 és ORF46/ull6) szakitja meg, amelyek kivagddnak az érett ORF44
RNS-b6l. A downstream exon fliggetleniil is expresszalédik (31. abra C). Az EHV-1 ORF44 még
bonyolultabb: sok RNS egy sokkal hosszabb intront tartalmaz, amely magdaban foglalja az egész
ORF48 és 49 géneket, valamint az ORF50 gén nagy részét. Az ORF53-58 (ul9-4) régid
legOsszetettebb (31. dbra D), a gének kiilénb6z6 kombinacidkban fuzids fehérjéket termelnek.
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31. dbra Spliceolt és fuziés transzkriptek?®. Az dbrdn lathato transzkriptek mindegyike a dRNS-Seq adatokban is jelen volt. A.
ORF6-12. B. ORF35-38. C. ORF44-50. D. ORF53-58. A szinek drnyalata a gyakorisdg szerint van meghatdrozva: 1: 1-9 leolvasds
(read), 2: 10-49 read, 3: 50-199 read, 4: 200-999 read, 5: >1000 read. Fekete: mRNS; piros: ncRNS; zéld: putativ emRNS;
sdrga: csak dcDNS adatokban volt jelen; kék: fuzids transzkript.
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Sajat, ONT és PacBio adataink alapjan 6sszesen 378 putativ intront azonositottunk a HSV-1-ben. A
splice helyek azonositdsdhoz egy meta-analizis-szerl elemzést folytattunk le, melybe a sajat
adataink mellett az 6sszes, adatbankokban elérheté HSV-1 transzkriptomot felhasznaltuk (32.
abra).
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32. dbra A HSV-1 legaldbb hdrom, fiiggetlen kisérletben azonositott intronjai?®®. (A) Harmincnyolc intront mind a hat
adatszettben megtaldltunk. (B) Ot kisérlettel validdlt intronok. A legnagyobb “6t adatszettes” kombindcio (56%) azokat az
intronokat tartalmazza, melyek a négy lllumina adatszettben és a sajdtunkban kertlt azonositdsra. (C) Négy adatszett dltal
aldtdmasztott intronok szdma. Ezek 59%-at a négy lllumina adatszettben azonositottuk. (D) 274 intron hdrom fliggetlen
kisérletben volt jelen. DT”285; DD344; ST367; AW369; AR_S3%8 analysed by STAR; DD_S$3# analysed by STAR; KP_S379;

ST_S3¢7analysed by STAR. A betlik az adott publikdcio els6 szerz6i monogramjaira utalnak.
|
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A BoHV-1 transzkriptom elemzése soran olyan magas abundancidju fuzids transzkripteket
azonositottunk, amelyek tartalmazzak a bicp4 gén 5'-UTR régidjat és a teljes bicp0 gént, de a bicp4
gén kddold része ki van vagddva (33. dbra), ami egy kordbbi publikicié eredményeit megerd8siti3®3.
Amikor a bicp4 gén masodik kdpiajat vizsgaltuk, hasonld fuzids transzkripteket taladltunk, amelyek
a bicp4 5'-UTR-jét és a circ gén teljes egészét tartalmazzak. Ezek a kiméra bICP4-CIRC transzkriptek
ativelnek a cirkularis viralis DNS genomi hatdrain, tartalmaznak egy nagy intront, amely magaba

foglalja a bicp4 ORF-et.
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33. dbra Az IE gének genomi régioirdl leirodé BoHV-1 transzkriptek?®*. A hdrom IE gén nagy vdltozatossdagu splice-olt és nem
splice-olt transzkripteket dllit el6. A bicp4 gén 3’-csonkolt nem kodolé RNS-eket és alternativ TES-eket is kodol. A bicpO
transzkriptek jelentds részének kifejez6dését az icp4 promdter szabdlyozza. A bicp22 gén mutatja a legdsszetettebb
expresszios mintdzatot a BoHV-1 gének kézott, a tébb splice hely, TSS és TES haszndlata, valamint nagyon hosszu
transzkripcids dtirdsok miatt. A TATA box2 a kanonikus transzkriptek alap promdtere, mig a TATA box1 az OriS-en beliil
taldlhato. A TAATCGAT szekvencidrdl feltételezik, hogy a promdter VP16 kétéhelye. A transzkript abundancidkat

szindrnyalatokkal jel6ltiik az abrdn: a két szélsGségként a fekete nyilak magas abundancidat, mig a fehér nyilak alacsony
abundancidju transzkripteket jeleznek.

Bicisztronos ICP4-CIRC transzkripteket is azonositottunk, amelyek a teljes bicp4 és circ géneket

tartalmazzak. Nem tudjuk, hogy ezek érés el6tti vagy érett RNS-ek. Ugy gondoljuk, hogy a BoHV-1

circ gén IE kifejez6dési jellemz8jét a bicp4 promoter, az IE transzkripcids egység 1 (IEtul)3®3

biztositja. A bicp4 promdter TAATGAGCT szekvencidjat a tegument VP16 transzaktivator
két6helyeként irtak le33°. Hasonld szekvencidt (TAATCGAGA) is azonositottunk a bicp22 gén tévoli
promoterében, vagyis IEtu2-ben394. Ezek a herpeszvirus IE gén motivumok, a TAATGARAT-szer(i

|
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szekvencidk nem voltak azonosithatok a tébbi harom IE gén prométerében. igy a négy IE gén kozill
a bICP0-4at, bICP4-et és a circet az IEtul, mig a bICP22-t az IEtu2 szabdlyozza.

Az EBV, a HCMV és a KSHV transzkriptomok analizise szamos Uj splice izoforma azonositasat
eredményezte. Az EBV-nél nagyszdmu olyan, Uj intront irtunk le, mely ORF-en belil helyezkedik
el, koztik tobb olyat, mely kereteltolddast, vagy nonszensz mutaciot okoz. A KSHV-nal 10 genomi
régiot azonositottunk, amelyek fuzids transzkripteket kddolnak (20. abra).

6.3.3.5 Transzkripcids dtfedés hdlozatok

Eredményeink azt mutatjdk, hogy gyakorlatilag minden herpeszvirus gén produkal
transzkripcionalis atfedéseket (TO-kat) Ggy mint a divergens (fej-fej melletti), konvergens (farok-
farok melletti) és parhuzamos (farok-fej melletti) atfedéseket; az LRS technikdk egy bonyolult
transzkripcids atfedést tartak fel a szomszédos és akar az egymastdl tavolabbi helyeken
lokalizalodé gének kozott egyardnt. A tandem gének parallel atfedd, tobbgénes, 3'-koterminalis
transzkripteket alkotnak, amely egységek a herpeszvirusok archetipikus genomikus szervez6dését
képviselik. Sok virusgén esetén ugy taldltuk, hogy 5' csonkitott transzkriptek is leirédnak kiilénb6z6
TSS-ekkel, de ugyanazzal a TES-sel, amelyek un. ‘bedgyazott’ ORF-eket tartalmaznak, s N-
terminalisan roviditett polipeptideket kédolhatnak. A legtobb divergens gén ‘kemény’ TO-kat
produkal, a kanonikus transzkriptek atfedik egymast. Azonban néhdany esetben csak a hosszu Tl-k
hoznak létre fej-fej melletti TO-kat (Un. ‘puha’ TO-k), nem pedig a kanonikus RNS. A konvergensen
orientalt gének ‘puha’ TO-kat formdlnak transzkripcids atirds révén, s csak néhany esetben
figyeltink meg ‘kemény’ TO-kat (pl. az aHVs-ben az ul7/ul8, ul30/ul31 és ul50/ul51 génparok
esetében) (34. abra).

Projekjeink eredményeként jelentésen n6tt a mar ismert transzkripciés atfedések szama a
szomszédos és a tavoli gének kozott egyardnt. Kimutattuk, hogy gyakorlatilag a legtobb
virusgenom hosszu, atfedé RNS-eket expresszal.

a. Parallel (tandem) atfedések

A tandem orientdcidju gének kozott az atfedés lehet részleges, vagy teljes. Elemzésiink feltarta,
hogy gyakran e két jelenség egyiittesen el6fordul ugyanazon génpar kdzott.

b. Konvergens atfedések

A konvergens atfedések az egymassal szembenalld, ellentétes orientaciéjui RNS szintd interakcioit
biztositjak. Megkilonboztetiink ugynevezett kemény és puha atfedéseket (hard és soft overlap),
el6bbiek esetén az érintett génekrdl leirddd dsszes RNS atfedésben all a vele szembenalld génrél
leirédd traznszkriptekkel, mig utébbi esetben ez csak a transzkriptek hosszabb TES varidnsai
esetén fordul elé.
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34. dbra A virustranszkriptomok analizise sordn megfigyelt transzkripcios dtfedés tipusok sematikus abrdja®>. A virdlis RNS-
molekuldk kiilénb6z6 tipusu dtfedéseket képezhetnek az dtirdsok irdnydt és hosszat illetéen. A herpesz-, pox- és a
bakulovirusok transzkriptomdnak prototipikus szervezédése az, hogy a tandem génjeik dtfedd transzkripteket fejeznek ki
kézés 3’-végekkel. A 'soft' atfedéssel rendelkezé transzkripteknek révidebb nem dtfedé vdltozatai vannak (ezek a kanonikus
RNS-ek). A komplex dtfedések legaldabb két teljes, ellentétes orientdciéju gént foglalnak magukba.

c. Divergens atfedések

A divergens atfedések az egymassal ellentétes orientacidju, egymdsnak “hattal” all6 gének kozott
figyelhet6ek meg. Tobb szintl atfedést azonositottunk: a ‘leger6sebb’ esetben a transzkriptek a
szomszédos gén kddold régidit (KR) is érintik: KR/KR atfedés, ha ez mindkét partnergén esetén
fennall. Mas esetben csak az egyik génrél képz6d6 RNS fedi at a masik gén kddolo régidjat, mig a
masik csak az 5'-UTR régidba ér bele: 5'-UTR/KR atfedés. El6fordul, hogy csak a két gén 5'-UTR-
jeivel fednek at az érintett génekrdl expresszaldodd RNS-ek (5'-UTR/5'-UTR atfedés), mig bizonyos
esetekben nincs transzkript szint( atfedés, am a transzkripcié szabalyozdsdban kulcsszerepet
jatszd promoter szekvenciak (TATA boxok) atfednek egymassal.

|
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d. Atfedések a tavoli gének kozott /

A transzkripcids atfedések egy tovabbi formdjat a nem szomszédos, tandem orientacioju gének
alakitjak, ezeket tdvoli parhuzamos atfedéseknek neveziink. A kiilénb6z6 orientdcidju géneket
tartalmazé transzkriptek (cxRNS-ek) megléte arra utal, hogy a lokalis gének mellett a disztalis
gének is kolcsonhatdsba |éphetnek egymadssal kilonb6z6 tipusu transzkripciés atfedések,
ugynevezett komplex atfedések kialakitasaval. A HSV-1-ben ilyen szuperhosszi cxRNS-eket a
genom egészén azonositottunk, elsésorban a dRNS-Seq mddszerrel (35. abra).

151kb 54
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M ORF-ek és RNS-ek a reverz szalon az Ori atfedd raRNS-eket

35. dbra Az 1-es tipusu Herpes simplex virus szuper-hosszi RNS-ei?®. Ezeket a nagy (24 kbps) RNS molekuldkat az ONT
MinlON dRNS-Seq és PacBio Sequel technikdk segitségével azonositottuk. Sokuknak bizonytalan a TSS-e, kiilénésen azoknak,
amelyeket dRNS-Seq mddszerrel mutattunk csak ki. Az adott genomi régioban csak a leghosszabb RNS-eket jeléltiik, kivéve az
egymdssal komplementer, dtfedd transzkripteket.

6.3.4 Funkcid a strukturalis komplexitas mégott

Az LRS technolégidk megjelenése jelentGsen felgyorsitotta az Uj virus transzkriptek és Tl-ik, ugy,
mint a splice, TSS és TES valtozatok felfedezését. Szamos IncRNS-t azonositottunk az aHV-ok OriS
és OriL régidi kozelében®17:262272  Ezek funkcidja még nem ismert, csak feltételezziik a
replikacioban betoltott szerepiket (lokacidjuk, illetve a HCMV és EBV Ori régidiban leirt és
funkcionalisan vizsgdlt RNS-ei alapjan). Ezt az Uj RNS osztalyt replikacio origd-asszocialt RNS-eknek
(raRNS) nevezzik, s azok az RNS-ek alkotjak, melyek a virusok Ori-jai kbzvetlen kozelében irdodnak
le, vagy azokkal at is fednek”?%83%, Tovdbba olyan RNS-ek, melyek az Ori-k kérili, a virus
transzkripcid, illetve replikacid szabalyozdsaban résztvevd génekkel fednek 4t262.

A herpeszvirusok mindhdrom alcsalddjaban azonositottunk raRNS-eket, melyek a virus genom Ori
régioi koré térképezédnek>’#13272.29 tovabba a bakulo?’3- és cirkovirusokban?®? is talaltuk az Ori
régidkba térképez6dé6 transzkripteket. Egy altalanos, a herpeszvirusok mindharom alcsaladjat
érintd analizist végeztiink, melybe sajat és masok SRS, LRS és RAMPAGE-Seq [RNA annotation and
mapping of promoters for analysis of gene expression (RAMPAGE)3°®] adatait is bevontuk, illetve
konkrétan e régidk vizsgalata céljdbdl végeztiink tovabbi LRS és CAGE-Seq kisérleteket, gPCR
validdlast®,

Habdr nem kédoldé RNS-ekrél beszéliink az raRNS-ek esetébenis, s igy helyesebb lett volnaa 6.3.3.-
as fejezet alfejezeteként targyalni 6ket, azonban specidlis lokacidjuk és az ebbdl (is) kovetkezé

feltételezett szerepik miatt nagyobb hangsulyt helyezek a disszertacidoban rajuk, s egy fébb
alfejezetként targyalom 6ket.

|
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6.3.4.1 raRNS-ek: transzkriptek a replikdcios origok kézelében

Azok az RNS-ek tartoznak ide, melyek atfedik az Orik valamelyikét, vagy azok kozelébe
térképez6dnek. Vannak koztiik IncRNS-ek és mRNS-ek hosszu, 5'-, illetve 3'-UTR izoformai
egyarant.

a. Alfaherpeszvirusok—OriS

Az OriS lokacidja az a-herpeszvirusok esetén konzervativ, mindig az us1 génhez képest upstream
helyezkedik el. Az alcsalad altalunk szekvendlt 6t (PRV, HSV-1, VZV, EHV-1 és BoHV-1) tagja, illetve
a csak adatok szintjén feldolgozott Simian Varicellovirus (SVV) mindegyike esetén azonositottunk
0j, az OriS koril leirédo, illetve azzal atfedd transzkripteket és Gj RNS izoformakat.

A PRV-nél leirtuk egyrészt a NOIR-1 transzkript csaladot (non-coding RNA in the inverted repeat),
melynek kilénb6z6 hosszvariansai mind az IR régidban irédnak le és kdzos 3' koterminalisban
végzddnek. K6z6s a 3' végiik az antiszensz transzkripttel (AST) és az LLT-vel is®. A NOIR-1 spliceolt
variansat is leirtuk. Az altalunk leirt NOIR-2 szintén az IR régidbdl irédik le, a noir-2 gén az ie180
géntél downstream helyezkedik el, azzal parallel orientacidoban, mig konvergens allasban a noir-1-
hez képest. A NOIR-2 nagyon alacsony abundanciaju transzkript. Az ORF-ek hidnya arra utal, hogy
az 6sszes noir gén IncRNS. Egyik leolvasasi keretben sem figyelheté meg GC-preferencia, ez is
erdsiti azt, hogy nem kddold gének. Azonositottunk egy AZURE (antisense transcripts in the IR-US
overlapping region) névre keresztelt transzkriptet is, mely az usi-gyel ellentétes orientacioju. Az
AZURE egy IncRNS, mely részben atfed az us3 génnel, illetve az IR régid egy szegmensével. Az
AZURE hosszabb, TSS varidnsa részben az us4 génnel is atfed, antiszensz allasban.

Az EHV-1 azonositott raRNS-ei koziil az ORF65 (az usl, azaz az icp22 homoldgja) génjérél leirodo
hosszu 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 szabalyozasa alatt
all. Kimutattuk a PRV NOIR-1-gyel homoldg NOIR-t. Az EHV-1 NOIR-1 transzkriptnek két splice
izoformaja van, illetve azonositottunk spliceolatlan verziét is (36. abra).

«se

eknek a blCP4 nagyon hosszu TSS transzkript izoformaja, a masik pedig a bICP22 nagyon hosszu
TSS varidnsa. Ez a két TSS varians az OriS mellett egymdssal is atfed?84. Abundancidjukat (lévén
nagyon hosszuak) az LRS aldbecsiili. A bICP22-nek tobb izoformajat is azonositottuk. A TAATGARAT
és a TAATGARAT-szer(i szekvencidk a herpeszvirusok IE génjei aktivitdsdhoz sziikségesek3%’. A
bicp22 gén promotere az IE transzkripcids unit 1 (IEtul) tartalmaz TAATGARAT-szer(i szekvenciat
(TAATCGAGA) és az ehhez asszocidlhato TSS atfed az OriS-sel. Ez egyediilallé az alfaherpeszvirusok
kozott. Tovabba kimutattuk az ORIS-RNS1 és ORIS-RNS2 raRNS-eket is. A BoHV-1 raRNS-ek
alacsony abundancidjuak, s a fert6zés kés6ébbi id6pontjaiban jelennek csak meg.

A HSV-1-ben ugyanezt az organizaciot figyeltiik meg, mig a VZV-ben és a PRV-ben csak a bICP22
homoldgjanak hosszu 5' UTR variansat detektaltuk3%,

Szamos raRNS-t azonositottunk a VZV OriS-sel atfedésben is. A VZV-ben a csoportunk altal
kimutatott* raRNS-eknek egy csoportja a kanonikus ORF62-ben (icp4 gén homoldgja) helyezkedik
el, részben azzal ellentétes orientacidban (asRNS-ek). Tovabba, az us1 homoldég ORF63 hosszu TSS
variansai is atfedik az OriS-t (37. dbra).
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Ezeknek az RNS-eknek a funkcidja teljes mértékben ismeretlen, lehetséges, hogy a NOIR~
transzkripteknek is kozvetlen vagy kozvetett szerepiik van a replikacid szabalyozasaban.

« 7.z

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 SVV virusokban a transzkripcio szabalyozo gének (mint az us1 és az icp4) nagyon hosszu
5' Tl-jei 4tfednek az OriS-sel®>. Az aHV-okban az US1 RNS esetén egy rendkivil komplex splice
mintazatot azonositottunk. Azonositottunk egy a HSV-1 OriS-RNS1-ével antiszensz allasu IncRNS-
t. Az altalunk leirt NOIR-1 géncsaldd tagjai divergens allasiak 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 kédolé gént. Az EHV-1, VZV és SVV hosszu
US1 transzkript variansai a noir-1 gén promoéterébdl indulnak. A PRV-nél csak feltételezziik 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 izoformdja
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 rendelkezd Tl-ket talaltunk, amelyek
nagyon kozel helyezkednek el az OriS-en belili TATA-boxokhoz, ami arra utal, hogy ezek a
promoter elemek funkciondlisak lehetnek.

Al AR
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36. dbra Az EHV-1 OriS-kézeli transzkriptjei®2. Az dbrdn az EHV-1 OriS régidja és azok kérnyékérdl leirodo transzkriptek
Iathatdak. Fehérje kodolo gének: fekete nyil; nem-kodolé gének: zéld; mRNS-ek: kék; ncRNS-ek: piros nyil. A tobbi HV-vel vald
Osszehasonlithatdsdg érdekében a HSV-1 terminoldgia szerint neveztiik a géneket. Szinek intenzitdsa az abundancidra utal: 1:
1-9 leolvasds (read), 2: 10-49 read, 3: 50-199 read, 4: 200-999 read, 5: > 1000 read. Az intronokat vizszintes vékony 6sszekété
vonalak reprezentdljdk. A PCR sordn alkalmazott primerek pozicidit z6ld nyilakkal jel6lték.
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37. dbra A VZV OriS kérnyéki transzkriptjei®?. Az dbra a VZV dltal kédolt, az OriS régié kérnyékén leirddo transzkripteket
mutatja. Fehérje kddold gének: fekete nyil; nem-kodold gének: zéld; mRNS-ek: kék; ncRNS-ek: piros nyil. A tébbi HV-vel vald
Osszehasonlithatdsdg érdekében a HSV-1 terminoldgia szerint neveztiik a géneket. Szinek intenzitdsa az abundancidra utal: 1:
1-9 leolvasds, 2: 10-49 leolvasds, 3: 50—199 leolvasds, 4: 200—999 leolvasds, 5: > 1000 leolvasds.

b. Alfaherpeszvirusok—OriL

Az OriS régiodval ellentétben az Oril valtozatos lokaciéju az aHV-oknal: hianyzik a VZV és BoHV-1
genomokbadl, mig a tdbbi virus esetén mas-mas régidkban talalhaté. A HSV-1-nél az ul29 és ul30
gének kdz6tt, mig a PRV-nél és az EHV-1-nél az ul21 és ul22 gének kdzt3*> van.

A ’close to the Oril’ (OriL-hez kdzeli) CTO csalddot a PRV-ben azonositottuk el8sz6r>®272, harom,
3’ koterminalisban végz&d6 transzkriptet irtunk le. A rovid valtozat a CTO-S (short) (38. abra), a
kdzepesen hosszu a CTO-M (medium), mely az ul21 gén poliA szigndlja koril inicializalodik, illetve

a hosszu, azaz CTO-L (long) mely az ul21 gén transzkripcios atirdsabdl ered. A CTO-L az ul21 gén
|
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hosszd 3' UTR variansaként értelmezhetd. Az ilyen hosszi 3' UTR izoformak, egyéni TES-ek”
rendkivil ritkdk az aHV-okndl. A CTO-S hosszu 3' UTR varidnsa és a vele szemben, konvergens
allast ul22 gén hosszu TES transzkript varidnsa kozott konvergens atfedést azonositottunk.
Tovabbi technikdk, nagyobb lefedettséget biztositd szekvendldst kovetSen tovabbi RNS-eket
irtunk le ebben a régiéban'®, tébbek kdzott a CTO-S Uj TES izoforméjat, a CTO-M és —L TSS verzidit,
s egy nagyon hosszu, komplex RNS molekulat (CTO-S-cx). Azonositottunk antiszensz expressziot is
a CTO-S genomi lokuszaban. A CTO-S messze a legabundansabb PRV transzkript, a tobbi verzid
relative alacsony mértékben fejezddik ki. A teljes PRV transzkriptomot bemutatd dbran is
feltlintettik a CTO-S, -M és —-L transzkripteket (17. abra). Mind LRS-sel, mint gPCR-ral
meghatdaroztuk a CTO expresszids dinamikdjat, s az L kinetikai osztalyba soroltuk?’2.

A B C D E F

LR L

38. dbra A CTO-S transzkript kimutatdsa Northern blot analizissel?’2. Az A és a D sdvokba a fert6zést kbvets 4, a B és E
savokba 6 h-s RNS-t vittiink fel, mig a C és F sdvokba nem fert6zétt sejtekbdl izoldlt RNS-t.

Az EHV-1-ben is azonositottunk CTO transzkripteket (37. abra).
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39. dbra Az EHV-1 Oril-kézeli transzkriptjei®’. Az dbrdn az EHV-1 Oril régidja és azok kérnyékérdl leirddd transzkriptek
Idthatoak. Fehérje kodold gének: fekete nyil; nem-kddold gének: z61d; mRNS-ek: kék; ncRNS-ek: piros nyil. A tébbi HV-vel vald
Osszehasonlithatosdg érdekében a HSV-1 terminoldgia szerint neveztiik a géneket. Szinek intenzitdsa az abundancidra utal: 1:
1-9 leolvasds, azaz read, 2: 10-49 read, 3: 50-199 read, 4: 200-999 read, 5: > 1000 read.

Az EHV-1 CTO-S transzkript nagyon hosszu TES izoformaja koterminalisban végzédik az ORF35, 36
és 37 génekkel. Ez a transzkript egy cxRNS, hiszen antiparallel orientacidban is tartalmaz géneket
(ORF38 és 39), illetve feltételezéseink szerint ncRNS, mert az elsé ATG (az ORF37-¢) tul tavol esik
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a TSS-étél. Egy, a CTO-S-sel antiparallel transzkriptet is detektaltunk. Az ORF40 gén (az ul21
homoldgija) kédol egy TES varianst (CTO-L), mely kotermindlisban végz&dik a kanonikus CTO-S-sel.
A PRV CTO-M-mel homoldg transzkriptet nem azonositottunk (feltételezziik, hogy csak a régidban
kapott relative alacsony lefedettség miatt). A hosszabb CTO-S izoforma TATA boxa az Oril-lel
egybeesik. A PRV-hez hasonldan az EHV-1-ben is extrém abundans a CTO-S RNS.

c. Bétaherpeszvirusok

Kimutattuk, hogy a kordbban azonositott HCMV RNA4.98> transzkripcidja az OriLyt-rél indul.
Kimutattuk az UL593%, SRT® és VRNA-2% transzkripteket is?*#2, Tovabbd, az UL58 IncRNS-nek két
hosszabb, mig az UL59 IncRNS-nek egy révidebb izoformdjat is azonositottuk®?.

d. Gammaherpeszvirusok

Az EBV BCRF1 génjének hosszu, TSS varidnsa atfedi az OriP-t*®. Hasonldoképpen, a BHRF1 gén
hosszu TSS izoformdja az Orilyt-tel fed at. A BHLF1 gén prométere az OriLyt-en belil van®®. Mi
leirtunk szdmos Uj IncRNS izoformat, melyek vagy atfedik az OrilLyt-R-t az intronjaik révén, vagy az
Ori-bdl inicializdlodnak®?.

Kimutattuk, hogy a KSHV litikus reaktivaléddsa soran az 1,4 kbp hosszusagu IncRNS mellett tobb
kiilonb6z6 hosszlsagu OriLyt-L-asszocidlt ncRNS is leirédhat ugyanabbdl a TSS-bdl. Az Orilyt-L
rovid, fehérje kddold génekkel van korilvéve. Ezek balrédl a K4.2, K4.1 és a K4, mig jobb oldalrél a
K5, K6 és K7 gének*1492 Kordbban leirtdk, hogy a K4, K4.1 és a K4.2 mind mono-, bi- és
tricisztronos formaban is leirddnak?®3, a mi elemzésiink azonban egy sokkal ésszetettebb RNS
profilt tart fel, beleértve spliceolt, nem spliceolt, s kiilonféle hosszisagu RNS variansokat egyarant.
Feltartuk azt is, hogy a K5 és K6 gének nem csak egyedileg fejez6dnek ki, hanem splicingon
keresztiil is, ami kiilonb6z6 hosszusagu elsé exonnal rendelkez6 mRNS-eket eredményez. Fontos
megjegyezni, hogy eredményeink 06sszhangban vannak a kordbbi transzkriptomikai
tanulmanyokkal#®44%¢ ugyanakkor az OriLyt-L lokuszrdl leirddé kiillénbozé virdlis RNS-ek szamat is
bévitik. A KSHV latencia lokusza négy fehérjekddold gént [K12, K13, ORF72, ORF73 (LANA)] és
tizenkét pre-mikro RNS-t (pre-miRNS-t) kddol*%6-4%8 |tt tébb IncRNS-t is azonositottunk, amelyek
antiszenszek a miRNS-kddolé genomikus régidkkal szemben.

6.3.4.2 raRNS-ek: a transzkripciot szabdlyozo gének RNS izoformdi

Az us1 génrél leir6ddé RNS-ek koziil szamos nagyon hosszu 5'-UTR izoforma, amelyek divergens TO-
kat alakitanak ki az ICP4 transzkriptekkel az EHV-1-ben (36. abra), VZV-ben (37. dbra) és HSV-1-
ben. Az HSV-1-ben az US10-12 poligénes transzkriptek 5'-UTR izoformai divergens TO-t hoznak
létre az icp4 génekkel. Tovabb3a, az HSV-1-ben észleltiink egy ICP4 TI-t egy kiterjedt 5’ UTR-rel, ami
atfedi az us1 gént. A BoHV-1-ben az icp4 3' UTR izoformaja parallelt TO-t alkot a downstream icp0
génnel, de az icp4 ORF ki van vagddva ebbdl a transzkriptbdl, s igy egy fuziés RNS-t eredményez,
amely tartalmazza a teljes hosszusagu icp0 gént és az ICP4 RNS 5’ UTR-jének egy részét. Tovabb3,
ICP4 TI-k hasonlo fuzids és bicisztronos RNS-eket hoznak létre a BoHV-1 CIRC RNS-sel.

TOMBACZ DORA MTA Doktori értekezés



98
mr a 2 13 24 A virdlis transzkriptom rejtett komplexitasa

6.3.4.3 A transzkripciot szabalyozo gének kézelébe térképezédé ncRNS-ek /

A BoHV-1-ben és PRV-ben olyan asRNS-eket azonositottunk, amelyek atfedik az us1 gént. Az ELIE
azicp4 és icp0 gének kdzott helyezkedik el, az egyik Tl-je 5'-koterminalis a NOIR-1 transzkriptekkel.
Az ELIE-t a PRV mellett az EHV-1-ben is azonositottuk. Tovabba leirtuk az AZURE IncRNS-t a PRV-
ben, az as6b4-et az EHV-1-ben, s szdmos egyéb, RNS-t és TI-t melyek a transzkripcié
szabalyozasaban részt vevd gének kornyékén irddnak le, az azokrdl leirddo transzkriptekkel, vagy
azok Tl-ival atfednek®?,

6.3.4.4 A DNS replikdcioban részt vevé gének dtfedései

A Simplexvirusokban a divergens ul29-ul30 génpdr hosszu 5’ UTR izoformai nem csak az Oril-t,
hanem egymadst is 4tfedik. Erdekesség, hogy mindkét gén a DNS replikécio f§ szabélyozoéit kddolja.
Mind a HCMV (ul/57), mind a HHV-6 (ul42) esetében az ul29 ortoldgok az OriLyt mellett talalhatok.
Kiemelend§, hogy az aHV-okban 6sszesen harom "kemény" TO létezik a génparok kozott, s ezek
kozil az egyik partner mindig egy olyan gén, amely a virusreplikaciéban vesz részt. Ezek a TO-k
magukban foglaljak az ul30/ul31, ul6-7/ul8-9, ul50/ul51 parokat (u/30: DNS-polimerdz; ul8: DNS
helikdz; ul9: origin binding protein - OBP; u/50: dezoxiuridin-trifoszfataz).

6.3.4.5 A TSS-ek meghatdrozdsa

A transzkriptom kutatdsok egyik nagy kihivdsa az RNS-ek TSS-einek pontos meghatdrozasa.
Amellett, hogy szamos LRS és SRS mddszert alkalmaztunk, validalasként a CAGE-Seq technikat is
bevezettiik. Bizonyos virusok esetén végeztek kordbban CAGE-Seg-et, ezen esetekben csak az
adatokat hasznaltuk fel, azonban szamos virus, igy pl. KSHV, EHV-1 (40. abra), vagy az MPXV esetén
sajat kisérleteket végeztiink. A KSHV eredményeinket mdasok RAMPAGE adataival3® is
Osszevetettik.
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EHV-1 Oril; (B) KSHV OrilLyt-R; Nagyobb felbontdst haszndltunk az alacsony gyakorisdgu TSS-ek jobb Idthatdsdga érdekében.
A CTO-S transzkript expresszdloja nagyon nagy mértéki (A). Az y tengely az 5’ végek valdszinliségi becslését mutatja
valdszinliségi siirliségfliggvény segitségével®2. Az abrdk also részében kertiltek feltiintetésre a megfelel6 genomokhoz tartozo
kodolo szekvencidkkal kapcsolatos informdciok (ORF-ek, Ori-k; mig a jobb oldalon a genomok GenBank referencia azonositoi.
A pozitiv szdl lefedettségi adatait és a kodolo szekvencidk annotdcidjdat piros, mig a negativ szdlat kék szinnel abrdzoltuk. Az
EHV-1 Ori régidja feketével, mig a KSHV-ben zélddel van dbrdzolva.
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6.3.5 Dinamikus transzkriptom: a génexpresszio idébeli valtozasainak elemzése

Szamos virus esetén meghataroztuk a géntermékek relativ expresszids szintjét. Az IE gének
azonositdsdhoz CHX kezelést végeztiink, mely fehérjeszintézisgatld, hianydban nem termel6dnek
azok a TF-ok, melyek az E és L gének leirédasahoz sziikségesek. A gének kinetikai besoroldsahoz
alkalmaztuk a PacBio, illetve az ONT szekvendlast egyarant, el6bbi esetben az amplifikdcié mentes
IsoSeq modszert, mig utébbi esetben a dcDNS szevendlast. A PacBio IsoSeq konyvtarakat
szekvenaltuk az RSIl-vel a PRV’ és a Sequel-lel a VACV'?7 esetén, mig ONT MinlON-on
szekvenaltuk a HSV-1288, a VACVY"2%7 és a BoHV-1%22 dcDNS kényvtarakat a dinamikus RNS profiljuk
elemzéséhez.

6.3.5.1 A dinamikus PRV transzkriptom

A herpeszvirusok transzkriptomanak (féként HSV-1 és PRV) dinamikus tulajdonsagait korabban
szamos moddszerrel tanulmdanyoztdk, beleértve a microarrayt®®41° |llumina szekvendldst?®9411,
valamint az &ltalunk végzett qRT-PCR elemzéseket>*!2, Sajat PhD témam is a PRV génexpresszid
gRT-PCR-rel vald elemzését emelte a fokuszba?, s azt kdvetSen, az LRS mddszer bevezetését
megel6zGen is ezzel a technikdval foglalkoztam, vizsgaltuk kilonféle mutans PRV torzsek fehérje
kodold génjeinek kinetikajat, a génmutacidk 6ssz-génexpresszidra gyakorolt hatasat (ezt a 6.3.7.-
es fejezetben targyalom?79-281,

Az LRS mddszerek megjelenésével azokat els6ként vezettiik be a virusok dinamikus transzkriptom
profilalkotdsdhoz is’”. A PRV transzkriptom id8beni valtozdsainak vizsgalatdhoz a PacBio RSl
szekvenaldsi platformjat haszndltuk. Ennek a munkdnak kett6s célja volt: egyrészt a PRV
transzkriptek jellemzése és osztdlyozasa kinetikai tulajdonsagaik alapjan egy Uj mddszerrel,
masodszor pedig annak bemutatdsa, hogy az LRS mddszer hogyan hasznalhatd és mennyire
hasznos a globdlis transzkripcié kvantitativ elemzésében, az id6ben valtozé génexpresszié Ossz-
genomszinti profilozasaban.

A konyvtdrkészitést 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 kvantifikalast nem tette lehet6vé 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%,
kizartuk az elemzésbdl. A PRV transzkriptek poligénes természete egy tovabbi nehézség volt a
transzkriptek azonositasa soran. Azokat a poligénes egységekr6l szarmazd, inkomplett readeket,
melyek legaldbb 8 bp-t tartalmaztak az upstream génbdl, a hosszabb RNS molekuldhoz kalkulaltuk.
Ezt a kiisz6bot a PRV statikus elemzésekor® tapasztalt, a transzkriptek TSS-ére vonatkozd (~ 4 bp-
0s) hossz polimorfizmus miatt allitottuk be. A virus transzkriptek kinetikai kategorizaldsat azon
elvek alapjan végeztiik, hogy az E gének a virus fert6zési ciklus korai id6szakdban nagymértékben
kifejez6dnek, ugyanakkor a kés6bbi id6szakokban relative alacsony expressziét mutatnak. Az L2
gének viszont csak kis mértékben fejez6dnek ki a fert6zés elsé oraiban, s késébb valnak
abunddanssa. 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 (41. abra).
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ORF-1M2
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UL33-34-35
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41. abra A PRV gének transzkripcios kinetikdja hétérképes dbrdzoldsa’. A PRV transzkriptek Fx értékei elkiiloniilG expresszics
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

A 42, abra azt mutatja, hogy az altaldnos E, L1 és L2 génkifejez6dések jelentdsen kilonbdznek
egymastoél. Az E gének magas relativ kifejez6dést mutatnak a DNS replikacio kezdete elStt, amely
12 h-val a fert6zés utan jelentGsen csokken. Az L2 gének ’inverz’ kinetikdt mutatnak az E-khez
képest. Az L1 gének kezdetben eltéréen viselkednek az E génektdl, mig kés6bb expresszids
gorbéjiik hasonléva lesz. Ellenben, az L1 gének az infekcid elsé éraiban az L2 génekhez hasonld
kifejez6dési dinamikdajuak, ami az infekcid masodik felében eltérévé valik. Az E gén termékek
maximalis értékeikhez viszonyitott ardnya magasabb volt az L génekhez képest az infekcio els6 4
6rdjaban. Minden gén expresszidja né 6 és 8 h kozott; latszolag részben a virus DNS replikdcio
miatt. Az E gén termékek mennyisége tipikusan csdkken 8 és 12 h koz6tt, ami ellentétes az ebben
az id6szakban névekvé L2 transzkriptumok mennyiségével.
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42. abra A hdrom kinetikai osztdlyba tartozo transzkriptek Fx értékei dtlaga’. Az E gének relativ expresszids értéke magas a
fert6zést kévetd elsé orakban, mig az L2 géneké a kései idépontokban. Az L1 transzkriptek expresszios profilja intermedier.
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6.3.5.2 A HSV-1 gének kinetikai analizise

A HSV-1 gének a fert6zést kovetd expresszids dinamikajat is elemeztiik. Az egyes transzkripteket
a LoRTIA programcsomaggal hatdroztuk meg. A program azonositja a TSS-eket, a TES-eket, az
intronokat, majd ezekbdl , épiti fel” a transzkripteket, Tl-kat. A 43. abra a HSV-1 gének TSS-ei és
TES-ei eloszlasat, s ezek id6beli vdltozdsat mutatja 0sszgenom szinten. Az dbrdkon az ONT
szekvenalds nagy id6beli felbontdsu adatai mellett a tobbi konyvtarkészitési és szekvenalasi
madszerrel (mix RNS-ekbél szarmazd) nyert adatainkat is feltlintettiik.

HSV 1 O'kb ) 20I kb , 4q kb : Gﬂ‘kb , Eq kb ‘ 10? kb , 129 kb , uu‘kb :
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43. dbra A HSV-1 TSS és TES poziciéinak 6sszgenom szintii dbrdzoldsa?5é. A TSS-eket (A) és a TES-eket (B) a LORTIA szoftverrel
dllapitottuk meg. A kék szin a forward, mig a piros a reverz szdlon aktiv TSS és a TES pozicidkat mutatja. A fekete vonalak a
kanonikus, korébban mdr azonositott TSS-eket, illetve TES-eket jelzik, ezek sziirke vonallal az egész dbrdn keresztiil mutatjak
az ismert poziciokat. A narancssdrga téglalap alaku blokkokkal az ORF-eket dbrdzoltuk.

|
TOMBACZ DORA MTA Doktori értekezés

101



Dora 213 24

A virdlis transzkriptom rejtett komplexitasa

A kilonboz6 transzkript kategoériak dinamikajat a 44. abran szemléltetjik, beleértve a TSS
izoformakat (A panel), splicing varidnsokat (B panel), TES izoformakat (C panel), és poligénes RNS-
eket (D panel). Szdmos mono- és policisztronos RNS és Tl eltéré mértékben expresszalddik a virus
fert6zési ciklusa soran, az egyes (altalunk vizsgalt) id6pontokban.
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44. dbra Példdk a dinamikus HSV-1 transzkriptombdl?%8. Az abrdk bal oldaldn a Ti-k strukturdjat abrdzoljuk sematikusan, mig

jobb oldalt az egyes izoformdk idépontonként valtozé abundancidjat bar ploton mutatjuk log10-es skdldn. (A) Az ul10 gén 5

1

UTR varidnsai és 5' végén csonkolt izofomdi. (B) Az us1 splice varidnsai. (C) Az ul27 és izoformdi, pl. alternativ termindcio. (D)
Az ulll-14-es régio kotermindlisban végzédd transzkriptjei — mono- és poligénes RNS-ek egyardnt. * mdsok dltal leirt

variansok

TOMBACZ DORA

MTA Doktori értekezés

102



D)r a 2 13 24 A virdlis transzkriptom rejtett komplexitasa

6.3.5.3 A BoHV-1 dsszgenom-szintii génexpresszios vdltozdsainak vizsgdlata

A CHX-szel kezelt mintakban az aldbbi gének esetén mértiink expresszidt: bicp4, bicp22, bicpO, circ,
és ul54. A bicp22 és a bicp4 nagyon magas, mig a tobbi hdrom mérsékelt expressziét mutatott. A
bicp22 gén expresszids szintje magas a teljes vizsgalati peridédus alatt a nem kezelt sejteken is,
bicp4 viszont kevés RNS-t termelt. Azt feltételezzilkk, hogy a CHX-kezelt mintakban vald
expresszidja ellenére az ul54 nem valddi IE gén, mert eltérGen a bicp4, bicp22, bicpO, és a circ
génektbl, melyek esetén az expresszio mértékét a CHX kezelés (és ennek koncentracidja)
gyakorlatilag nem befolydsolja, az u/54-é drasztikusan csokken a névekedett CHX ddzis hatdsara.

Az IE gének aktivitdsdhoz sziikséges TAATGARAT szekvencidhoz a tegument VP16 fehérje kot,
amely az Oct-1 sejtes faktort segiti*'® abban, hogy az IE transzkripcidban részt vegyen.

Mi nem azonositottunk TAATGARAT-szer(i szekvencidt az ul54 promodterében. Nem zarjuk ki
azonban, hogy az ul54 valéban egy IE én a BoHV-1-ben, de — masokhoz hasonléan inkdbb ennek
ellenkezG6jét valdszin(sitjik. Az ul54 gén CHX-kezelt sejteken mutatott expresszidja azzal a ténnyel
magyarazhatd, hogy ez a gén a korai fert6zési id6pontokban nagyon aktiv, melyet a szuboptimalis
(20 mg/mL) CHX kb6zegben is lathatunk. Csak feltételezni tudjuk, hogy a 100 mg/mL CHX
koncentracié esetleg nem volt elegendd az ul54 gén transzkripcidjanak teljes blokkolasahoz, vagy
elképzelhet6 az is, hogy a tegument bICP4 transzaktivator képes volt az emlitett génrdl az észlelt
alacsony szint(i expressziot kivaltani (a BoHV-1 bICP4 transzaktivatort szintén kimutattdk a virus
tegumentjében*). Az ul54 IE gén a Simplexvirus genuszban, de nem az a Varicellovirus
nemzetségben, ahova a BoHV-1 is tartozik. Azt talaltuk, hogy az icp4 promdtere és a gén hosszu
izoformajat szabalyozé prométer TAATGARAT-szer( szekvenciat tartalmaz. A circ gént egy korai
tanulmanytdl eltekintve®> nem tekintik IE génnek. Eredményeink szerint a circ IE expresszidja
legaldbb részben az icp4 promoéter altal szabalyozott. Erre a bizonyiték a kimerikus ICP4/CIRC
transzkript. Ugyanez a helyzet a bicp0 és bicp4 génekkel, melyek az IEtul-rél olvasédnak le, mint
egy egységnyi transzkript, mely aztdn kilonféle splicing eseményeken megy keresztil, s igy
generalja a bICP4 RNS-t (IER4.2) és a bICPO RNS-t (IER2.9)3%3,

Ezt kdvetben a kanonikus, illetve a nagy abundancidju, alternativ TSS-ek transzkripcids kinetikajat
vizsgaltuk a virusfert6zés soran (45. abra). A TSS-ek expresszios értékét ugy hataroztuk meg, hogy
a readszamukat elosztottuk a minta 6ssz virus readszamdval, majd a géneket az expresszids
gorbéjiik alapjan kategorizaltuk. Tovdbba, Osszehasonlitottuk az eredményeinket a korabbi,
klasszikus médszerekkel meghatarozott kinetikai besoroldsokkal*?2416-419, Egy transzkriptet IE-nek
hataroztunk meg, ha a maximum expresszids szintje 1, vagy 2 h-kor van (utébbi esetben csak
akkor, h 1 h-kor is nagymértéki a kifejez6dése). Korai kategdriaba azokat a géneket soroltuk,
melyek 2, vagy 4 h-kor érik el az expresszids csucsot, el6bbi esetben csak, akkor, ha 1 h-kor
alacsony a kifejez6désiik mértéke. Az ul54 gén ez a megkozelitésiink alapjan is az E kategdriaba
kerllt. Az E/L gének a maximumukat 6 h-kor, mig az L gének 8, vagy 12 h-kor érik el. Ez a
kategorizalas felfedte a circ gén kanonikus promdterét, és azt, hogy mind a kanonikus, mind a
legerGsebb alternativ prométer (amely a bICP22-S2 transzkript kifejez6dését szabalyozza) IE
kinetikat mutat, annak ellenére, hogy nem tartalmaznak TAATGARAT-szer(i szekvencidkat. gy,
ahogy fentebb targyaltuk, ennek a két génnek az IE jellemzG6i nem kizardlag az icp4 prométer altal
vannak meghatarozva.
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Log10 FC, a 6 h-s idépontokhoz viszonyitva
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45. dbra A BoHV-1 normalizdlt génexpressziét dbrdzolo hétérkép?3*. Az adott gén adott id6pontbeli TSS abundancidjat
osztottuk a 6 h-s értékkel, s ennek log10-es értékét abrazoltuk a heatmapen. A 6 h-s adatokat nem dbrdzoltuk. A két jobbszélsé
oszlop a kinetikai annotdciokra utal, a belsé az irodalmi, még a kiilsé a sajat adataink alapjdn.
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6.3.5.4 Avirusgén domének idéfiiggé kifejezédése

Az izoformdk (kiilonosen a splice variansok) amelyek kiilonb6z6 fehérjedoméneket hordoznak,
gyakoriak az emberi sejtekben és bizonyitottdk, hogy fontos szerepet jatszanak a rak
kialakuldsaban®?°. A virusokban, ahol a transzkriptek ©sszetettsége és ugyanabbdl a génbél
kifejezett transzkript izoformdk szdma sokkal magasabb, ez a jelenség még fontosabb lehet. A
transzkript izoformak aranyanak valtozdsa kilonb6z6 funkcionalitast indukalhat, azaz bioldgiai
kovetkezményeket valtoztathat meg példdul a kddoléd szekvenciak fehérjedoméneinek
jelenlétének/hianyanak megvaltoztatasaval. A BoHV-1 transzkriptom vizsgalata soran a
virusfert6zés alatt e lehetséges jelenségek megfigyelése érdekében az isoformswitchanalyser
eszkdzt33® hasznéltuk a LORTIA altal kapott transzkript mennyiségeken.

A 46. abra az annotdlt fehérjedoméneket, jelpeptideket és IDR-eket mutatja be a néhany példagén
transzkriptjeiben. A transzkripteket 0,001-es kiiszobértékre szlirtiik (csak azokat a transzkripteket
tartottuk meg, amelyek elértek 0,1%-ot a sziil6 génjik abundancidjabdl barmelyik mintdban). Az
elemzés eredményei szerint az us4.5 gén 5' végén csonkolt transzkriptjei nem rendelkeznek az
Osszes 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 késGi szakaszaban az us4 gén US4 transzkriptjei valnak dominanssa (46. abra). Ez azt
jelentheti, hogy egy kezdeti "zajos" transzkripcié (amely funkcid nélkili transzkripteket
eredményez) utdn a transzkripcid a funkcionalis mMRNS-ek kifejezésére valt. Ezt a megfigyelést az a
tény is aldtamasztja, hogy az us4 egy kései gén, a fert6zés korai szakaszaban nem sziikséges. Nem
zarhato ki, hogy az US4.5 transzkript funkcionadlis, és lehetséges, hogy szabalyozhatja az us4 gén
kifejez6dését. Hasonld mintat taldltunk az ul44 gén esetében: a 4 6ras mintakban sok rovid
izoforma irddik le a kanonikus UL44 mellett, de 6 6rara ezek mennyisége jelentésen csokkent, és
a kifejez6dési profil a kanonikus izoformdra allt be. Az azonnali korai bicp4 gén esetében ez éppen
forditva volt: a kanonikus bICP4-SP1 transzkript csak a 2 éras mintdban volt domindns. A 4 6ras
mintdkban a 3' végén csonkolt RNS-ek magas expresszidjat mértik; majd a 6 éras mintaktdl
csokkent az ardnyuk az 5' végén rovidilt transzkriptekhez (bICP4.5, 4.6 és 4.7) képest. A 8 és 12
Oras mintakban azok a transzkriptek, amelyek nem hordozzadk az ICP4 fehérjedoménjének C-
terminalis részét (Herpes_ICP4_C), valtak a legabundansabb bicp4 izoformava.

A bicp0 gén két splice varianst fejez ki (azonos doménszerkezettel) a kanonikus izoformaval
nagyjabol egyenlé6 mennyiségben, de 2 dra utan jelent8s csokkenést figyeltiink meg. Tébb 5'-
csonkolt izoforma (néhany annotdlt domén nélkil) kisebb abundanciaban fejez6dott ki a
virusfert6zés kés6bbi szakaszaiban. Tobb masik gént is azonositottuk az isoformswitchanalyserrel,
amelyek izoforma valtast mutatnak 'kévetkezménnyel' (ul18, ul21, ul40, ul44), de ezekben a
génekben az izoforma arany nagyon hasonlé volt minden mintaban a 2 h-s id6pontot kovet6en.
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46. dbra A szines boxok a Pfam adatbdzis haszndlatdval azonositott fehérje doméneket mutatjdk?s*. Az dbrdn a bicp4, bicp0
és az us4 gének a fertézés sordan mutatott izoforma strukturdit és az expresszios profiljukat tiintettiik fel. A megvdltozott RNS
expresszios profil eredményeként izoforma switchet (vdltdst) detektdltunk, mely vdltdsok a fehérje domén struktura
vdltozdsat is indikdljdk, tovabbd vdltozdst a szigndlpeptid tartalomban, vagy a predikdlt fehérje rendezetlenségében (IDR). A
transzkript izoformdkat kddoldsi valdszinliséglik alapjdn csoportositottuk (amit a CPAT2 REF-fel értékeltiink). A 3’- és 5'-
csonkolt transzkriptek csak prediktdlt ORF-eket tartalmaznak.
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6.3.5.5 A VACV dinamikus transzkriptoma

A LoRTIA-val azonositott transzkriptek kinetikai analiziséhez k-means és hierarchikus klaszterezést
végeztiink (47. abra, A). A k-means klaszterezés arra szolgdlt, hogy leirja ezeknek a klasztereknek
a temporidlis kifejez6dési szintjeit (47. dbra, B). Az aldbbi expresszids profilokat kaptuk: az ,early-
down” csoport folyamatosan csokkend Rt értékeket mutatott a fert6zés kezdetétél, mig a ,mid-
up-down” klaszter helyi maximuma 2 és 3 h kozott figyelhet6 meg. A , late-up-down” RNS-ek
klaszterének Rt értékei 6 h-ndl érték el a maximumot; a ,late-up” klaszterbe tartozd
transzkripteknek egyértelm( késGi aktivitdsa van, 8 h-ndl érve el az Rt értékek maximumat,
valamint a konstans, ,constant” klaszterbe tartozd transzkriptek a teljes virusciklus soran
kismértékd expresszids valtozdst mutattak.
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47. dbra A legabunddnsabb VACV RNS-ek és TI-k expresszios profiljai?®’. A virus transzkriptek Rt értékei 6t kinetikai
csoportban kiilonbéz6 expresszids profilokat mutatnak. (A) A virus transzkript klaszterek expressziés mintdzata. Ot kiilénbéz6
VACV transzkript klasztert dbrdzolja a hétérkép mdtrix. Minden sor az RNS relativ expresszios szintjeinek vdltozdsait
reprezentdlja. A piros téglalapok magas relativ expresszios értékeket, a fekete téglalapok alacsony relativ expresszids
értékeket jeleznek. (B) K-means klaszterelemzést haszndltunk az 6t, hierarchikus klaszterezéssel nyert csoport idébeli
expressziojdnak jellemzésére. A klaszterek relativ Rt dtlagértékeit dbrdzoltuk a fertézés vizsgdlt idépontjaiban.
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6.3.5.6 A VSIV transzkriptom idébeli elemzése /

Az LRS médszerrel kimutattuk, hogy a latszolag egyszerU, kisméretl VSIV genom egy valdjdban
bonyolult transzkriptomikai strukturat kddol?®>42!, s hogy ez a vizsgalt két sejtvonal esetében
jelent6s kiulonbségeket mutat, mind a transzkriptek felépitését, mind pedig azok idébeli
kifejez6dési dinamikajat illetéen. A transzkripteket, beleértve az egyes mintdkban lévé RNS-ek
readszamait is, a LoRTIA programmal hataroztuk meg, s vizsgaltuk a transzkriptek kédold
kapacitasat is. Ezzel a megkozelitéssel Gsszesen 16 Uj transzkriptet azonositottunk (mindkét
sejtvonalban), amelyek kifejez6dnek a VSIV genomrdl (48. abra). Ezenkivil taldltunk az egyes
sejtvonalakra jellemzé transzkript variansokat is.
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48. abra A VSIV transzkriptom kinetikai profilja*?’. Az dbrdn az annotdlt transzkripteket dbrdzoltuk idépontonként és
sejtvonalanként. A sdrga nyilak a VSIV géneket jeldlik; a kék nyilak a kordbban mdr leirt, kanonikus RNS-eket illusztrdljdk; a
z6ld nyilak azon transzkripteket illusztrdljagk, amelyek mindkét sejttipusban azonosak; az indigokék nyilak csak a gliasejtekben
taldlhato transzkripteket jelélik; a sététvérések pedig csak a fibroblaszt sejtekben taldlhatokat. Nem kaptunk olyan readet,
amely a teljes L gént leirta. Ezt teal (kékeszéld) szinnel jel6ltiik. N: nukleokapszid, P: foszfoprotein, M: mdtrix fehérje, G:
gliikoprotein, L: polimerdz

A VSIV transzkriptek kinetikai elemzése kiilonboz6 szerkezeti és idGbeli expresszids mintazatot tart
fel a VSIV gének esetében a két sejtvonalban. Eltérés figyelheté meg az 5’-csonkitott és a kanonikus
RNS-ek aranyaban a gének esetében minden id6pontban és mindkét sejttipusban.
Altalanossagban a fibroblaszt sejtek nagyobb szazalékban termeltek bedgyazott transzkripteket.
Kivételt képeznek az L és a G gének, ahol nagymérték(i a beagyazott gének expresszidja. Ezeknek
a rovid RNS-eknek az aranya hasonlé mintat kovetett: nagyon alacsony szdzalék az infekcid
kezdetén, csucs 6, vagy 15 h-ndl, majd csdkkenés 24 h-nal. Ezeket izoforma-valtasi eseményeknek

tekinthetjiik. Az 5'-csonkitott transzkriptek legmagasabb ardnyat az M és N gének esetében
- -~
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figyeltiik meg: itt a gén kifejez6désének 60—-75%-a allt ezekbdl transzkriptekbél. Ez a minta még
inkdbb megfigyelhetd volt az M gén esetében a gliasejtekben is, csak itt az ardnyok alacsonyabbak
voltak, de a gorbe alakja egyértelmlien hasonlé. Ez arra utal, hogy ezeknek a roviditett
transzkripteknek a kifejez6dése eltér6en szabalyozott a gazda (kanonikus) RNS-eihez képest,
valamint a két sejtvonalban is kilénb6z6. A P gén esetében a poligénes transzkriptek hasonld
mintat mutattak, de aranyuk alacsonyabb volt. Mindkét sejtvonalban a legmagasabb értékeket a
P gén 6 h-s mintaiban észleltiik: gliasejtekben 1,8%, fibroblaszt sejtekben 5,5%. Az aranyok ezek
alatt az értékek alatt ingadoztak egyértelmd trend nélkdil.

6.3.6 Poszttranszkripciés modifikacidok elemzése

Az RNS-ben lév6é 5-metilcitozin (5mC) egy poszttranszkripcios modositas, amely hasonldan
m(ikdodik, mint a DNS-ben taldlhaté 5mC, de az RNS molekuldk funkcidjat és stabilitasat
befolydsolja. Az RNS-beli 5mC mddositas hozzajarul az RNS molekuldk strukturdlis integritdsahoz,
befolyasolja az RNS splicingot, az RNS stabilitasat, a fehérjeszintézist, és szerepet jatszik az RNS
kozvetitette epigenetikai szabdlyozdsban is. Az RNS-metiltranszferaz enzimek specifikusan
metildljak a citozin nukleotidokat az RNS-ekben. Az RNS-metildcio széles korben elterjedt az
él6vilagban, és megtaldlhaté mind az eukariétakban, mind a prokariétdkban. Az RNS 5mC szerepét
aktivan tanulmanyozzdk szamos bioldgiai folyamatban, beleértve a sejtdifferenciaciét, a
stresszvalaszt és a betegségek kialakuldsat. A kutatasok arra is ravilagitottak, hogy az RNS 5mC
szintje valtozhat kiilonb6z6 korilmények kozott, példaul fejlédés soran vagy valaszul kornyezeti
stresszre, ami szabdlyozza a génkifejez6dést és befolydsolja a sejt viselkedését.

Az A-tél I-ig (adenin-tél inozinig) hipereditdlas szintén egy poszt-transzkripcidos maddositasi
folyamat*??, amely sordn az adenin nukleotidok inozinna alakulnak 4t az RNS molekuldkban. Ezt az
atalakitast az ADAR (adenosine deaminases acting on RNA) enzimcsaldd végzi. Az inozin a
szekvenciaspecifikus fehérjék altal guanozinra (G) hasonlit, ezért az RNS-transzlacid soran gyakran
G-ként értelmezik, ami valtozasokat eredményezhet az RNS molekuldk szerkezetében és
funkciéjdban. Az A-tél I-ig hipereditdlas szerepet jatszik szamos bioldgiai folyamatban, beleértve a
neurotranszmissziot, az RNS splicingot és azimmunrendszer mikodését. Ez a mddositas hozzajarul
az RNS molekuladk diverzitdsdhoz és komplexitasdhoz, valamint fontos szerepet jatszhat bizonyos
betegségek kialakulasaban is.

Az ONT dRNS-Seq mddszere lehetévé teszi a nukleotid metilacié és egyéb, az RNS szerkesztés
sordn megvaltozott nukleotidok elemzését kozvetleniil, a nativ RNS-ek szekvenaldsa révén. A
biszulfit konverziét alkalmazva, s az igy atalakitott RNS populaciét lllumina kényvtarkészitéshez
felhasznalva, a metilacié azonban SRS moddszerekkel is detektdlhaté. Az AcMNPV példdjan
keresztiil szemléltetem az RNS-ek mddosulasaival kapcsolatos eredményeinket.
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6.3.6.1 5mC metildcié — az epitranszkriptom vizsgdlata

A dRNS-Seq nyers, illetve a biszulfit konverzids adatokat haszndltuk a transzkriptek metilacios
helyeinek azonositdsdhoz. Az ONT leolvasasokat a Tombo szoftverrel elemeztiik. A fals pozitiv
eredmények csokkentése érdekében kiszlirtik a 30-szoros lefedettséget el nem éré
transzkripteket az analizisbdl, illetve azokat is, ahol a mddositasokkal rendelkezé readek frakcidja
nem érte el a 30%-ot. Valdjaban nem taldltunk szignifikans korrelaciot a nyers frakcidban a
lefedettség és a metilalt nukleotidok kozott (49. abra, A). Azonositottunk egy lehetéséges
metilacios konszenzus szekvenciat (UUAC*CG, ahol a * a metilalt C-re utal), ami a log-likelihood
aranyok helyes eloszlasat mutatta (49. abra B). A biszulfit-konverzids Illumina szekvenalas
eredménye aldtdmasztotta a fenti konszenzus szekvencia metildciéjat. A kanonikus C helyektdl
valé eltérés is egyértelmlen észlelhetd volt (49. abra C). A potencidlis fals pozitiv helyek
azonositdsa utdn 325 lehetséges 5mC metildcids poziciét kaptunk 12 virusgénben (ac-39k, ac-bro,
ac-ctl, ac-odv-e25, ac-orf-58, ac-orf-73, ac-orf-74, ac-orf-75, ac-p40, ac-p6.9, ac-polyhedryn és ac-
vp39). A kanonikus C helyektdl vald eltérés itt is egyértelm(ien észlelhetd volt (49. abra C).
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49. dbra Az AcMNPV RNS-ek 5-mC metildcioja?. (A) Nem figyelheté meg jelentds korreldcié a lefedettség és a nyers
frakcioban lévé metildlt nukleotidok szdma kdzdtt. A sdrga pontok a tovdbbi elemzést igényl6 poziciokat jelélik. (B) A
UUAC*CG szekvencia (metildlt poziciok csillaggal jel6lve) tesztstatisztikdi. Ez a panel a motivumot kévetd és nem kévetd helyek
tesztstatisztikdinak eloszlasat dbrdzolja az 6sszes megadott motivumra. (C) Egy potencidlis metildlt citozin az ODV-E25

transzkriptben, az ORF-en beliil (5mC csillaggal jeldlve). A piros gérbék az elektromos jeleket jelzik, mig a sliriiségek az
alternativ jel szinteket.

TOMBACZ DORA MTA Doktori értekezés

/

110
V4

N\

4



111 Z
mr a 2 13 24 A virdlis transzkriptom rejtett komplexitasa ///

A dRNS-Seqg-kell ellentétben, az lllumina biszulfit szekvenalas nagy lefedettséget eredményezett.
A biszulfit konverzid értékeléséhez kontroll (konvertdlatlan) mintak szekvenalasat is el kellett

végezni. A Tombo-val azonositott 325 metilalt pozicidbdl 234-et kimutattunk a biszulfit konvertalt

mintdkban is. Itt a fals pozitivak elkeriilése érekében 25-sz6ros lefedettséget hataroztunk meg

minimumként. Osszességében 7897 potencidlis metildlt poziciét azonositottunk, 99 génben. Az

ac-0rf-12 transzkript 3'-UTR-ében 31 potencidlis citozin poziciét detektaltunk, mely minden

esetben konvertalt, azaz metilalt volt. Az azonositott, potencialis metilalt helyek (minimum 25-

sz0ros lefedettséggel) 88%-a a gének ORF-jeiben van, mig 20%-uk UTR-ekben.

6.3.6.2 A-l hiperszerkesztés /hipereditdlds

Az ORF19-L readek nagy szazalékaban detektaltunk A- | szubsztitlciét (valdjaban a szekvenalaskor
A helyett G-t), mely az ezzel a génnel parallel 4tfedd, révidebb readekben nem volt megfigyelheté.
Megallapitottuk, hogy az 6sszes szubsztitucid 50%-a A-bdl G-be torténd atalakulas volt (50. abra),
mig az atfed6 readek esetén 16,9% (p < 0,0001, egyoldali Fisher-féle egzakt préba) (51. dbra).
Bedllitottunk egy 16,9%-0s szubsztitucids kiiszobértéket a szekvenalds pontatlansagdbdl eredé
esetleges zaj kiszlirésére. Eredményeink szerint az ORF19-L minden adeninjének 18%-a magas
szintet (X = 0.839, o = 0.153), mig az atfed6 readek adeninjeinek 4%-a alacsony szintl A-tol G-ig
torténd atalakuldst mutatott (x=0.224, 0 = 0.051). Az ADAR altal felismert lehetséges szerkesztési
motivum jelenlétének azonositasa érdekében kiszamitottuk a szerkesztett A koridli 5 nt
bazisfrekvencidjat. Kordbban kimutattak, hogy egy G-ben gazdag kérnyezet és egy ‘felfelé irdnyuld’
U stabilizdlja az RNS-ADAR komplexet az eml8s sejtekben®?3. Jelentésen magasabb U frekvenciat
észleltlink kdzvetlenil a szerkesztett bazis el6tt (x2(1, N = 79,455) = 79,338.023, p < 0.01), miga G
frekvencidja csak enyhén volt magasabb (x2(1, N = 79,454) = 79,340.021, p < 0.05) a szerkesztett
bazistél downstream a +5 pozicional.
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4 4 + . ~-l- - I_ 1 - B
L  — - G 6,41% | 1,72% 0,00%
=1 & =l - - - F T
B 1 - - -
e e S
T I R T e a— U 2,75% | 12,66% | 4,07%
B R IR S T
Ii- S o -I
I = ST,
AcORF-19
1
. AcORF-19-L
Annotalt gén =1+ Editalt adenozinok
mm Annotalt RNS \
i Csonkolt vég i Readek

50. dbra Az AcORF-19 transzkript hiper-szerkesztése?? (A) A-tdl I-ig hiperszerkesztett AcORF-19 readek. Az dbra az AcORF19-
L transzkript leolvasdsait mutatja (rozsaszin sdvok). A barna vonalak a readekben bdzismddositdsokat jeldlik. Ezek a
modositdsok a kanonikus RNS 5’-UTR-jében taldlhatok. (B) Az AcORF-19 readek szubsztituciés mdtrixa. A
referencianukleotidok a szubsztituciéos mdtrix bal oldaldn taldlhatok, mig a mdtrix jobb oldala a nukleotidok szdzalékos
ardnydt tartalmazza. Ldthatd, hogy tébb mint 50%-uk G betdi.

|
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szerkesztési eseményeket jelzik, mig az alacsony gyakorisagu szubsztituciok a szekvendldsi hibdkra utalnak. A piros szin a

gyakorisdga (a transzkriptet kodolé genomi région jelélve). A magas gyakorisdgu szubsztituciok az A-tél G-ig térténd
magas, mig a kék szin az alacsony szerkesztési gyakorisdgot jeléli.

51. dbra Az AcORF-19 transzkript hiper-szerkesztése?3. Az AcCORF-19 RNS-en az A-tdl G-ig térténd szubsztitucio helyei és
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6.3.7 A géndeléciok hatasa a viralis transzkriptomra

A homoldg rekombinacidval készitett mutdns PRV-kben a kilitott gén teljes virdlis transzkripcidra
gyakorolt hatdsat gqRT-PCR technikaval vizsgaltuk. Az elemzéshez minden esetben ugyanazon
kortulmények kozott a vad tipusu virus transzkriptomot is vizsgaltuk, kontrollként. Az alabbiakban
harom kulcsfontossagu gén delécidja okozta fontosabb hatasok egy szeletét foglalom 6ssze.

6.3.7.1 ul54A

A PRV ul54 génje az E gének kozé tartozik, mig homoldgja, az icp27 a HSV-ben IE gén. Az ICP27 és
homoldgjainak szdmos funkcidja ismert, tdbbek kozott a transzkripcié*?4, és a DNS replikacig??®
szabdlyozasa, a gazdasejt fehérjeszintézisének ledllitdsa, a poliadenildcids helyek hasznalata®?.
Kimutattdk, hogy az ul54 gén deléciéja sulyos replikdcids hibdkhoz vezet*?’. Egy korabbi
tanulmany*?® arrél szdmolt be, hogy az ul54 gén és fehérjeterméke nem alapveté a PRV
novekedéséhez és replikacidéjdhoz szovettenyészetben; azonban a mutans virus csokkent
novekedési képességet mutatott. Azt is kimutattdk, hogy ez a multifunkciondlis fehérje nem
elengedhetetlen a gazdasejt ledllitdsdhoz, és hogy hidnya kései fehérjék felhalmozéddsat okozza
a fert6zés korai szakaszaban, sejttipustdl fliggd mdédon*?®. Az ul54 gén a virus életciklusidban

bet6ltott szerepe alig ismert.

Eredményeink szerint a fert6zést kovetd 1 h-ban ez E gének expresszidja joval alacsonyabb a
mutacié hatdsdra, mint a wt-ban, mig 2 h-val a fert6zést kovet6en gyakorlatileg egyforma a
kifejez6dés mértéke a két genom esetén (52. dbra). Ellenben az E/L és az L génekkel, amelyek
ugyanebben az id6szakban tul-expresszalédnak a mutdnsban. Ez utdbbi eredmény 6sszhangban
van Schwartz és munkatarsai megfigyelésével, akik a késdi virustermékek felhalmozddasat
mutattdk ki a fert6zés E szakaszaban*?®. A transzkriptek szintjének éltalanos csokkenését figyeltik
meg 4 h-kor, ami Osszefliggésben lehet a DNS-szintézis kezdetének a két genotipusra gyakorolt
kiilonb6z6 hatasaval. A kilonboz6 kinetikai osztalyokba tartozd gének 6 h-kor eltéréen
viselkednek; jelentds esés figyelheté meg az L gének expresszidja mértékében, mig adataink
alapjan az E génekre ekkor nincs hatdssal a mutacié. Végil, a PRV gének minden kinetikai
osztalyaba tartozé gén jelent&sen represszaltta valik 8 h-ra. Kiemelném, hogy a fertézés utan a 4.
h-ban, amikor minden gén expresszidja jelentésen csdkkent a mutansban a wt-hoz viszonyitva, az
egyetlen kivétel a LAT, mely kozel 8-szoros novekedést mutat. A vizsgdlati periddus egésze alatt a
legnagyobb génexpresszids novekedést a mutans genom ul53 génjénél detektaltuk, (8,25-szeres)
6 h-kor, s ez a gén az egyetlen, amely 8 h-kor abunddnsabb az ul54A virusban, mint a wt
hatterében. Ezt a jelenséget azzal magyardzhatjuk, hogy az ul53 és a deletalt u/54 gének egymas
mellett helyezkednek el a genomon, és az ul54 cisz- vagy transz-haté, elnyomo hatdst gyakorolhat
az ul53-ra, ami a mutdns virusbdl hidnyzik. Azonban az ul52 gén, amely szintén kotermindlis RNS-
eket termel az ul54-gyel, kevésbé abundans a mutansban, ebben a fertézési szakaszban.

0,51 0,59 0,41

1,76 1,87 0,47 2,14 0,57
0,34 0,50 0,30

52. dbra A kinetikai osztdlyokba tartozo gének dtlagos R értékei ardnydnak (az Rr értékek) hétérkép-szerii abrdja?°. A
piros szin azokat az értékeket mutatja, ahol a mutdns virusban az R érték magasabb, mint a wt-ban, mig a fekete forditva.
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6.3.7.2 ep0A /

Az ep0 a PRV-ben egy korai gén, mig a HSV-1-ben a homoldgja (icp0) az IE kinetikai osztalyba
tartozik. Az EPO egy transzaktivator, de kimutattak, hogy tobbek kdzott a vhs promoter aktivitasat
is elnyomja“??°,

Azt talaltuk, hogy a PRV gének atlagosan koriilbelll 1,5-szer magasabb szinten irédnak le az ep0A
virusban, mint a wt-ban a fert6zést kovet6 els6 éraban, a legnagyobb mértékd hatdst az E génekre
gyakorolja. Az epOA és a wt virus kozotti legjelent6sebb génexpresszidbeli kiilonbségeket az elsé
2 6raban és a fert6zés késdi szakaszaban (12-t6l 24 6raig) figyeltlink meg. A 0-tdl 2 6raig terjedd
id6szakban az E gének atlagosan jelent6sen nagyobb mértékben fejez6dnek ki a mutansban, mint
a wt virusban, ami arra utalhat, hogy a tegument EPO fehérjének szuppressziv szerepe van a
virusgén-expresszidban a fert6zés e szakaszaban.

Tovabba, az epOA esetében a virusgének (és kilonodsen az L gének) expresszidja joval kisebb
mértéki a wt-hoz viszonyitva, a 12-t6l 24 6rdig tarté id6szakban, ami arra utal, hogy az EPO fehérje
stimuldld szerepet jatszik ebben a fert6zési szakaszban. Az epO gén delécidjanak egy masik
jellemzd jelensége, hogy a mutans virus E transzkript szintjei jelent6sen csokkennek 4 h-ndl a 2 h-
hoz képest, ami nem igaz az E/L és L génekre. Ezt a jelenséget azzal magyarazzuk, hogy a
tegumentbdl szarmazd EPO fehérjé kicserélédik a de novo EPO-ra 4 h-ra, ami el6segitheti az E
gének transzkripcidjat. A két virus expresszids gorbéi kozti jelentds kiilonbség, hogy a mutdns virus
transzkript szintjei 6 h-ndl csicsosodnak, mig a wt virus E/L és L génjei 8 h-ndl, az E gének pedig 24
h-nal (helyi maximumok 2 és 8 h-nal).

Eredményeink szerint az E transzkriptek netté valtozasanak dinamikaja (Rd) szinte tokéletesen
inverz mintat mutat a két genetikai hattérben, ami nem igaz az E/L és L génekre (53. abra).

E E/L L
08 1,0
06 0.8 fﬂ\
04 0,6
04
s 0.2 @ g oo
2 00 3 g "
T o o a 00
! 0.2
0,4 -04
-0,6 -0,6
0,8 -0,8 -0,8
12 468 12 18 24 12468 12 18 24 12468 12 18 24
1d8 (h) 1dd (h) Idé (h)
—a— epOA —e— epOA —a— epOA
—°— wt —o— wt — o~ wt

53. dbra. Az E, E/L és L gének dtlagos RA értékei idébeli vdltozdsai a wt é€s az ep0-mutdns virusban?”°. Az E gének dtlagos
RA expresszios gorbéi forditott (inverz) lefutdsuak a két virusban, a mdsik két osztdlyban nincs ilyen egyértelm( mintdzat.
Eredményeink alapjdn az EPO fehérje egységesen stimuldlo hatdsu az 6sszes kinetikai osztdlyba tartozo gének expresszidjdra,
a 12-24-h kézti fertézési periodusban.

|
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6.3.7.3 wul414

A virion host shutoff (VHS) fehérje, amelyet a PRV ul41 gén kddol, egy mRNS-specifikus
endoribonukledz**. Az ul41 kései gén, amely beépiil a tegumentbe®3¥432, Kordbban kimutattuk,
hogy VHS fehérje nem alapvetd jelentGségl a virus miikodése szempontjabél, mivel a vhs-
knockout virus megérzi a ndvekedési képességét mind tenyésztett sejteken, mind pedig in vivo®.
Azonban a VHS delécidja 5-10-szeres csOkkenést eredményez a virushozamban
sejtkultirdban®3433, valamint jelentds virulencia-veszteséget okoz***, ami arra utal, hogy a VHS
fontos szerepet jatszik a virusfert6zésben?*>43¢, A VHS fehérje a virdlis és gazdasejt mRNS-ek
degradacidjat okozza*®. A VHS tovabbi funkcidi: a virus transzkripciéjdhoz sziikséges
ribonukleotidok biztositasa, a fertGzésre adott gazdavalaszok megakadalyozdsa bizonyos sejtes
gének, mint példaul a TNF-receptor 1 gén mRNS-einek eliminaldsaval*!.

Eredményeink szerint az E gének expresszidja alapvet6en megvaltozik a vhsA virusban. Azt
tapasztaltuk, hogy a vizsgalt PRV transzkriptek mindegyike alacsonyabb mértékben expresszalédik
a vhsA esetén, mint a wt-nal (Rr < 1) 1 h-val a fert6zés utan (54. abra). Ennek a jelenségnek a
magyardzata a kévetkezd. Habar a virdlis mRNS-ek is a VHS fehérje célpontjai®*¥’, a cellularis
mRNS-ek a virus RN&z altali preferencidlis degradécidja**® ebben a fert6zési szakaszban
kompenzdlhatja ezt a hatdst két kiilonb6z6 mddon: azaltal, hogy megsziinteti a gazda és a virus
kozotti versenyt a sejt transzlacids appardtusdért a virus javara, és az Ujonnan szintetizalt virus
RNS-ek nyersanyagaként szolgald Uj ribonukleotidok el&allitdsaval. Eredményeink szerint ebben a
fert6zési id6pontban a VHS-nek nincs a PRV gének kiilonb6z6 kinetikai osztdlyaira nézve eltéré
hatdsa. A fert6zés utan 2 h-val a VHS gatld hatdst fejt ki a PRV RNS-ekre mindharom kinetikai
osztalyban (54. abra), néhany kivétellel. Ugy tiinik tehat, hogy 1-t8l 2 h-ig atvalt gatld hatasuva a
virus mRNS-ekre nézve. A 2-t6l 4 h-ig tartd id6északban a VHS hatdsanak csokkenése figyelhet6
meg. Az E/L és L gének atlagos expresszids értékei a mutansban gyakorlatilag megegyeznek a wt
viruséval 4 h-kor, ellentétben az E transzkriptekkel, amelyek atlagosan nagyobb expressziét
mutatnak a mutdns torzsben. Ezt a jelenséget a tegument VHS fehérje csokkend szintjével
magyarazzuk, amely egyenletesen hat a virusgének kiilonb6zé kinetikai osztalyaira, mig az
Ujonnan szintetizalt VHS fehérje szintje novekszik, s ennek ugy tlinik, hogy differencialt hatasa van
a kiulonféle kinetikai osztalyba tartozo génekre. Az E gének kifejez6dése jelent6sen magasabb a
mutansban, mint a wt virusban 4-t6l 24 h-ig, ami 8 és 12 h-kor a legjelentésebb. Az L gének
expresszidja nem valtozik jelent6sen a mutans virusban a wt-hoz képest 4 h-kor, egyes L gének
expresszidja még alacsonyabb a vhsA-ben, mint a wt-ben a fert6zés szamos idépontjaban, pl. az
ull, ul5, ul10, ul19, ul44, ul48 és us1 gének. Az E/L RNS-ek atlagos szintjei mindig az E és L szintek
kozott esnek a 6-tél 24 h-ig tartd intervallumban. Négy és 6 h-kor nem figyelhet6 meg a VHS
szelektiv hatdsa az E/L és L kinetikai osztalyu PRV géneken. A VHS fehérje az E/L és L transzkriptekre
gyakorolt hatasa hasonldan alacsony az els6 6 h alatt, mig ez nem igaz a virus E génjeire. Az E gének
expresszios értéke gyorsan né a 4 h-tél 12 h-ig tartd id6szakban, de 18 h-ra élesen csokken;
azonban ezen transzkriptek mennyisége még ebben az id6pontban is magasabb a vhs-deletalt
virusban, mint a wt virusban (18 h). Az E/L transzkriptek értéke minden id6pontban nagyobb, mint
1, 6 és 18 h kozott, cslcspontjat 8 h-nal kdzepes szinten érve el az E mRNS-ekhez képest. Adataink
azt jelzik, hogy 24 h-ndl nincs szelektiv hatasa a VHS fehérjének az E/L RNS-ekre. Az L gének
transzkriptjeire csak enyhe hatdst fejt ki a VHS fehérje, a 6-tdl 24 h-ig terjedd idészakban.
Kimutattuk, hogy VHS fehérje a leger6sebb hatast az E és E/L génekre gyakorolja 8 és 12 h kozott.

TOMBACZ DORA MTA Doktori értekezés



Osszességében a VHS fehérje nagy gatld hatast fejt ki az E gének RNS szintjeire (r = 0.582), kdzepes
hatést az E/L (r = 0.894) génekre és alig van hatasa az L génkifejez6désre (r = 0.960).
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54. abra A VHS mutdns és a wt virus transzkriptek R értékei ardnya hétérkép-szerii megjelenitése?!. A géneket a kinetikai
osztdlyaik szerint csoportositottuk. Az dbra az E és E/L gének expresszids szintjében bekdvetkezd drdmai mértékii emelkedést
mutat 8 és 12 h-ndl, a mutdns virusban. Szinkdd: fekete: legnagyobb Rr érték, sététpiros: legkisebb Rr érték, fehér: 1-hez kézeli

Rr érték.

TOMBACZ DORA

K| Gén | th | 2n | 4h | 6h | 8h | 12h | 18h | 24h
IE | ie180 0,951 0,849 1,346 M 2,007/ 1,580
E| epo 1,184 1,871 :
E| w9 1,582| 1,087| 1,111 1,5686| 1,999 | 0,976 1,067
E| wer |0779 1,779 1,823
E | w23 1,219| 0,827 1,988 Ll 1,745
E| w29 1,743| 1,331| 1,754 8l 1,348] 1,196
E | ul30 1,835 60 Gyl 1,627 | 1,147
E| wso0 1,038| 1,829 1,933
E | w2 2,071] 1,957 | 2,111 1,121
E| w54 1,893| 0,917 1,774 1,836
E| us3 1,207 | 1,581 | 2,102
EL| w4 1,926 1,493 1,333] 1,197
EL| w5 1,026 0,876 | 1,507 1,160 | 1,280
EL| w20 1,290 1,337 0,838 1,446 1,506
EL| uM3 1,637| 0,922| 1,857 1,152
EL| w53 1,088 | 1,074 1,337 | 1,798 0,967
EL| us6 0,908
EL| us9 1,508| 1,881 | 1,969/ 1,206
L] wn 0,889| 1,286 | 0.774] 1,122
L| ws 1,264 1,477
L| we 1,147 | 1,240| 1,685 | 1,674/ 1,241
L | wno 1,993 1,269 1,017
L| w7 0,912| 1,303 | 1,526| 1,410| 1,754 | 1,377| 1,173
L| w9 2,060 1,021 1,150| 1,562
L | w22 | 0837|2176 1,987 0,874 1,530 2,032
L| wi2a ;L] 0,848 1,655 051 | 0,971/ 1,179
L | w32 |0945 0,971] 1,613 1,199] 1,247 | 0,965| 1,024
L | w33 1,466| 1,167 | 2,028 1,456 | 1,388| 1,171
L| w3 -4 1,567 1,812 1,708| 1,043 | 0,867 | 0,837
L| wsz 0,952 1,588
L| w2 1,284 0,869 [ 0,781 1,239 | 0,865/ 1,561
L| w44 1,396 1,141
L | wums 1,881 1,059| 0,976 | 0,857
L | w495 1,763 0,721/ 0,753 1,557 | 1,329 | 0,755
L| ws1 1,440 | 1,047 1,650 | 1,107 1,473
L| ust 0,941 0,815 0,752 1,191
AST 1,298 1,087| 1,229 | 1,176
LAT 1,176
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6.4 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 disszertacidban részletesen a BoHV-1 a Bos taurus
transzkriptomra kifejtett hatdsaval kapcsolatos eredményeinkre fokuszalok, tovabbad a VACV
gazdasejtjeinek a virusfert&zés kovetkeztében megvaltozd génexpresszids profiljat mutatom be.

6.4.1 A Bos taurus transzkriptom és BoHV-1 fert6zés hatasara bekévetkezd valtozasai

BoHV-1 fert6z6tt sejtekbdl az alabbi technikakkal készitettlink konyvtarakat: az ONT dcDNS-Seq,
ONT amplifikalt cDNS szekvendlds random primerekkel és lllumina SLRS. Mindharom technikat
alkalmaztuk a szarvasmarha transzkriptom annotdcidjahoz, mig a dcDNS-Seg-et a BoHV-1
gazdasejt génexpresszidra gyakorolt hatasanak id6beli valtozo elemzésére.

Bos taurus transzkriptek annotaldsa: A transzkriptek detektdldsat és annotaldsat a LoRTIA
fel, hogy ezeket a szekvencidkat legaldbb két fiiggetlen mintdban meghatdrozza a LoRTIA. igy
Osszesen 11025 TSS-t, 21317 TES-t és 139771 intront azonositottunk. Tovabb3d, a LORTIA 6sszesen
227672 B. taurus transzkriptet hatarozott meg, melyek median hossza 1678 nt.

A konszenzus TATA boxokat a gének TSS-ei el6tt, azoktdl atlagosan 31,15 nt tavolsagban
azonositottuk, mig PAS-okat atlagosan 25,35 nt tdvolsagra a gazdagének TES-eitSl. Adataink azt
mutatjak, hogy a virusfert6zés nem okoz jelent8s valtozast a prométerek és a TSS-ek, valamint a
PAS-ok és a TES-ek kozotti tavolsdgban (55. abra, A, B). Nem taldltunk szignifikdns modosulast a
TSS £5 nt kornyezd régidjdban és a szarvasmarha gén TES-ek +50 nt kornyez6 régidjdban a
fert6zés soran (55. abra, C, D).
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55. dbra A virusfertézés hatdsa a gazda transzkriptek TSS-eire és TES-eire®3. (A) A TATA-boxok tdvolsdga a TSS-ektél és (B)
a poliadenildciés szignalok tdvolsdga a TES-ektdl bazisparokban. A (C) TSS-ek és a (D) TES-ek szekvenciamotivuma a mock-
fertézott sejtekben, ill. 4 és 12 h-val a fert6zés utadn.
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A fert6zés sordn a gazdasejtekben bekovetkezd splicing, TSS és TES valtozasok értékeléséhez a~
LoRTIA altal azonositott transzkriptek kdzil azokat vontuk be az analizisbe, melyekbél tobb mint
tiz leolvasast kaptunk. Osszesen 130 transzkriptet detektaltunk, melyben alternativ splicing
figyelhet6 meg (56. abra, A).

Ismert, hogy a FOS fehérje (proto-onkogén), amely a stressz jelatviteli Utvonal ‘azonnali reagaléja’,
gyorsan lebomlik, ha a harmadik intronja megmarad**®. Kimutattuk a FOS transzkript nem
splicingolt vdltozatat nagyon alacsony gyakorisaggal, és az RNS tovabbi, a fent emlitett exont nem
tartalmazo splice variansait, amelyek a fert6zés elsé érajatol kezdve jelen voltak (56. abra, B). Ez

meger@siti a FOS a virusfert6zés korai id6pontjaiban vald jelenlétér6l sz6lé korabbi
eredményeket?39440,

A
_ Alternativ splicing_ (130)
_ Downstream TSSéMZ)
_Upstream TSS (80)
-Upstream TES (122)
. , ~Downstream TES (72)
Nincs hatasa Nem kontrollal (162)
(4,309)
B
86 498 000 bp 86 490 000 bp 86 491 000 bp ‘ 86 492 000 bp
— > > ) )] L > > > > > ) )
FOS
C
3825000 bp 3827 000 bp 3829 000 bp 3831000 bp 3833 000 bp
—— .- i | ] . -
SOD1
- L | ] . L ]

56. dbra A virusfertézés hatdsa a gazdasejtek transzkript izoformdira?33. (A) A fert6z6tt sejtekben a mock sejtekhez képest
Osszesen 546 olyan TI-t detektdltunk, melynek legaldbb tiz readje van. (B) A sziirke téglalapok a korabban kimutatott Tl-kat
képviselik. A kék téglalapok az FOS transzkript egy uj, nem spliceolt és két uj spliceolt vdltozatdt jelzik. Az intronokat a
téglalapok kézétti vonalak dbrazoljak. Az intron, amely a FOS megnévekedett lebomldsi sebességéért felelGs, pirossal lathato.
A narancssdrga téglalapok az ORF-et jeldlik. (C) A kék téglalapok a SOD1 uj TES izoformdjdt, a vonalak az intronokat, a
narancssdrga téglalapok pedig az ORF-et dbrdzoljgk. Egy upstream TES-t tartalmazo SOD1 izoforma a fertézés sordn
kimutathato, de a mock-mintdkban nem azonosithato.

A gének 3'-UTR-jeiben gyakran el6fordulnak miRNS-célpontok, hozzajarulva az mRNS
lebomlasahoz. igy a révidebb 3’-UTR a transzkript stabilitdsanak névekedéséhez vezethet, mig a
hosszabb 3'-UTR-eket tobb miRNS és egyéb transz-haté elem is megcélozhatja, ezdltal eltéré
szabalyozdsi mintdkat generdlhat®*!. Adataink elemzése soran 72 olyan RNS-t észleltiink,
amelyekben a TES-ek downstream helyezkedtek el, és 122 olyan varianst, amelyekben a TES-ek
inkdbb upstream helyezkedtek el, mint a mock mintdkban. A szuperoxid-dizmutdz 1 (SOD1)
védelmet nyujt az oxidativ kdrosoddsok ellen**?, beleértve az interferon (IFN-1) jelatvitel altal

|
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kivaltott kdrosodasokat is**3. A fertézott sejtekben kimutatott SOD1 3'-UTR izoformaja rovidebb

volt, mint a mock sejtekben (56. abra, C).

Egy kordbbi tanulmanyban kimutattdk, hogy a HSV-1 fert6zés hatdsara a gazdaszervezetben a
transzkripcids terminacio zavart szenved, s ez kiterjedt transzkripcids dtfedéseket eredményezett
a szomszédos géntermékek k6zo6tt3®8. Eredményeink szerint a poliadenilalt transzkriptek hossza
jelent6sen megvaltozott a BoHV-1 fert6zés masodik 6rajatdl kezdédéen. A RNS-ek hosszanak
legkifejezettebb novekedése 2 6ra (+ 134 bp valtozas), mig a legnagyobb csékkenést 12 h-nal

észleltiik (- 193 bp) a mock-hoz képest.

Gazdagén expresszid valtozasa a virusfert6zés soran: 6sszesen 8342 gazdagént azonositottunk,
amelyek tiznél tobb transzkriptet produkaltak mindharom biolégiai parhuzamosban. Differencial
expresszios (DE) analizist alkalmazva 0,01-es hamis felfedezési arany (FDR) kiiszobértékkel, a 8342
gazdagén kozil 686 olyan gént azonositottunk, amelyeknek jelentésen megvaltozott az
expresszios szintje virusfert6zés hatdsara. A géneket expresszids profiljuk (és nem abszolut
expresszios szintjuk) alapjan csoportositottuk. Az elemzés ezen részében az expresszios szintek
idésorait egy relativ skdldra transzformaltuk, amely a mintavételi pontok kdzotti expresszids
valtozasokat reprezentdlja. Ez lehetSvé tette a gének csoportositasat expresszids profiljuk alapjan
a virusfert6zés soran az abszolut abundancidjuk helyett. Hat génklasztert azonositottunk
jellegzetes expresszios profillal (57. abra). Négy olyan géncsoportot (2-5. klaszter) azonositottunk,
amelyek allanddan overexpresszaltak voltak, azaz nagyobb mértékben fejez6dtek ki a fert6zés
minden idGpontjdban, mint a mock sejtek esetén, egy olyan géncsoportot, ahol az expresszids
szintek folyamatosan csokkentek a virusfertGzés teljes id6szaka alatt (6. klaszter), és végil egy

csoport, amely kezdetben overexpressziot, majd downregulaciét mutatott (1. klaszter).
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57. dbra A gazdagének differencidl expressziés analizise?®3. (A) A hétérkép a hat azonositott, elkiiloniilé klaszter relativ
expresszios értékét mutatja. (B) A hat klaszter normalizdlt dtlagos relativ expresszios értéke. (C) A gén otoldgia (GO) szerint a

Fejl6dés/morfogenezis
Immunvalasz/gazda védekezés
Transzkripcié/RNS lebomldas
Transzlacié/fehérje-hajtogatas
Virélis transzkripcié
Anyagcsere/energia

gének eloszldsa a hat funkciondlis kategdridval tarsitva. K: klaszter
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Overreprezentacids elemzést végeztiink a PANTHER szoftverrel. A fellilreprezentalt géneket a
Gene Ontology (azaz gén-ontoldgia; GO) adatbazis szerint hat funkcionalis csoportba soroltuk (57.
abra): 296 gén jatszik szerepet a sejtanyagcserében, 257 részt vesz a transzkripciéban és az RNS
lebomlasaban, 242 a fejl6dési és morfogenetikai folyamatokban, 187 a sejtmetabolizmusban,
immunvalaszban, 161 a transzlaciéban és a fehérje feltekeredésében, mig 61 gén specifikusan
kapcsolédik a virustranszkripcidval kapcsolatos folyamatokhoz.

Az els6 klaszter génjei (n=53) kdzepes expressziot mutattak a fert6zést megel6z6en (amely
atmenetileg enyhén overexpresszalt volt az 1 és 2 h idGpontokban), majd a késébbi idépontokban
downreguldcio kovetkezett. Ebben a klaszterben a gének fellilreprezentdltak a fejl6dési és
morfogenetikai folyamatok széles skaldjat iranyitd dtvonalakban. Szamos, ebben a klaszterben
jelenlévé transzkripcidt szabdlyozé fehérjéket kddold gén a fert6zés soran csokkend expressziét
mutat. Az immunvalasz és a gyulladdsos folyamatok citokin szabdlyozdsdban részt vevé gének is
érintettek.

A masodik és a harmadik géncsoport (n=64, n=82) kdzepes expresszioval rendelkezett a
fert6zést megel6z6en, ami minden egymadst kovet6 idépontban emelkedett. Ezeknek a
klasztereknek a génjei fellilreprezentdltak olyan funkciékban és molekularis folyamatokban, mint
amelyek Osszefliggésbe hozhatdk a virdlis génexpresszidval és a virion-Osszeszereléssel. A
transzkripcids és transzlacidés folyamatokban részt vevé gének tulm(ikodése, valamint az RNS
lebomlasa is megfigyelhet6 volt. Az RNS lebomlasa lehet a gazdasejt azonnali valasza a viralis
transzkriptek felhalmozédasanak ellensulyozasara, vagy a virus arra irdnyuld erdfeszitése, hogy

« 7.z

A negyedik klaszterbe tartozd gének (n=64) relativ expresszidja alacsony volt a fert6zést
megel6z6en. Ezek a gének a fert6zés sordn szigma alaku gorbét kovetben felfelé szabalyozottak,
azonban ezek a gének nem voltak jelentGsen fellilreprezentaltak a GO molekularis funkcidiban
vagy a GO bioldgiai folyamataiban.

Az o6todik géncsoport (n=88) a fertézést megel6z6en nulla vagy elhanyagolhatd expressziot
mutatott, de exponencialis expresszié novekedés kovetkezett be a fertGzés soran. Ennek a
klaszternek a felllreprezentalt génjei virusellenes sejtes és védekezd valaszokkal, példaul az |I.
tipusu interferon jelatviteli Utvonalakkal voltak 6sszefiiggésben.

A hatodik klaszter génjei (n =335) a virusfert6zést megel6z6en magas expresszidju gazdagének
csoportja, amelyek a fert6zés sordan éles downreguldciot mutattak. Ezek a gének
felllreprezentaltak a fehérje feltekeredésével, a sejtciklus szabalyozdsaval és a mitokondridlis
folyamatokkal kapcsolatosan, beleértve az aerob légzést is.

»Key response” gazdagének

A gazdasejtek azonnali valaszanak elemzése céljabol DE analizist végeztiink a Mock és az 1h
expresszios értékeken. A harom biolégiai parhuzamosban hat szarvasmarha-gént azonositottunk,
amelyek expresszidja szignifikdnsan csokkent, valamint 19 gént, amelyek szignifikansan
tulexpresszaltak. A overexpresszids elemzés nem mutatott ki szignifikans 6sszefliggést sem a GO
bioldgiai folyamataival, sem a GO molekularis funkcidival, sem a tul-, sem az alulszabdlyozott
gének részhalmazaval, sem pedig a gének teljes készletével. A STRING asszociacids elemzés
azonban négy haldzatot tart fel e gének kozott. Az elsé génhaldzat (GADD45B, GADD45A, DDIT3,
ATF3, IFRD1, CARM1, SQSTM1) olyan géneket tartalmaz, amelyek a gazdaszervezet DNS-
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karosodasi valaszahoz, a transzkripcié szabdlyozasahoz kapcsolddnak. Ezenkiviil egy gén szerepet-

jatszik a szelektiv automakrofagiaban. A masodik hdlézat két interferon gamma-stimuldlt génbdl
all; Az IRF9, egy TF, amely alapvetG szerepet jatszik a virusellenes aktivitdsban, és az MT2A, egy
metallotionein fehérje. A harmadik halézat két génbdl all (SRSF5 és HNRNPDL), amelyek a pre-
mRNS-feldolgozashoz, szallitdshoz és splicing szabalyozdshoz kapcsolédnak. A hematopoetikus
sejteket szabalyozé IL11 citokin a negyedik hdlozat része volt. Azt taldltuk, hogy az IL11
alulszabdlyozott. Ezzel szemben a CXCL5, a neutrofilek aktivaldsaval kapcsolatos gén, amely a 4-es
halézatban is jelen van, a virusfert6zést kovetSen tulszabdlyozott. A fennmaradd négy a hat
alulszabalyozott gén koézul (LASP1, HDAC7, SLC44A2 HSPG2) és nyolc a 19 tdlreprezentalt/felfelé
szabalyozott gén kozul (ID2, HMGN3, TMEM190, TSC22D1, PRKAR2B, LOC100847759,
LOC100847143, LOC100174924) a fejl6désben résztvevé gén.

Tiz gazdagén a virusfert6zés hatasara megvaltozott expresszidjat validaltuk qRT-PCR-ral. Az adott
gének expresszidjat két kilonb6z6 sejtpopuldciéban mértiik: mock és fert6zott sejtekben. A gPCR
adatok igazoljdk azon eredményeinket, amelyeket LRS-megkozelitéssel értiink el minden egyes
vizsgalt gén esetében. Megdllapitottuk, hogy az ARC, DDIT3, FAM102A, GADD45G, MYLIP és
TSC22D1 gének expresszidja n6tt a virussal fert6zott sejtekben, mig az ANXA1, C15H110rf74,
LOC112446408 és SLC44A2 gének expresszids szintje csokkent a mock-fert6zott sejtekhez képest
(58. abra).
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58. dbra A kivdlasztott Bos taurus gének qPCR amplifikdcios gorbéi?3. (A) A C15H11orf74 gén qPCR g6rbéi. BoHV-1 fertézés
drasztikus gdtlo hatdssal van e gén expresszidjara. (B) Az ARC gén expresszidja a fert6zést kdvetden szignifikansan
megemelkedik. (C) Ez az dbra egyrészt a 28S rRNS hdztartdsi gén (a virusfertézés nincs az expressziojara hatdssal), mdsrészt
a SLC44A2 gén (a virusfertézés hatdsdra csékken az expresszioja) gPCR gérbéit mutatja.

A gazdasejtek génexpresszids elemzése soran kapott eredményeket in silico megkozelitéssel is
validaltuk. 30 haztartasi gént valasztottunk ki, amelyek nagyon stabil expresszidot mutatnak
kiulonboz8 szévetekben?¥®, Bar ezeknek a géneknek a mennyisége viéltozd, varhatd, hogy a
normalizdlt adatok szerint expresszids szintjeik nagyon magas és szignifikans korrelacidt mutatnak
a bioldgiai parhuzamosok és a kilonb6z6 idépontokban 1évé mintdk kozott. Kiszamoltuk a
korreldcids egyltthatét (R) és az egyes biolégiai ismétl6dések és mérési pontok kozotti
szignifikanciat (részletes adatok a publikacionk?®® S3 kiegészit6 tabldzatdban és S3 kiegészit6
abrajan). Az a tény, hogy a haztartasi (housekeeping) gének atirasi aranyai nagy szignifikanciaval
korrelalnak, a szekvenaldsi technikank és az adatnormalizacids protokollunk megbizhatdsaganak
belsé megerésitése.

1
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6.4.2 AVACV fert6zés hatasa a CV-1 sejtek génexpresszios profiljara

A VACV fert6zo6tt és a mock-fert6zott sejtekbél a PacBio Sequel platformjdra amplifikalt Iso-Seq és
az ONT MinION platformjara amplifikalt cDNS konyvtarakat készitettiink.

A C. sabaeus transzkriptom: a LoRTIA programmal 478 TSS-t és 2011 TES-t, valamint 24574 splice
junctiont annotaltunk, annak a kritériumnak a figyelembe vételével, hogy mindegyiket legaldbb tiz
leolvasas er@sitsen meg. A TSS-ektdl upstream 43 kanonikus CAAT boxot (atlagosan, 104,913 nt
tdvolsagra), 880 kanonikus GC boxot (dtlagosan 33,374 nt tavolsagra), illetve 80 kanonikus TATA-
boxot (4dtlagosan 31,13 nt tavolsdgra) azonositottunk. Egy kordbbi publikdcidban leirtdk, hogy az
inicidtor szekvencidak nagyobb valdszin(iséggel vannak jelen a human gének TSS-ei kdrnyékén, ha
nincsenek a TSS-t6l upstream TATA boxok*’. Eredménylnk ezt aldtdmasztja, a BBCABW
(B=C/G/T, W= A/T) inicidtor konszenzus szekvencia sokkal gyakoribb a TATA-box nélkili gének
TSS-ei koral, mint a TATA boxszal rendelkez6knél.

Osszesen 1849, kanonikus upstream poliA szignallal rendelkez TES-t azonositottunk (tavolsag
atlagosan 26,681 nt), a + 50-nt-0s upstream régio U-gazdag, mig a downstream régié G/U-gazdag.
Tovabba, 12287 intront annotaltunk, melyek kézul 12215 tartalmazza a kanonikus GT/AG, 65 a
GC/AG, 7 az AT/AC splice junctionoOket. Kizardlag azokat a LoRTIA altal annotalt transzkripteket
fogadtuk el, melyek legaldbb két kilénb6z6 technikaval és hdarom mintdban jelen voltak. A
transzkriptek atlag hosszlsaga 693,661 nt és nem azonositottunk szignifikans eltérést a fert6zés
soran. Az 5’-UTR-ek atlagos hossza 52,956 nt (sd: 75.903), mig a 3'-UTR-eké 295,219. A minimum
10 readre vonatkozd kritériumot is figyelembe véve 758 Gj TI-t (207-et mar kordbban azonositott
TSS és TES pozicidkkal £ 10 nt-os intervallumban), 692 hossz izoformat és 66 alternativan spliceolt
varianst azonositottunk. Osszesen 239 mRNS TSS pozicidja tér el a kordbban annotalttdl, 19 gén
TES pozicidja, mig 56 gén mindkét vége. Harmincegy Tl esetén a TSS downstream helyezkedik el a
kordbban azonositott transzlacio iniciacié helyétdl, s igy rovidebb ORF-fel rendelkeznek. Ezek az
RNS-ek N-termindlisukban csonkolt fehérjét eredményezhetnek. Minddsszesen 177 ncRNS-t
annotaltunk.

A gazdagének valasza a VACV fert6zés hatasara: korabbi tanulmanyok kevés differencidlisan
expresszalédo gént azonositottak a VACV fert6zés hatasara®®449, 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 (59. abra). Az Ggynevezett "early-up’
(korai-fel) klaszterbe sorolt gének a virusfertzést 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 egyaltalan nem irddtak le. Az
‘early up/down’ (korai fel/le) kategdridba sorolt transzkriptek nem, vagy alig irédnak le a VACV
fert6zés el6tt, majd a fert6zés utan 1 h-val magas az expressziojuk, ami szinte teljes mértékben
megsz(inik a kdvetkez6 drakra. A ‘mid up’ (kbzép fel) transzkripteknek nincs expresszidja a mock
sejteken, a csucs kifejez6désiik és a platé fazisuk 2-3 h-val a fert6zés utan van. A ’‘constant’
(konstans) transzkriptek kategdridjat olyan gének alkotjak, melyek relativ expresszidja
mértékében nem tortént szignifikdns valtozas a virusfert6zés dltalunk vizsgalt id6pontjaiban (59.
abra). A legjobban jellemezett génklaszterek expresszids mintazatainak értékelése soran a GO-t
hasznaltuk, és jelent8s tulreprezentdcidt talaltunk a "szignalreceptor aktivitas szabalyozasa" GO
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folyamatban azon géneknél, amelyek a korai szakaszokban mutattak magas expressziot, de késébb
nem, vagy csak alig fejez6dtek ki. Tovdbba sok, a virusfert6zés sordn upregulalt gén jatszik szerepet

a sejtosztéddasban, vagy a "virus életciklusanak pozitiv szabalyozdsaban". Néhany, a virusfert6zés
hatdsara downreguldlt gént pedig a "sejtnovekedés" és a "mezenchimdlis differenciaci¢”
kategdriakba annotdltunk.

A 1.0\
AN
e
0.8+ B M
\ -’-/
0.74 / \ —+——  Klaszter
/ / — Earlyup

— Early down

— j Mid up
y ~ Early up/down
q / AN = Konstans

Atlagos normalizalt expresszi

0.3

-

0.2+

1d6 (h)
B

Klaszter #5 n=768

Klaszter #4

Klaszter #3

Klaszter #2

Klaszter #1

Oh 1h 2h 3h 4h 6h

59. dbra A nagyon abunddns gazdagének expresszios vdltozdsai a VACV fert6zés soran?°. (A) A gazdagén klaszterek
expresszios profilja. (B) Azonositott 6t elkiiléniilé gazdagén klaszter hétérképes dbrdja.
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7 AZ ADATOK ELERHETOSEGE

A virdlis transzkriptom rejtett komplexitasa

7.1 Az ALTALUNK ELOALLITOTT SZEKVENCIAK ELERHETOSEGE

7.1.1 Transzkriptom

A transzkriptom szekvenalas nyers adatainak jelentSs részét az Europen Nucleotide Archive-ba
(ENA) toltottik fel, ahol elérhetSek az alabbi linkeken (azonositok az egyes linkek utolsé / utani

kédjai):
[ ]

AcMNPV

AcMNPV

ASFV

BoHV-1

CCHFV, WNV és ZIKA
CCHFV, IVA, VSIV WNYV, ZIKA
CVB5

EBV

EHV-1

HCMV /RSl

HCMV / Sequel és MinION
HSV-1

IVA

HSV-1

KSHV

PRV / RSII

PRV / Illumina

PRV / RSII

PRV —RSlII, Sequel, MinlON
SARS-CoV-2

VACV / Sequel és MinION
VACV / RSIl és MinION
VACV / RSIl és MinION
Vero cells

VSIV

TOMBACZ DORA

https://www.ebi.ac.uk/ena/browser/view/PRJEB24943

https://www.ebi.ac.uk/ena/browser/view/PRJEB27818

https://www.ebi.ac.uk/ena/browser/view/PRJEB36723

https://www.ebi.ac.uk/ena/browser/view/PRJEB33511

https://www.ebi.ac.uk/ena/browser/view/PRJEB46591

https://www.ebi.ac.uk/ena/browser/view/PRJEB43615

https://www.ebi.ac.uk/ena/browser/view/PRJEB46598

https://www.ebi.ac.uk/ena/browser/view/PRJEB38992

https://www.ebi.ac.uk/ena/browser/view/PRJEB52190

https://www.ebi.ac.uk/ena/browser/view/PRJEB22072

https://www.ebi.ac.uk/ena/browser/view/PRJEB25680

https://www.ebi.ac.uk/ena/browser/view/PRJEB25433

https://www.ebi.ac.uk/ena/browser/view/PRJEB46600

https://www.ebi.ac.uk/ena/browser/view/PRJEB25433

https://www.ebi.ac.uk/ena/browser/view/PRJEB60022

https://www.ebi.ac.uk/ena/browser/view/PRJEB17709

https://www.ebi.ac.uk/ena/browser/view/PRJEB9526

https://www.ebi.ac.uk/ena/browser/view/PRJEB12867

https://www.ebi.ac.uk/ena/browser/view/PRJEB24593

https://www.ebi.ac.uk/ena/browser/view/PRJEB46891

https://www.ebi.ac.uk/ena/browser/view/PRJEB26430

https://www.ebi.ac.uk/ena/browser/view/PRJEB26434

https://www.ebi.ac.uk/ena/browser/view/PRJEB23324

https://www.ebi.ac.uk/ena/browser/view/PRJEB46639

https://www.ebi.ac.uk/ena/browser/view/PRJEB46127
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o \VZV https://www.ebi.ac.uk/ena/browser/view/PRJEB25401 /

A HSV-1 egy kisebb hanyada a Gene Expression Omnibus (GEO) adatbazisba keriilt feltoltésre:

e HSV-1 https://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/query/acc.cgi?acc=GSE97785)

7.1.2 Genom

A genomszekvendldsok adatai az aldbbi linkeken érhetéek el

e PRVKa https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/KJ717942.1
e PRV MdBio https://www.ncbi.nIm.nih.gov/nuccore/LT934125.1
e PCV-1 https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/KX816645

e PERV https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/KY484771

e SARS-CoV-2 https://www.ncbi.nIm.nih.gov/nuccore/OM812693.1
e VACV https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/LT966077.1

7.2 AZ ANALiZISUNKHOZ FELHASZNALT, MASOK ALTAL KOZOLT SZEKVENCIAK ELERHETOSEGE
A GEO adatbazisbdl az alabbi adatokat hasznaltuk
GSE79337 (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/query/acc.cgi?acc=GSE79337)

GSE59717 (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/query/acc.cgi?acc=GSE59717)

GSE128324 (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/query/acc.cgi?acc=GSE128324)

A Sequence Read Archive-bdl a kovetkez6ket:

PRJNA505045 (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/bioproject/PRINA505045/)

PRIJNA482043 (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/bioproject/?term=PRIJNA482043)

PRJNA483305 (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/bioproject/?term=PRJNA483305)

PRJNA533478 (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/bioproject/?term=PRJNA533478)

Az ENA-bdI pedig az aldbbiakat:
PRJEB27861 (https://www.ebi.ac.uk/ena/browser/view/PRJEB27861)

PRJEB42868 (https://www.ebi.ac.uk/ena/browser/view/PRJEB42868)

PRJEB38829 (https://www.ebi.ac.uk/ena/browser/view/PRJEB38829)

PRJEB64684 (https://www.ebi.ac.uk/ena/browser/view/PRJEB64684)

|
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8 AKTUALIS PROJEKTJEINK, JOVOBENI TERVEINK

Az OBI 3G csoportja Boldogkéi Zsolt vezetésével folytatja a virus transzkriptomok feltérképezését,
az aldbbiak szerint. Uj projektjeikben, amely részben az értekezésiink alapjat képezd
eredményeken alapul, f6 célként egy Uj genetikai szabdlyozd rendszer felfedezését tlztik ki
virusmodellek alkalmazasdval, a genetikai szabdlyozasra vonatkozé hipotézisiink alapjan. Lényege,
hogy a gének a leirodasuk soran kilonféle transzkripcids atfedéseket hoznak létre egymassal.
Feltételezéslink szerint az atfedé DNS szakaszok atirasa soran a transzkripcidés apparatusok
kdlcsonhatnak egymassal és egy 0ssz-genom szint(i interferencia haldzatot hoznak létre. Az elmult
években ennek a rendszernek feltartuk a strukturalis hatterét, a jelen és jov6 projektjei pedig a
funkcionalitds analizisére fokuszalnak.

- Beavatkozunk a virusok genomjanak, vagy egyes genetikai moduljainak a m(ikodésébe
CRISPR/Cas9 és homoldg rekombinaciés mddszerekkel, majd azt vizsgaljuk, hogy
milyen rendszerszint( valtozasok kovetkeznek be a génexpressziot illetéen.

- Az altalunk leirt replikaciés origd-hoz kapcsolt raRNS-ek szerepét vizsgaljuk. Az
el6zetes kutatasaink feltartak, hogy ezek az RNS-ek minden vizsgalt DNS virusnal
el6fordulnak, de még a rokon fajok is kiilonb6z6 megoldasokat alkalmazhatnak a
kodolasukat illetéen. Az raRNS-ek funkcidjat vizsgaljuk meg azéltal, hogy médositjuk a
kifejez6dését, meghatarozzuk a sejten bellli lokalizacidjat és hogy kapcsolddik-e
nukleinsav molekuldkhoz. Feltételezéseink szerint, e transzkriptek nem csupan RNS-
ként funkciondlnak, hanem a leirddasuk szabdlyozza a DNS replikacié elkezdését és
haladasanak irdnyat is. A projekt sordn szdmos virus transzkriptomanak szerkezetét,
illetve dinamikajanak torvényszerlségeit ismerjik meg, de a levont kovetkeztetések
univerzdlisak lehetnek. A kutatas sordn fejlesztésre keril6 kisérletes és bioinformatikai
eszkdzoket pedig a kutatd kdzosség rendelkezésére allnak majd.

- Uj megkozelitéseket vezetiink be a transzkriptom funkcidjanak szekvenalas-alapu
analiziséhez

o aSLAM-Seq technoldgiat*?! alkalmazzuk az Ujonnan szintetizalt és a mar kész,
létez6 RNS-ek megkilonboztetésére;

o Okazaki fragmens szekvendlassal*? vizsgaljuk a replikacids villa irdnyultsagét
az raRNS-ek funkcionalis vizsgalatahoz

- agénmoddositott virusokat transzneurondlis nyomjelzésre is alkalmazzuk

A vezetésemmel mikodé MTA-SZTE Lendilet Genomika, Mikrobiomika, Nutri-omikak és
Informatika (GeMiNI) kutatocsoport pedig a szekvenalas, féként az LRS, valamint a kapcsolddd
laboratdriumi és bioinformatikai teriileteken szerzett tapasztalatokat felhasznalva egy Uj teriletet
térképez fel. Projektjeink az elhizas, 2-es tipusu diabétesz, diéta, egészség, oregedés kérdéskor
koré 6sszpontosulnak, ‘state-of-the-art’ genomikai megkozelitésekkel. Projektjeink kézpontjdban
tovdbbra is kulcsszerepet kapnak a virusok, hiszen egylttesik, a virom egészségre gyakorolt
hatdsa még kevéssé ismert. Kimutattdk azonban, hogy tobbek koézt a herpeszvirusok a human
bélrendszeri virom ’core’ képvisel6i, osszefliggést taldltak a virom EBV tartalma és az elhizds
k6z6tt434>% illetve a HSV és HCMV szeropozitivitds, valamint a (pre)diabétesz kialakuldsa
k6zott**>, igy a herpeszviruskutatas fontos szereppel bir majd e projektjeinkben is.
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9 LEGFONTOSABB EREDMENYEINK OSSZEGZESE

A dolgozat az elmult tiz év, elsGsorban hosszu-read szekvenaldson alapuld, virus genomikaval és
transzkriptomikaval kapcsolatos eredményeink egy szlk keresztmetszetét mutatja be. Egy kiilon
fejezet pedig a korabbi, a qRT-PCR-technikat alkalmazod, a virusgének funkcionalis elemzésére
fokuszalé projektjeinkrél szol.

A projekjeink f6 célkitlizése a viralis komplexitas feltérképezése volt, melyet el6bb NGS, majd TGS
maodszerekkel vizsgaltunk. Tovadbb3, arra is kivancsiak voltunk, hogy a virusok f6 szabalyozé génjei
milyen hatassal vannak a virdlis gének expresszidjara. Az Uj LRS szekvenalasi technoldgidk
lehet6vé tették, hogy a virusok gazdasejtekre kifejtett hatdsat is a kordbbi lehet6séghez
viszonyitva precizebben megvizsgaljuk.

A céljaink eléréséhez technoldgiai Ujitasokat hajtottunk végre, integrativ megkozelitéseket
alkalmazva meghataroztuk szdmos viruscsaldd tagjainak transzkriptom profiljat, melyhez
lényegében az Osszes rendelkezésre all6 szekvenald platformot (lllumina, PacBio RSIl és Sequel,
ONT MinION) és szamos konyvtarkészitési technikat alkalmaztunk. A sejtes szervezetekkel
Osszehasonlitva, a virusoknak igen kevés génjik van, genomjuk kompakt, ezért idedlis
modellszervezetek altaldnos transzkriptomikai kérdések vizsgalatara is.

Mar az els6é LRS eredményeink sokkal bonyolultabb RNS profilt mutattak, mint azt a kordbbi
ismeretek alapjan gondoltuk. Eredményeink egyben arra is rdmutattak, hogy az LRS-nek szdmos
elénye van az RNS szekvenaldsban az SRS mddszerekhez képest. Eredményeink
egyértelmiisitették, hogy a virus transzkripcio rendkiviil komplex, ami els6sorban azt jelenti,
hogy a genomok transzkripciondlis aktivitdsa jelentésebb, mint azt az ORF-ek szama indokolnd.
Az intergenikus régidkat hosszu UTR szekvencidk irjak at, illetve 6ndllod transzkriptek is leirodnak e
DNS szakaszokrol.

Kimutattuk, hogy sokkal tobb 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 szamat minden vizsgalt virus esetében.
Genomméretiikhoz mérten nagyszamu transzkriptet és RNS izoformat azonositottunk még a
kisméretl, DNS genommal rendelkezé PCV-nél és PERV-nél, illetve az RNS virusok kozil a VSIV-nél
és a SARS-CoV-2-nél. A tobbi vizsgalt RNS virusnal ezt a nagyfoku komplexitast nem tapasztaltuk.

Szdamos uj potencidlis mRNS-t, ncRNS-t azonositottunk mind géneken belil, mind az intergénikus
régiokban egyardnt 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 ké6zépsé
régidja a génexpresszio szempontjabol ’kaotikus’: az e genom-szegmensébe lokalizalédé L gének
nem rendelkeznek fix TSS és TES pozicidkkal, hanem a genom szamos pontjardl indul és
termindlddik a transzkripcié. Ebben a régidban az antiszensz RNS-ek expresszidja is rendkiviil
magas. E kaotikus expresszids profil a virusfert6zés kései fazisaira hatvanyozottan érvényes. A
korai id6pontokban, illetve a genom két széls§ szegmensében az egyes génekrdl sokkal
szabalyosabb RNS-ek irddnak le, itt alig jellemz&ek az alternativ TSS és TES variacidk. Kimutattuk,
hogy a poxvirusok genomja az elsétél az utolso nukleotidig transzkripciondlisan aktiv. A
herpeszvirusoknal ismert volt, hogy a gének jelentds hanyada poligénes. Leirtuk, hogy ez a pox-és
a bakulovirusokra is jellemzd. Kimutattuk, hogy a konvergens, divergens és parallel transzkripcios
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atfedések alapveté jellemz6i a virdlis RNS profiloknak. A transzkripcios dtfedések komplex
hdlozatat tartuk fel a vizsgalt virusokban, még tdvoli gének kozott is igen gyakoriak az RNS szint(i
atfedések. A virdlis transzkriptomok feltdrdsa nagy jelent6ségl, 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 transzkripcids profilok elemzése ugyanis
alapvet6 jelentlségli a génexpresszid 0Osszgenom-szintli szabdlyozasanak megértéséhez.
Meghatdroztuk a virusgének kinetikai osztdlyait, illetve a transzkripteket is kategorizaltuk
aszerint, hogy a virusfert6zés mely id6pontjaban fejez6dnek ki kisebb, vagy nagyobb mértékben.
Az dltalunk leirt, sajat promoterrel rendelkez6 ncRNS-eket (pl. a CTO, a NOIR és ezek izoformai) is
be tudtuk sorolni a megallapitott kinetikai osztilyok valamelyikébe. Az expresszios dinamikdk
alapjan csoportokat alkottunk. Meghataroztuk, hogy az adott génrdl leirédd kilonbozé
transzkript izoformdk egymdshoz viszonyitott ardnya hogyan vdltozik a ferté6zés egyes
idépontjaiban®'3°, tovdbba megvizsgaltuk a transzkript izoformak kddolé kapacitasat is.
Megallapitottuk, hogy a hosszu 5' UTR-eket eredményez6 TES varidansok uORF-eket kédolnak,
melyek szabdlyozé szereppel birnak, mig az egyéb variansok (rovid 5' UTR, illetve splice variansok)
esetén a fehérje domén szerkezete, ezaltal a funkcidjuk tér el a kanonikus variansétol.

Osszefoglalva, bemutattuk az LRS hasznossdgdt a virusok dinamikus transzkriptomdnak
vizsgdlataban is. Megallapitottuk, hogy ezt a technikat alkalmazni lehet minden olyan folyamat
tanulmdnyozasdra, amelyek egy meghatdrozott, jol kontrolldlt transzkripcids idébeli lefolyast
mutatnak, mint példaul a virusok replikaciéja, az embriofejlédés, a szoveti regeneracid, stb.
Tovabba, sikerilt nyomon kovetniink az egyes TI-k, intron varidnsok és atfed6 RNS-ek egyéni
dinamikdjat, amelyek kilondsen fontosak a nagy DNS genomu virusoknal, amelyek Osszetett
transzkriptom profillal rendelkeznek a produktiv fert6zés soran. Ezenkiviil jellemeztiik szamos
virus RNS kinetikai sajatsagait is.

Az LRS és a korabbi? gRT-PCR eredményeink 6sszehasonlitdsa: a virusgének LRS ltal megallapitott
kinetikai besoroldsdat — ahol rendelkezésre alltak adatok - Osszehasonlitottuk a gRT-PCR
eredményeinkkel. Ezek javarészt megfeleltek egymdsnak. Az LRS-alapu megkozelités el6nye, hogy
e moddszerrel el tudtuk kiloniteni egymastdl az izoformakat, illetve az egymassal parallel atfedd
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.

Megszekvenaltuk a PRV-Ka torzset, sajat izoldatumunkat, s az MdBio torzset, valamint géndelécids
PRV genomot is. Els6ként haszndltuk virusgenom meghatdrozdsra a PacBio SMRT technoldgidt,
s kimutattuk, hogy a PacBio médszer optimdlis a magas G+C tartalmu, repeat régiokban gazdag
genom szekvencidk meghatdrozdsdra. A genom szekvenalasok révén meghataroztuk a sajat
labortorzsiink és az altalunk izolalt MdBio torzsek kozti DNS szintl eltéréseket és meghataroztuk
a hozzdjuk legkozelebbi PRV genomokat. Tovabba, megszekvenaltuk és annotdltuk a PCV-1 és a
PERV genomokat is.
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A VACV PacBio és ONT transzkriptom szekvenaldsa soran a genom teljes, kozel 200 kbp hosszusagu
szakaszdnak minden nukleotidjardl kaptuk leolvasast, azaz kimutattuk, hogy 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
meghatdroztuk a transzkriptom mellett.

Az ONT dRNS-Seq technikdjaval, illetve validalasként Illumina MiSeq késziléken biszulfit
konverzids mintakon kimutattuk, hogy egyes AcMNPV gének metildltak, illetve hipereditdltak,
tovabba, az ONT nativ RNS szekvendlas alkalmazhatdsdagat az RNS modosuldsok detekcidjdra.

Homolog rekombindcioval génkiiitott PRV-ket dllitottunk elé, majd a vad tipusu virussal
parhuzamosan az 0©sszes génjik expresszidjat mértik real-time kvantitativ RT-PCR-ral.
Meghatdroztuk az ep0, az ul41 és az ul54 gének teljes virdlis RNS profilra gyakorolt hatdsat.

Az LRS mddszert alkalmazva meghatdroztuk a BoHV-1 fert6zés gazdagének expresszidjdara
gyakorolt hatdsdat, tovabba annotdltunk gazda RNS-eket. A Bos taurus (MDBK) géneket
expresszios dinamikdjuk alapjan klaszterekbe rendeztiik, s meghatdroztuk azokat a funkciondlis
csoportokat, melyek alul-, vagy feliilreprezentdltak a virusfert6zés hatdsdra. Az alul-reprezentalt
csoportokat alkotok zomében az alapvet6 sejtfunkciékban 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, transzlacioban 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 kovetSen.

A VACV fert6zés hatasat a CV-1 sejtvonalon vizsgaltuk, melynek eredményeként azonositottunk
szdmos uj Chlorocebus sabaeus (CV-1) RNS-t és transzkript izoformat, illetve a fert6zés hatdsdra
overreprezentalt gének csoportjat, melyek a ,jelatviteli receptor aktivitasanak szabalyozasa” GO
(Gene Ontology - Génontoldgia) annotacidoban szerepelnek. Ez azt jelenti, hogy a fert6zott
sejtekben aktivabbak azok a gének, amelyek a sejtfelszini vagy intracellularis receptorok altal
kozvetitett jelatviteli folyamatok aktivitdsat szabdlyozzdk. Ez a megfigyelés arra utal, hogy a
virusfert6zés hatdssal van a gazdasejt jelatviteli Utvonalaira, potencidlisan befolydsolva a sejt a
fert6zésre adott valaszat, beleértve az immunvdlaszt és a sejtszaporodast.

A VSIV fertézés hatdsat két sejtvonalon (Vero és T98G) is megfigyeltiik. JelentGs kilonbséget
taldltunk a két sejttipusban a virusfert6zés hatékonysdgaban. A gliasejtek sokkal érzékenyebbek
a fertézésre, mig a fibroblaszt sejtek ellenallébbak. Kozel 1400 eltéréen kifejez6d6 gént és 35
kilonboz6en expresszalodd KEGG (Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes - Kyoto Gén- és
Genomtudomanyi Enciklopédia) utvonalat észleltiink a sejtvonalak kozott. Korilbelll 2,5-szer
tobb gént talaltunk a gliasejtekben, amelyek kifejez6dési trajektoriajat jelentésen befolyasolta a
virusfertGzés (452 a gliasejtekben, és 172 a Vero sejtekben). Ezek koziil 137-et azonositottak
kordbban veszettség fert6zés soran az egér agysejtekben**®. Ez arra utal, hogy ezek a gének
valdszinlileg mas sejtvonalakban és gazdafajokban is érintettek, és ezért tovabbi vizsgalat targyai
kell, hogy legyenek a kér6dz6k vezikularis betegségének patogenezisével kapcsolatban.
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Kimutattuk az LRS mddszerek alkalmazhatdsdgat a viralis fert6zés gazdasejtekre gyakorolt
hatdsanak elemzésére, a gazdagének annotéacidjara, s transzkript izoformainak meghatdrozasara
egyarant. A virus-gazda interakciokkal 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 terdpidak
fejlesztéséhez.

A projektjeink soran —illetve egyes virusoknal masok altal - kimutatott jelenségek, azaz a rendkiviil
dsszetett, genom-szerte atfedd transzkripcids haldzat létezése?62297.299344  jlletve a szorosan
egymas mellett elhelyezked6 gének altal koédolt RNS-molekuldk parallel, divergens vagy
konvergens mddon torténé atfedése az egyes viruscsalddoknal a transzkripciés appardtusok
kézétti kélcsénhatdsra utal az egész virusgenomon?’>. Kimutattuk, hogy a legtdbb, dltalunk
vizsgalt virusban a replikdcids origokat atfedik bizonyos IncRNS-ek, valamint az mRNS-ek hosszu
5' vagy 3' UTR izoformdi. Ugy véljiik, hogy szamos 5' UTR izoforma nem kddold, mivel jelent8s
tdvolsag van azok TSS-ei és a start kodonok kozott. Kivételek lehetnek azok a transzkriptek,
amelyeknek az 5' UTR nagy részei splicing altal ki vannak vagva?®?. Funkciondlis elemzések
felfedték a mechanisztikus részleteket arrél, hogy a replikaciés RNS-ek hogyan irdnyitjak a DNS-
szintézis kezdetét az RNS:DNS hibridek kialakuldsa révén tébb virusban is.

Munkank egy fontos célja az volt, hogy az Ori-k kérnyékén leirédé RNS-eket, melyek kulcsszerepet
jatszanak a herpeszvirusok replikacidjanak és/vagy genom-szerte torténé transzkripcidjanak
szabalyozasaban, annotdljuk. Nagyobb hangsulyt fektettliink az aHV-ok vizsgalatdra, mivel
esetiikben ezekrdl az raRNS-ekrél kevesebb informacié allt rendelkezésre a tobbi herpeszvirushoz
képest. Munkdnk sordn leirtunk uj raRNS-eket és korrigdltuk madr leirt raRNS-ek kordbbi
annotdcidit. Tovabba azonositottunk egy bonyolult TO-hdlozatot a replikdciot és transzkripciot
szabdlyozo gének dltal kédolt transzkriptek és koriilottiik 1évé specifikus IncRNS-ek kozétt is.
Promoéter konszenzus szekvencidkat is detektaltunk az 6sszes vizsgalt herpeszvirus OriS-ében. Bar
a herpeszvirus OriS-ei AT-gazdag szekvencidkat tartalmaznak, amelyeket potencidlisan tévesen
TATA boxoknak azonosithaték, minden esetben azonositottuk a megfelel6 TSS-eket ezekhez a
szekvencidkhoz kozeli helyeken. Lehetségesnek tartjuk, hogy néhany, a kiilonféle virusokban
altalunk azonos névvel illetett IncRNS valdjaban polifiletikus eredet(i. Mindazonaltal a CTO és
NOIR-1 transzkriptcsaldadok ortologok a PRV és EHV-1 esetében.

A DNS-replikacio és a transzkripcio egyidejd aktivitdsa ugyanazon genomi régidban interferenciat
generdl a két folyamat k6ézétt az egész genom mentén®*’. Kordbbi eredmények azt sugalljak, hogy
ezek az Utkozések dramaibb kovetkezményekkel jarnak, amikor konvergens orientacidban
torténnek, nem pedig parallel*®. Szamos molekuldris mechanizmus alakult ki az RNP és a
replikdcids villa kdzotti konfliktus minimalizalasara®>®. Azonban eredményeink arra utalnak, hogy
létezik egy beépitett, belsé szabdlyozo rendszer, amely a két appardtus kozotti kélcsénhatdson
alapul, hogy egyiittmiikédve szabdlyozza mind a replikdcié, mind a transzkripcié kezdetét. Ugy
gondoljuk, hogy a leir6dd RNP és a repliszoma kozotti Gtkozés és versengés, valamint a
folyamatban |év6 DNS és RNS szintézisek altal |étrehozott pre-replikacids és transzkripcio-
inicidciés komplexek 6sszeallitasa kdzvetiti ezt az interakcidt (60. abra).
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60. dbra A transzkripcio a DNS replikdciora gyakorolt potencidlis hatdsai.®? (A) Az Ori-ban taldlhaté promdterekrél induld
transzkripcio inicidciés komplexek toborzdsa gadtolja az ORC és a repliszoma Gsszedllitdsat. (B) Az RNS polimerdz Il athaladdsa
az Ori-n gdtolja az ORC és a repliszoma Gsszedllitdsat. (C) Az RNS polimerdz II megakaddsa az Ori-n gdtolja az ORC és a
repliszoma 6sszedllitasdt. (D) A replikdcio és a transzkripcio appardtusainak egyidejii mozgdsa lassithatja vagy gyorsithatja a
replikdcios villa el6rehaladdsdt. A transzkripcio el6segitheti a DNS replikdciojdt a két DNS-szdl el6zetes megnyitdsdval. (E) A
replikdcio és a transzkripcio appardtusainak egymdssal vald iitkézése mindkét folyamatot gdtolja. (F) Az RNS polimerdz Il
megakaddsa gadtolja a replikdcids villa el6rehaladdsat.
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Az aHV-okban az OriS pozicidja rendkivil konzervativ: az US repeat régidk teriletén helyezkedik
el, és a f6 transzkripciot szabdlyozd gének, az icp4 és usl1 veszik korill. 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 valdszinGsithet6 funkcidja, hogy tovabbi interakcié formdkat segitsenek el6 ezek
kozott a gének kozott (a TF/promater interakcion tul), mely interakciok jelenthetnek RNS:DNS és
valdszinlileg RNS:RNS hibridizaciokat egyarant, valamint a transzkripcidés apparatusok kozotti
interferenciat. Ennek eredményeként feltételezhets, hogy az aHV-ok US-IR régioja egyfajta
»szuper szabdlyozo kézpontként” miikodik, ahol a DNS replikacié és az 6sszgenom-szint(
transzkripcid iniciacio egy kdlcsonhatdsokon alapuld tobbszint( rendszeren keresztiil, egylttesen
szabalyozott. Tovdbba, ez a genomi szegmens szabdlyozza a litikus ciklus és a latencia kozotti
atmenetet, valamint ezeknek a folyamatoknak a fenntartasat. igy ez a régié funkcionalisan az aHV-
ok legbsszetettebb genomi lokusza, amely IncRNS-eket, azaz intergenikus transzkripteket, asRNS-
eket, s mMRNS-ek hosszu izoformdit kddolja, melyek egylittese egy bonyolult TO mintazatot hoz
létre. A litikus transzkriptek mellett, tobb latens IncRNS (LAT, LLT, L/ST) és miRNS is kifejezddik
ebbdl a genomi régiébol*>°.

Azonositottuk a NOIR-1 transzkript csalddot, amelyet az US-IR régio kodol, és amely a
Varicellovirus nemzetség evolicios ujitdsa. Ezeknek az IncRNS-eknek a pontos helye jelentds
valtozatossagot mutat, azonban kozos bennik, hogy 3'-koterminalisban végzédnek a latencidban
m(ikdds LLT transzkripttel, ugyanakkor a litikus ciklusban expreszalédnak. Emellett, a kilonféle
NOIR RNS izoformdk az OriS régid kornyéki transzkripcid szabalyozé faktort kodold génekkel
és/vagy magaval a replikacios origoval fednek at. A NOIR-1 RNS-eknek szerepe lehet a
transzkripcio szabdlyozdsaban azadltal, hogy atfedik az icp4 TF gént, illetve kontrollalhatjdk a DNS
replikdciét az OriS-sel vald atfedésiik révén. Azon esetekben, amikor mind az OriS-t, mind az icp4-
et atfedik, hatasuk lehet mindkét mechanizmusra. Hasonléképpen m(ikddhet a HSV-1-ben az
altalunk leirt OriS-RNS1-is.

A Simplexvirusok OriL-jét a f6 replikacids gének (u/29/ul30) veszik koril. Feltételezziik, hogy ezek
a gének nem csak a hagyomanyos TF/promodter két6désen keresztil Iéphetnek interakcidba a
replikacié inicidcios folyamataval, hanem mas mddon is, beleértve az RNS:DNS és/vagy RNS:RNS
hibridizaciét, valamint az atfed6 régidban a transzkripcié és replikacié apparatusai kozti
interferencidt. A CTO RNS-eket elészér PRV-ben azonositottuk®?”?, majd detektdltuk az
ortolégjaikat az EHV-1-ben®>#?. A kanonikus CTO-S nem fedi &t az OrilL-t, de befolydsolhatja a
replikaciot azdltal, hogy segiti szétvalasztani a két DNS szalat, s igy példaul meghatarozza a
replikacio irdnyat. Az egyik CTO-S TI-t az OriL-en belili promoter szabdlyozza, mig a masik az u/21
gén TES variansa.

Eszrevettiik, hogy az aHV-okban, 6sszesen harom kemény konvergens atfedés van, s azt is, hogy
e génparok egyik tagja mindig egy, a replikacidban szerepet jatszé gén. A jelenség valdszin(leg
funkcidval bir: feltételezéstink szerint a Simplexvirusok u/30/ul31 génparja kozti kemény TO
hatdsara az ul31 hosszu, az OriL-t atfed6 TES izoformakat produkdl transzkripcids read-through
révén. Bar a PRV-ben és az EHV-1-ben az Oril az ul21 és ul22 gének kozott helyezkedik el, az Oril-
t az wl21 hosszi TES izoformdja is atfedi. Mivel a Simplexvirusokban az ul21-nek, a
Varicellovirusokban pedig az u/31-nek nincsenek hosszu TES izoformai, azt feltételezziik, hogy
ezeknek a TI-knek a szerepe a DNS replikacio kezdetének megzavarasa.
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Eredményeink azt mutatjak, hogy az raRNS-ek jelenléte dltaldnos jelenség a herpeszvirusok
kérében, azonban még a kézeli rokon fajok is egyedi stratégidkat fejlesztettek ki, 5nallé IncRNS-
ek, mRNS-ek izofomai, vagy ezek kombindcié alkotjadk G&ket. Ugyanakkor az dltaldnos
eléforduldsuk a jelenség jelentéségét mutatja, a DNS replikdcio és az dltaldnos transzkripcio
szabdlyozdsdban. Mig az aHV-ok OriS régidjaban a f6 TR gének ugy tlinik, hogy egymast és a DNS
replikdcio kezdetét szabdlyozzak, a Simplexvirusok Oril régiéjdban a f6 replikacids gének inkabb
egymast és a DNS replikaciét szabdlyozhatjdk a TO-kon keresztiil. Ezek a feltételezett
mechanizmusok tobb szabdlyozasi szintet biztositanak a hagyomanyos transzkripcids
faktor/promater interakcion tul.

Ugy véljiik, hogy eredményeink kovetkezményei sokkal szélesebb perspektivat képviselnek azt
illetéen, hogy hogyan fejl6édott egylitt a herpeszvirusok replikaciéjanak és transzkripcidjanak
szabalyozasa. Ezek a bonyolult kélcsonhatasok a kiilonb6z6 gének és szabalyozd elemek kozott
értékes betekintést nyujthatnak az altaldnos szabdlyozasi mechanizmusokba, amelyek a
herpeszvirusok replikacidjat és génkifejez6désiiket irdnyitjak. E potencidlis kélcsonhatdsokra és
funkciondlis jelentéségiikre fokuszdlé tovdabbi vizsgdlatok uj utat nyithatnak a herpeszvirus-
fertézések kezelésére iranyulé innovativ terdpids megkozelitések felé.
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A virusok nagyon egyszerlinek tlinhetnek, hiszen rendkiviil kicsik, sokak szerint még csak nem is
él6lények. A dolgozatban bemutatott eredményeink a molekuldris mechanizmusaik egy
szegmensére, s annak altalunk feltart bonyolultsagdra vilagitanak ra. A virusokkal kapcsolatos
kutatdsok jelent6ségét a Covid-19 jarvanynal jobban semmi sem tamasztotta ald az utdbbi
évtizedekben, azonban a magyar szarmazasu virologus-immunoldgus, George Klein (Klein Gyorgy)
fogalmazta meg talan a legfrappansabban:

“The stupidest virus is cleverer than the cleverest virologist*¢°.”

— maradt még megismerni vald.
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13 TUDOMANYMETRIAI ADATOK

A 2024. majus 13-i, az MTMT adminisztratora altal ellenérzott allapot szerint
o (Osszegzett impakt faktor (IF): 324,144
o els6/utolsod szerzds IF: 182,366
o (Osszes idézetek szama: 1409
o flggetlen idézetek szama: 818

MTMT kozlemény és idéz6 dsszefoglald tablazat
Tombacz Déra adatai (2024.05.22)
Kézlemény tipusok Szama Hivatkozasok 1
Tudomanyos kozlemények Osszes Részletezve Fluggetlen Osszes
I. Tudoményos foly6iratcikk 69
kiilféldi kiadasu szakfolydiratban idegen nyelven - 69 665 1200
kilfoldi kiadasu szakfolydiratban magyar nyelven - 0 0 0
hazai kiadasu szakfolydiratban idegen nyelven - 0 0 0
hazai kiadasu szakfolydiratban magyar nyelven - 0 0 0
II. Kényvek 1
a) Kényv, szerzéként 1
idegen nyelv( - 1 0 0
magyar nyelvii - 0 0 0
b) Kényv, szerkeszt8ként2 0
idegen nyelv( - 0 - -
magyar nyelv( - 0 - -
Il. Kényvrészlet 0
idegen nyelv( - 0 0 0
magyar nyelvii - 0 0 0
IV. Konferenciakézlemény folydiratban vagy konferenciakétetben 1 - - -
idegen nyelv{ - 1 18 21
magyar nyelvii - 0 0 0
Kézlemények dsszesen (1.-IV.) 71 683 1221
Absztrakt3 19 0 0
Kutatasi adat 0 0 0
Tovabbi tudoményos miivek4 10 2 4
Osszes tudomanyos kézlemény 100 685 1225
Hirsch index5 21
Oktatasi mivek 0
FelsGoktatasi miivek 0 - - -
FelsGoktatasi tankonyv idegen nyelvi - 0 0 0
FelsGoktatasi tankényv magyar nyelv(i - 0 0 0
Fels6oktatasi tankonyv része idegen nyelven - 0 0 0
FelsGoktatasi tankonyv része magyar nyelven - 0 0 0
Oktatasi anyag 0 - 0 0
Oltalmi formak 0 0 0
Alkotds 0 0 0
Ismeretterjesztd mivek 0
Folydiratcikk 0 0 0
Kényvek - 0 0 0
Tovabbi ismeretterjeszté mivek - 0 0 0
Kbézérdekd vagy nem besorolt miivek6 0 0 0
Tovébbi kdzlemények7 0 0 0
Egyéb szerz6ség8 0 0 0
|déz6k szerkesztett miivekre 0 0
Idéz6k disszertécidban, egyéb tipusban 135 186
Osszes kdzlemény és dsszes idéz6ik 100 820 1411
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14 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 munkatdrsa
lehettem, az elmult 18 évben nyujtott inspirdléd tudomanyos kozeget, a sok kivald javaslatot, s az
Otleteim megvaldsitdsaban, helyes irdnyba terelésében nyujtott segitségét. A tdmogatast mind
szakmailag, mind emberileg. Naponta példat mutat hihetetlen munkatempdjaval, s mindezt
barati, s altalaban ,laza” hangulatban, melyért kiilon halas vagyok.

Koszonet 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 szekvenaldsok 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 o6tletlink, igy a virusokkal
kapcsolatos kutatasaink mellett a human genomikai projektjeink kivitelezéséhez is. Készonet illeti
Dr. Alexander Urbant (Stanford Egyetem) és Dr. Hagen Tilgnert (Cornell Egyetem, New York, NY),
akiknél kollaboraciés partnerként dolgozhattam. Koszonet 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 megolddsaban segitettek.

Projektjeinkhez tovabbi kollaboracids partnerek is hozzajarultak, ezaton k6szoném 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 Anyagtudomadnyi 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 kdzvetlen 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. Toth Judit) munkatarsaimnak, PhD hallgatdinknak a sokéves, kit(iné
munkajukért, mely alapvet6 jelent6ségl volt a dolgozatban bemutatott eredmények eléréséhez.

K&szondm 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. Kodszonet minden kollégamnak
a baratsagos atmoszféraért. Kilon kdszondm Jdsz Anikénak a rengeteg adminisztrativ teendé
elvégzésében nyujtott segitségét, Magyarné Papdi Csilladnak 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. K6szoném A BARATomnak a hosszi, évtizedes tdmogatasat az élet
minden kalandjaban és kihivasaban. Az § bennem valo hite is kellett ahhoz, hogy most itt alljak.
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Az értekezés alapjat képez6 kutatdsainkat, publikdcidink megjelenését és a munkamat tdmogatta

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 Innovaciés Hivatal
o Fiatal kutatéi 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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