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Bevezeto

Egy ¢él6lény fenotipusat génjeinek expresszidja
hatarozza meg, melyet a kornyezet befolyasol. Crick a
biologia centralis dogmajaban mutatta be elészor az
informaci6 aramlasat a géntdl a fehérjéig, melyben a
hirvivé az RNS (F. H. Crick 1958; F. Crick 1970). Egy
adott iddpillanatban a transzkriptom, azaz az RNS
molekuldk Osszessége, jellemzi a sejtet, melyben ezek
kifejezddtek. Az RNS-seq egy elterjedt eszkozz¢é valt a
génexpresszid kisérleti csoportok kozotti kvantitativ
elemzésére (ez az un. differencidl-génexpresszid
elemzés, vagy DGE) (Young et al. 2012), ugyanakkor
lehetove teszi mikroorganizmus és szovet
transzkriptomok longitudindlis vizsgélatat is (Hubbard et
al. 2013). Mindemellett alkalmas a transzkriptek
strukturalis jellemzésére, igy vizsgalhatéva valnak az
alternativ splicing események (E. T. Wang et al. 2008) ,
¢s hossz izoformak (Depledge et al. 2019). Az RNS-seq
altal valt vilagossa a nem kodoldo RNS-ek génexpressziot
szabalyoz6 szerepe (Djebali et al. 2012; Morris and
Mattick 2014), illetve az RNS nukleotid modosulasok
RNS érésben és expresszid szabalyozasban betoltott
funkcidja (Schaefer, Kapoor, and Jantsch 2017; Liu et al.
2019).

Az els6 RNS szekvenalasokat a Sanger-féle
szekvenalas hajnalan hajtottak végre (M. Adams et al.
1991; M. D. Adams et al. 1995). Ez az un. els6
generacids szekvenalds olyan technikai nehézségektdl
szenvedett, mint a til rovid leolvasdsok, vagy az
alacsony ateresztOképesség. A nanotechnologia ¢és a
mikrofluidika teriiletén torténd attdrések azonban egy Uj



crer

szekvendl6  platform  generdcidjanak  lehetdségét
vetitették eldre. A szekvenatorok kovetkezd generacidja
millionyi c¢DNS molekula szekvenalasara képesek
parhuzamosan, igy csokkentve a szekvenalas koltségeit
¢és iddtartamat, és ugrasszerlien novelve az eredményiil
kapott informéacid mennyiségét. Masodik generaciods
technologidkkal ~ mar  vizsgalhatova  valtak a
splice-variansok kifejezddési szintjei, €s mar alkalmasak
1) gének ¢és nem kodoldé RNS-ek detektildsara is (Z.
Wang, Gerstein, and Snyder 2009). Jelenleg azonban épp
a szekvenalds harmadik forradalmanak kozepén
vagyunk. A harmadik generacids szekvendtorok képesek
akar nagyon hosszu leolvasasokat produkalni, mikézben
meglrzik nagy ateresztOképességiiket. A Pcific
Biosciences egy mar  korabban  alkalmazott
fényfelvillanasos ~ moddszerre  alapozta  harmadik
generacidés technologidjat, mely alkalmas egyetlen
molekula megszekvenalasara is. A piac 01j versenyzdje az
Oxford Nanopore Technologies cég, mely a szekvenalast
egészen 0  megkdzelitését  valdsitotta  meg.
Szekvenatoruk szintetikus membranba agyazott protein
poérusokon és az dramerdsség mérésén alapul, melyet a
porusokon athaladd nukleotidok befolyéasolnak.

A szekvenalast az RNS kivonasa, tisztitasa és a
konyvtarkészités elézi meg. Minden 1épés alkalmas
mitermékek  létrehozdsara, melyeket az adatok
elofeldolgozasanak kell sztirnie. A végsd analizisnek
pedig oriasi adathalmazbol kell értelmezhetd eredményt
produkalnia.



A HSV-1: Az l-es tipusi herpes simplex virus az
Alphaherpesvirinae alcsaladba tartozd herpeszvirus. Az
emberi populacio egyik legelterjedtebb virusa, mely az
ajkak korili fajdalmas hojagokat okozza, stlyos
esetekben  pedig  agyvedgyulladashoz  vezethet.
Gazdaszervezetében élethosszig tartd latenciat alakithat
ki. DNS genomja 152 kbp hosszl, linearis, kétszalu, és
egy ikozahedralis kapszidba csomagolt, melyet
lipidburok borit. A genomot egy hosszu (UL) és egy
rovid (US) alegység ¢épiti fel, mindkettét inverz
ismétlédések hataroljak (IRL és IRS) (Macdonald et al.
2012). 72 génje altal kifejezett transzkriptjeit rovid
leolvasasokat ado szekvenalassal vizsgaltdk kordbban
(Rajcani, Andrea, and Ingeborg 2004).

A BoHV-1: A HSV-1 nem human patogén rokona a
szarvasmarhak 1-es tipusu alfaherpeszvirusa (BoHV-1),
mely vilagszerte fertéz. Léguti és termékenységgel
kapcsolt tiineteket okoz, és a szarvasmarhdk fert6zo
rhinotracheitis-ének (IBR) legfobb forrasa (Muylkens et
al. 2007). Kétszala DNS genomja 135 kbp hossza, és
magas, 72%-0s GC tartalom jellemzi. Felépitésében két
egyedi szekvencia, az UL és az US vesz részt, utdbbit
inverz ismétlédo szekvenciak keretezik (d’Offay, Fulton,
and Eberle 2013). A virus 73 génje mas
alfaherpeszvirusokéval nagyjabol homoldg, a gének
nomenklaturaja a HSV-1-ét koveti. Ez alol két kivétel a
circ gén, maly a Varicellovirus génuszra jellemzo, és az
ul0.5 mely a BoHV-1 sajatja (Delhon et al. 2003). A
génexpresszid  kinetikdja az alfaherpeszvirusokéra
jellemzd, harom kategéridba sorolhat6: azonnali-korai,



korai és kései génekre. Az azonnali-korai gének a
transzkripcidban, a korai gének a replikacidoban jatszanak
szerepet, mig a késeiek a virus strukturalis fehérjéit
kédoljak.

Az AcMINPV: Az Autographa californica multiple
nucleopolyhedrovirus (AcMNPV) a  Baculoviridae
csaladbol szarmazd rovarvirus (Blissard and Rohrmann
1990). A biotechnoldgidban  fehérjeexpresszios
rendszerek recombinans vektoraként, a
mezOgazdasagban pedig bioldgiai rovarold agensként
hasznalatos (Hu 2005). Kétszala DNS genomja
korkoros, 133 kbp hosszl, és 156 szorosan elhelyezett
gént tartalmaz. A gén expresszidja hdrom fazisba
sorolhato: korai, kései és nagyon kései. A korai gének
promotere TATA box, ¢és a gazda transzkripcios
apparatusanak szolgal szubsztratul. A korai gének
transzkripcigja a rovarok kozott elterjedt CAGT
iniciatorrdl indul (a +1 nt alahtzva) (Kogan et al. 1995).
A kései és nagyon kései génjeit a virus sajait RNS
polimeraza irja at, egy konzervalt TAAG szekvencia
motivumtol kezdve, melyet kései inicidtor szekvencianak
neveznek (Garrity, Chang, and Blissard 1997).

Az epitarnszkriptomika egy dinamikusan fejlodo
tudomanyteriilet. A cap struktura 7-metilguaninjan
(m’G) kiviil az RNS t6bb mint 60 egyéb modosulast
tartalmaz (Zhao, Roundtree, and He 2018), tobbek kozott
mas metilalt bazisokat, izomerizalt pseudouridint, vagy
metilalt bazisok oxidalt formait (Roundtree et al. 2017).
Korabbi metildcios vizsgalatok a simian virus 40-es
tipusdban (Lavi and Shatkin 1975), adenovirusokba



(Sommer et al. 1976) és a HSV-1-ben (Moss et al. 1977)
is taldltak RNS metilaciot. Az ismert nukleotid
modosuldsok szaménak ellenére funkcidjuk nagyrészt
ismeretlen. A 6-metiladenozin replikacidban és a HIV-1
virus-gazda interakciojaban betoltott szerepérdl tobb
korabbi kutatds beszamolt (Lichinchi et al. 2016;
Tirumuru et al. 2016). A virus RNS-ek metilaciojat a sejt
(Gokhale et al. 2016) ¢és a virus sajat metiltranszferazai
végzik (Tao et al. 2013; Ho, Gong, and Shuman 2001).
Az  AcMNPV  epitranszkriptomaval még nem
foglalkozott korabbi tanulméany.

Célkitiizések

Tézisemben bemutatom a hosszu leolvasasokat
add szekvenalési technikak alkalmazasi lehetOségeit a
virus transzkriptom vizsgalatdban. Ehhez csoportunk
altal tanulmanyozott négy virust hasznalok. A HSV-1
segitégével a harmadik generdcidos technologiak
izoforma annotdcioban betoltott szerepét mutatom be. A
BoHV-1  segitéségével a  virdlis  génexpressio
feltarasanak lehetdségeit prezentdlom, mig az AcCMNPV
transzkriptjei  esetén az  RNS  mddosulasok
detektalasanak lehetdségeit targyalom. Ezen
fokuszpontokon kiviil az egyes virusok analizise soran
kapott eredményeket mas pontokba is bemeleme, ahol
sziikséges.

Anyagok és modszerek



A virusok szaporitasa a megfeleld sejtvonalakban
tortént, a sejtvonalak gyartdi altal ajanlott koriilmények
kozott. A fertézések tobb egymast kovetd idopontban le
lettek allitva, majd megtortént a totdl RNS izolalasa. A
HSV-1 és BoHV-1 mintdk egy részén rRNS deplécio
tortént, a HSV-1 és AcMNPV mintak egy részén pedig
cap-szelekci6. Mindhdrom virus mintainak egy részén
poly(A)-szelekcio is tortént. A HSV-1 és az AcMNPV
mintakbol PacBio IsoSeq konyvtarak, mig mindhdrom
virus mintdib6él amplifikalt teljes hosszisagua cDNS
konyvtarak késziiltek. A BoHV-1 poly(A) szelektalt
mintabol nem amplifikdlt cDNS konyvtarakat is
létrehoztunk a longitudindlis expresszio vizsgalathoz. A
konyvtarakat PacBio ¢és MinlON platformokon
szekvenaltuk. A  keletkez0 adatokat bazishivtuk,
eléfeldolgoztuk,  térképeztik, majd a LoRTIA
szoftvercsomaggal megtortént az izoformak
meghatarozasa. A BoHV-1 génexpresszi6 analiziséhez a
leolvasasokat a DESeq2 szoftvercsomag Medidn Adag
Normalizalasaval normalizaltuk (Wu et al. 2019). A
nukleotid modosuldsokat a Tombo szoftvercsomaggal
detektaltuk (Stoiber et al. 2016).



Eredmények

A virus transzKkriptom annotalasa: 182 1j
feltételezetten protein kodold6 mRNS-t, 8 ncRNS-t, 53 1j
transzkripcids starthely (TSH) és alternativ terminéacioji
RNS-t detektaltunk a HSV-1 transzkriptomaban. A
harmadik generacidés technologia képes a splice
izoformék pontos detektalasara is. Tobbek kozt az
UL34-35 ¢és az RLI-RL2 splice izoformait is
megtalaltuk. 201 multigénes transzkriptet
azonositottunk, melyek koziil sok policisztronikus, mig
masok ugynevezett komplex transzkriptek, melyek a
transzkript irdnyaval ellentétes nyitott leolvasasi
kereteket is tartalmaznak.

A sok multigénes illetve hossza TSH és
alternativan végz6do transzkript atfedéseket eredményez
a HSV-1 transzkriptomaban. Gyakorlatilag az 0sszes
konvergensen végzddd gén kozott talaltunk atfedést,
melyet az RNAPII tovébbhaladasa eredményez az
mRNS 3° végi hasitasat kovetdéen (Proudfoot, 2016).
Ezek a molekuldk azonban rovid életidejiick, mivel az
exonukledzok megemésztik dket.

A virdlis génexpresszio analizise: A génexpresszid
elemzését a BoHV-1 nem amplifikalt cDNS konyvtaran
végeztik. A TATA Dbox-szal rendelkez6 TSH-k
abundanciaja az idoben gyorsabban ndvekszik, mint
azoké, amelyek nem rendelkeznek TATA box-szal,
utobbiak a fertézést kovetd 4. oraban érik el
csucspontjukat. Ugyanez igaz a poly(A) szignallal
rendelkezd  terminacidk abundancidgja is, mely
gyorsabban novekszik a fertdzés ideje alatt, mint azoké,
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amelyek esetén hianyzik a poly(A) szignal. Elébbiek
abundancidja a  fertdzést kovetdé 12  ordban
haromszorosan meghaladja utébiakét. A BoHV-1
génexpresszios mintdzata az alfaherpeszvirusokét koveti.
Génjeit legalabb harom csoportba tudtuk osztani:
azonnali-korai, korai és kései gének. Az elsé ordban a
(bicp0, bicp22). Azt talaltuk, hogy a CIRC, mely egy
ismeretlen funkcidju mirisztilalt tegument fehérje
mRNS-e (Fraefel, Ackermann and Schwyzer, 1994) az
els6 oraban szintén megjelenik, mely a fehérje
transzkripcidoban, vagy replikacidban jatszott szerepére
utalhat. Pokhriyal és mtsai. megfigyelték, hogy harom
kordbban késeinek hitt gén (ul21, ul33 ¢és ul34) a
virusfertézést  kovetéen  kozvetleniil — kifejezédnek
(Pokhriyal et al., 2018). Eredményeink azt mutatjak,
hogy az ul33 és az ul34 korai expresszids mintazatot
mutatnak. Negyvenegy masik gén transzkripcios
aktivitasa is detektalhat6 a fert6zés masodik 6rajaban, de
69 génbdl 66 a maximum abundancidjat csak a
replikacio bealltat kovetden éri el. Huszonharom gén,
tobbek kozott az ull2, mely az Gjonnan szintetizalt DNS
tovabbi feldolgozasaért felelds, illetve tobb tegumentum
¢s kapszid fehérjét kodold gén a fertdzést kovetd
negyedik ordban mérhetd expressziot mutat, expresszoja
pedig a virusfertdzes ideje alatt emelkedik. Ezek a kései
gének elsé hullamat képviselik, és koztiik talalhatoak a
legabundansabb transzkriptek. A DNS replikaciojat
kovetd idészakban mindossze négy gén transzkripcidja
indul. Ez a kései gének masodik hulldma, mely
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strukturdlis és a virion érésében szerepet jatszd
fehérjéket kodolnak.

Transzkript izoformak szamszeriisitése A transzkript
izoformak annotalasa utan abundancidjukat mértiik fel.
Az izoforma tipusok expresszidja nem egységes. Az elsd
ordban monocisztronos és splice-olt izoformakbol all a
transzkriptom. A fertézést kovetd masodik oraban az
izoforma diverzitas dramaian megnd. Az alternativan
terminald izoformak kivételével, melyek csak a negyedik
oraban jelennek meg, minden mas izoforma detektalhato
a masodik oraban. Elemzésiink soran megtaldltuk az
UL40-es  transzkript  splice-olt  valtozatat, az
UL40-SP1-et.  Utobbi  abundancidja  konstansan
novekszik a fertézés ideje alatt, mig a nem splice-olt
izoforma abundanciaja a fert6zés 4.-6. orajaban tetdzik,
miutan csokkenni kezd. Erdekes, hogy a csokkenés
meginduldsa  egybeesik a  splice-olt  izoforma
abundancidjanak hirtelen emelkedésével.

Nukleotid modosulasok az RNS-ben A modositott
nukleotidok detektaldsit az AcMNPV direkt RNS
adatain végeztik a Tombd szoftvert hasznilva. A
lehetséges fals-pozitiv helyek kisziirése utan 319
potencialis 5"C-t tartalmazd poziciot kaptunk, mely a
virus transzkriptomra térképezddott. Egy lehetséges
metilacios konszenzus szekvenciat is talaltunk, az
UUACCG-t (a moddositott bazis aldhuzva), illetve arra
jutottunk, hogy az 5™"C moddosulasok C ¢és G-gazdag
szekvencia kornyezetben torténik. A virus tizenkét
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transzkriptjében kiterjedt metilaltsagot talaltunk, kiilonds
tekintettel az ORF-ekre.

Diszkusszio

Tézisemben a hosszii leolvasasokat ado
szekvenalas  hasznélhatosagat  targyalom  virdlis
transzkript izoformak megtaldlasara, annotdlasara, a
virus génexpresszidjanak karakterizalasdra és az RNS
nukleotidok detektalasara és térképezésére. A HSV-1
transzkriptomaval végzett munkank szémos 0j 5’ és 3’
UTR izoforma, multigénes és nem kodold transzkript
annotalasdhoz vezetett. Ramutattunk, hogy ezen
izoformak hatdsara a viralis transzkriptek kozott fokozott
szdmu atfedés figyelhetd meg. Feltételezziik, hogy az
atfedo viralis transzkriptek, a mar korabban in vivo és in
vitro leirt Un. transzkripcios interferencia szabalyozast
fejtik a szomszédos gének felett (Cullen, Lomedico and
Ju, 1984; Martens, Laprade and Winston, 2004; Hu et
al., 2007). Ugyanakkor a nem transzlalodo régiok a
poszttranszlacios folyamatok cisz-tipust szabalyozasat
tehetik lehetové (Matoulkova et al., 2012), vagy az
uORF-eken keresztiil akar a transzlaciora is hatassal
lehetnek (Young and Wek, 2016; Lin et al., 2019).
Tézisemben hangsulyozom a tobb tipusu
konyvtarkészitési modszer és szekvenald platform,
valamint a leolvasasok szlirésének fontossagat az RT és
a PCR soran létrejové miitermékek -eltavolitasaban
(Cocquet et al., 2006; Balazs et al., 2019).

A virus ¢letciklusat génexpresszidjan keresztiil
érthetjiilk meg. Ramutatok a hosszli leolvasasokat ado
szekvenalas 1) generacids szekvenaldssal szembeni
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elényeire a transzkript izoformdk strukturdlis ¢és
expresszios karakterizalasaban. A BoHV-1
génkifejezddését nem amplifikdlt cDNS konyvtar
hasznalatava  elemeztik. A  génexpresszid az
alfaherpeszvirusokra jellemzé haromosztatiisdgot mutat,
ugy mint a HSV-1. Ramutatunk, hogy a cisz-szabalyozo
szekvencidkkal rendelkezd TSH ¢és TVH-k daltalaban
jobban expresszalodnak, mint azok, melyek eldl hianyzik
a szabalyozo szekvencia. Ugyanakkor a TATA box
jelenléte noveli barmely 5° nem transzlalédd régio
izoforma kifejezodését. Karakterizaltuk a circ gén
expresszidjat, mely a kanonikusan korai génekkel
megegyez0 1doben és mértékben fejezddik ki. Ez utalhat
a gén transzkripcidban vagy replikdcidban betoltott
szerepére.

A RNS nukleotid modosulasaival kapcsolatos
tudasunk bdvitése érdekében jel-analizis vizsgalatot
végeztink az AcMNPV transzkriptomabol készitett
ONT direkt RNS konyvtaron. Gazdag citozin
metilaltsdgot detektaltunk, kiilonosen C és G gazdag
régiokban, melyet egy korabbi kutatas emldsokben mar
kimutatott (Yang et al., 2017). Egy lehetséges metilacios
jelet is taldltunk, az UUACCG-t, azonban ezt tovabbi
kutatasoknak kell megerdsitenie. Yang ¢és mitsai.
igazoltdk, hogy az 5™C nukleotidok az ALYREF adapter
fehérjéken keresztiil fokozzdk az mRNS-ek nuklearis
exportjat emlds sejtekben. Boyne és mtsai. ugyanezt
igazoltd Kaposi sarcoma-asszocialt herpeszvirusban
(Boyne, Colgan and Whitehouse, 2008). Az ALYREF az
izeltldbuakban is jelen van (Shi et al, 2017).
Feltételezziik, hogy a C-k fokozott metilaltsaga a viralis
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transzkriptek nuklearis exportjadban és poszttranszlacios
valtozasainak iranyitasaban jatszhat szerepet.
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